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Durant de nombreux siecles, 'Homme a entretenu l'idée que les océans étaient un abisméosen
Ferdinand Magellan, grand explorateur du X¥kiécle, et premier homme (avec son équipage) a faire le
tour du globe en 1521, a encouragé cette idée, suite & une expérience nuemast cette expédition. Il
réalisa des sondages bathymétriques au milieu du Pacifique a l'aide afdage plombé de 800 m, et fut
contraint d'admettre qu'il n'était pas en mesure de mettre en évidence lameuvo|[ A]+S vfond[dev
la zone étudiée (Calgano, 2011). Ce que ne savait pas Magellare &petiue, [ S < océar Pacifique
présente en trés grande majorité une profondeur supérieure arB®/atlinget al, 2013). Forbes émit plus
tard, suite a ses travaux a bord du HMS Beacon en 1843, la célébre Théornire Adaiig laquelle il démontra
via une étude effectuée sur des végétaux aquatiques que la vie dans les océans ne peaicGepdr au-
dela de 550n (Forbes, 1843, Forbes, 1844, Forbes, 1859). Le manque de commurscaittifique a cette

%o}<pt Vv op] A 13 % c % Eul]e [ %% E v E <<u[ v i@edU[pov uPe}}yv

[ A%o0}E 3]}V ve 0 ¢ (E P]J}ve & S]J<p *U E u}vs o0 %@E %] E d[ER wDe

[ «S v tgént un sondage bathymétrique dans la baie de Baffin, avec la méme méthode gedaviag
uls A puv }E P %ope 0}vPU <uf]o JHWAOE]SEIVPLEP (W w (] AE « §EE
morphologiques ne permettaient manifestement pas la nagje. v H]e]S < § JEP v]eu U ui
identifié comme appartenant au groupe des gorgonocéphales était présent &urdedont la profondeur a
été estimée a 2 000 m ce jour-la (Ross, 1819, Anderson & Ricg, Z@@& découverte ne fut cependant

A}]Jo <y %oope] HE- VV] * %0pe 8§ E UV % @®&uU 3B VvO[IC%BSZ « E

&}E X [ 8 Vv i60i <pg 0 ¢ % E u] E+ }EP v]eu cAcademiedds Sqiedces &t %o E
E v He %P 0] « A] o0 o SE A pE@wvarfso diZStwdia UD Jadble téléphonique endommagé
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Bien que la vie dans les profondeurs ait été démontrée, il a ensuite été pemsiéien que présente, elie
était rare, notamment a cause de l'absence de lumiere nécessaire a la photosynthése, tes faib
températures (environ 2°C), des fortes pressi@ atmospheres & 2 000 m de profondeur), et de la faible
concentration en nutriments (Rilest al, 1965, Prieur, 1998§ /o0 «[ A & «<p §3 ] E p 35 A
majorité des zones abyssales en ce qui concerne la macrafdumaste cependant des environnements
profonds qui foisonnent de vie. Nous ne développerons dans ce seahque les systemes hydrothermaux
] v <pu[lo A]*S pec] 0 <}pE - cu]vs u vse (E}] JUco}po E~%}puE v
citer que ceux-la). En 1976 a eu lieu une succession de @iedgés l'océan PacifiqueA o[ oA]lv p }uE
[uv A% ]3] }amdrE&ine,}plus précisément sur la dorsale est-Pacifique, (ERR Pacific Rise en
anglais), afin d'observeade visudes systémes hydrothermaux avec un intérét tourné vers la géologie. La
surprise fut de découvrir non seulement les systemes hydrothermaux en gagstais aussi un écosystéme

foisonnant de vie (Corlist al, 1979).
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Il est difficile de comprendre, voire de conceptualiser un écosystemivdipie ou microbiologique
colonisant les systémes hydrothermaux, sans comprendre (au moins dans les grames, lie

fonctionnement géologique qui génere et régule ce type d'environnement.

Répatrtition et fonctionnement

Les systémes hydrothermaux sont des systémes géochimiques marins rencontrasitour du globe. lls
sont tous la résultante d'une activité géologique et tectonique sous-jacerpertante. C'est pour cette
raison que la majorité des sites hydrothermaux recensés a ce jour sont marins eitpriésieng des zones

de jonctions des plaques tectoniques (Figure 1).

Figure 1 Répartition géographique des systemes hydrothermaux océaniques profonds dwigiobe. (Source NOAA)

Les USE » ]S « ZC E}SZ CEGu pAE }vvpeU viv u E]JveU }y YyvSE <pigs8 BF} %o °
de plaques, sont soit des sites hydrothermaux terrestres (aussi appelés site thermaures sites
hydrothermaux issus de points chauds. Un point chaud est une zone de resnemntéémission locale de

magma basaltique, dont l'activité ascendante se traduit en surface de la lithosphérenpaactivité



volcanique. Pour n'en citer que quelques exemples : I'archipel d'HawdlgedeSamoat Australes, l'lle de la
Société, ou encore les lles GamladePitcairn (Hékinian & Binard, 2008). Leur actiwtgst pas directement
liée a la tectonique des plaques, et permet méme Batier. En effet, |'activité volcanique générée provient
d[ pwoint chaud profond fixe et donc le pointEruption ne se déplace pas, tandis que la crolte
lithosphérique oui (Foucault & Raoult, 2010) (Figure 2), laissant aarglthines de volcans retracant le

mouvement de la plaque.

L'autre source d'hydrothermalisme, qui est la principale, est donc la teaterdgs plaques, responsable de
plus de 75 % du volcanisme planétaire (Van Dover, 2000). On distimojgigéypes de mouvements, dont

deux sont générateurs[ZC E}SZ & dacckétion &Yla subduction (Figure 2).

Figure 2 : Représentation schématique des différents types d'hydroth&mealimodifiée de 'USGS)

Les zones d'accrétion sont situées au niveau des dorsales océaniquizwsdiee médio-Atlantique (Mid
Atlantic Ridge - MAR en anglais), la dorsale est Pacifique, la dorsale Pacifapeticd®, ou encoreds
dorsales sud-est et sud-ouest Indienne. Elles sont toutes marquées par une importamtali@nhermique
positive a leur aplomb, ce qui est corrélé avec une remontée de l'asthénospheligeau e cette zone
(aussi appelé rift). Elles forment ainsi des régions de production de crolteiqguégmrésentant les plus
longues et les plus hautes chaines de montagnes de la planéte (Van Dover, 1 280@puvelles laves
générées (majoritairement basaltigs) au niveau du rift vont s'éloigner géographiquement de leur point
d'origine au fur et a mesure que les plaques s'écartent. Ce type de mouv@noehiit par conséquent une

activité sismique réguliére (Foucault & Raoult, 2010).



La subduction quant a elle, est un phénomeéne qui se traduit par la ploigée plaque sous une autre. Le
plus généralement, c'est la crolte océanique, plus lourde que la crolte cotdlageqgui plonge sous celle-
ci. Ceci se caractérise par la formation de fosses océaniques, ainsi que par de fortes actitgesj liés
aux frottements des plagues entre elles. Ces frottements sont aussi responsables désundcamdésitique
situé a la verticale de la plaque plongeante (Foucault & Raoult, 201@ntaisi des poches de magma

proche de la surface lithosphérique, et donc producteur potentiel d'hydrothermalisme.

Le troisieme type de mouvement, qui n'est pas connu pour pouiéer d'hydrothermalisme, mais qui
présentera un intérét par la suite, est ce que l'on appelle une faille transfaemdinn'y a ni apport
(accrétion), ni absorption (subduction) de matiére. Ce sont des faillesgtiparalléles au mouvement des
plagues (Fouquett al, 1994, Foucault & Raoult, 2010), et peuvent présedes barrieres naturelles contre
la dispersion biologique (O'Mullaet al, 2001, Guinot & Hurtado, 2003, Guirettal, 2003, Woret al, 2003,

Little et al, 2004, Johnsoret al, 2006) Elles peuvent faire plusieurs kilométres de long pour plusieurs

kilométres de large, et pevent aller jusqu'a entailler la cro(te océanique sur plus de 3000 m d'épaisseur

(Hékinian & Binard, 2008). La plus célébre des failles transformantes estelaléaflan Andréas, mais on
peut aussi citer la faille transformante de Garrett (Dorsale Pacifique Est), ou endailtelde Kane (Ride
Médio Atlantique ; MAR) (Sykes, 1967, Karson & Dick, 1983, Poekaliny1988).

Si on regarde a une échelle plus locale, la formation d'un systéeme hydrotheéoessite trois facteurs

principaux (Tivey, 2007):

X Une source de chaleur importante, fournie par du magma ou de la lave partiellemerifiélfdoir

ci-dessus).

X Un substrat perméable, ou présentant des fissures, comme par exemple un substrat basaltique

volcanique régulierement soumis a une activité tectonique (voir ci-dessus).
X Une source d'un fluide saturant (ou pouvant saturer) le substrat, comme par exefapleau de

mer.

On remarque donc que la tectonique des plagues est un moteur puissastld génération de systémes
hydrothermaux. Le processus a la base de leur formation et de leur fonctiemiemit les étapes suivantes
(on prendra ici 'exemple de systemes marins) : I'eau de mer s'irdding le plancher océanique fissuré suite
a la sismicité locale, au refroidissemerfidu Pu v epE&( U ]Jve] <u[ o[ ((}v & u vs
propre poids (le magma solidifié étant plus dense que le magma en fusiossePaipprochant d'une source
de chaleur (comme une poche de magma), associée a de fortes pres®anstehtre dans un état de
surfusion (ou état supercritique) (Norton, 1984, Bischoff & Rosenbauer, 1883nentant la solubilité des
métaux comme le fer (Fe), le manganése (Mn), le zineefdhautres composeés solidésls que le soufre (S)

ou encore le silicate (Si), ainsi que des gaz volatiles provenant duartagnme I'hélium (He), le dioxyde de
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carbone (Cg), le méthane (CHl ou le dihydrogéne (BH (Norton, 1984, Alt, 1995, Tivey, 200Tpus ces
composés sont par la suite lessivés des roches et expulsés sous formale lildrothermaux formant
ensuite un panache, caractéristiques de ces environnements. Ces fluides soid ehano vS iu©OCL) adi
anoxigues, souvent acides (pH3g-et chargés en éléments réduits (Charleual, 2002). Le contraste
important entre le fluide émis (pouvant atteindre jusqu'a 400°C) et I'eameéeenvironnant (environ 2-3°C)
est tel qu'une partie des composés réduits dissous présents au sein du fhéicipifent, notamment les
minéraux, formant les cheminées hydrothermales, ainsi qu'un "nuage" (le paphpouvant se disperser sur
de grandes distanceka composition des fluides varie d'un site & l'autre, mais aussi dansckesple temps
(Johnsoret al, 1986).

L'étude de ces fluides est trés intéressante car elle renseigne sur la compositimtites,et des systemes
géologiques sous-jacents d'un édifice hydrothermal donné. (opu] <« ¢}vs <}uE & }v 8§
pour la vie a base de chimiosynthése (concept sur lequel on reviendrasuatelp Elle peut aussi permettre

d'estimer l'activité d'expansion locale de la dorsale (Baker et al. 1995; 2004).
> o eCeS U ZC E}SZ CEBu pAE o[ S0 vS§]«pu

Historiquement, la dorsale médio Atlantigue (MAR) a été la premiére dorsalerézia le projet FAMOUS

(Stakeset al, 1984)X H&E vS§ % E}i SU viu G pe - JMA ES « }vd 8 E o0]-

systemes hydrothermaude visuv[ % ¢ § (( Sp X /o (ML E SS Vv E o0+ vv =« |0

TAG soit découvert au niveau de la MAR a 3670 m de profondeur (Thorepabnl1988). De nos jours,

o[ £A%0}E S]}v o prihcipalemeritia]deux zones. La premiére se situe au niveau du plateau des
JE o ~i0EE*X > HE] u o ]S %o0pe p *pdotuf@»«(Ll1PNE Quelmuek}aonds s u

%o}lv SU 00 ¢ ¢]SPU ¢ V %o E]%Z E] o[/« @nckectal31988)] S A %0} E -

Sur ces deux zones (depuis 1985), une quinzaine de sites hydrothermaux actifs @gertoriés. Chacun

[ VSCE M % carackristiques environnementales qui leur sont propres, les deux principaux
facteurs régulant ces caractéristiques étant la profondeur et la nature des rochesitdseprésents a des
profondeurs importantes (>3000 m) sont plus stables dans le temps, une activé 0@0 ans ayant été
rapportée sur le site TAG actif actuel (Renal, 1993, Lalowet al, 1995, Tivewt al, 1995). A contrario, les
zones situées a de plus faibles profondeurs (< 3 000 m), telles que Ragtlbdenez Gwen, sont plus
JveS o - Ve 0 S u%oe (D&shojyéréset al, 2000). Le deuxieme facteur impactant ces
environnementd) [ae<dire la nature des roches, permet de classer les systemes hydrothermaux en deux

catégories : les systemes ultramafiques et les systemes basaltiques.



Systemes ultramafique®rsussystemes basaltiques

De la méme maniére que l'on trouve différents types de foréts sur le reemtti(forét boréale, humide,
méditerranéenne, de montagne...), il existe plusieurs types de systemes hydrothermaug. i\m
présenterons ici que deux (ceux présents sur la MAR) : les sites dirnalflifues et les sites dits mafiques

Les sites ultramafiquesE 03 vS§ o[]Jvs & S]J}v VvSE o u magia pofand E ul}y
d'origine mantllique, tandis que les sites basaltiques sont basés sur des remontées de magmaumsaltiq
basalte (Van Dover, 2000, Kelletyal, 2002, Fouqueet al, 2013). Cette nuance peut paraitre subtile pour

une étude de biologie, mais il n'en est rien. Car cette différence a un impaotrtant sur la chimie des

fluides émis, notamment sur les fortes concentrations en méthane, fer eplggtie dans le cas des systémes
mantelliques/ultramafiques (Kellest al, 2001, Charloet al, 2002, Schmidgt al, 2007), chimie qui impacte

directement le développement microbien (Floresal, 2011), donc la macrofaune.

L % O0p% ES = ]88« ZC E}SZ Eu uAk 0 DZ E %} v3 +puE §E}ip WS E
Rainbow (Fouquett al, 1997) ; Logatchev (Bogdanet al, 1995) et Ashadzé (Fouquet al, 2008) qui
reposent sur un substrat ultramafique. La composition des fluides de cesitessprésente de forts taux

[ZC &} P wvméthane et de fer, mais sont relativement appauvris en sulfures par rapport asx site
basaltiques (Charloet al, 2002, Douvilleet al, 2002) (Figure 3).
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Figure 3 : Composition minérale et gazeuse de fluides hydrotherrsdaxMiAR. Le site MARK-1/2 est aujourd'hui appelé Snake Pit
(Charlou et al., 2002).

Diversite de SC % ¢ [ side fllide

Audela des aspects géologiques conditionnant notamment la chimie des fluitigzaeconséquent

Il vVA]JE}vv u v§ ZIsit¢ @n question), certains aspects physiques liés a l'architecture des édifices
hydrothermaux sont a prendre en compte pour I'étude biologique deeteéronnements. Pour cela, nous
allons décrire succinctement trois types d'émission de fluides (qui peuvent d'aifpetentiellement tos

étre retrouvés sur un méme édifice) : les fumeurs (smoker), les diffuseurs (diffuser oudjezthies rebords

(flange).

Les fumeurs (Figure 4a) sont les structures les plus caractéristiques des systemes hydrothermeex. Co
expliqué précédemment, c'est le mélange entre le fluide chaud, chargé en éléments didsdss, et I'eau

de mer froide oxygénée qui entraine la précipitation de ces éléments et créanecipe hydrothermal
chargé de particules (Tivey, 2007). Ce sont ces précipités qui forment, a une ééisdibeate, les édifices.
Les fumeurs noirs sont caractérisés par un conduit central peu perméable, ce qui expligoenent la
faible dilution des fluides expulsés, leur température élevée (pouvant atteddeC) ainsi que leur couleur

noire (due aux fortes concentrations en soufre et en fer) (Hanningtcal, 1995, Van Dover, 2000). Il est
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dilué, moins chaud et de composition chimique différente (Tietegl, 1995).

Les diffuseurs (ou ruches) (Figure 4b) sont des structures produisant des excesssarie c6té ou le dessus
des cheminées. Elles sont trés poreuses et friables, et diffudes fluides chauds pouvant aller jusqu'a
100°C. Le débit de ces structures est cependant moindre que celui des fumeursgtFeuql, 1993,
Hanningtonet al, 1995, Van Dover, 2000). Les conditions physico-chimiques a I'édeelle type de
structures permettent la précipitation des sulfures sous forme de couches, eatta@insi une surface
extérieure concentrique nervurée faisant penser a des ruches sauvages (Hanmhgtp©995, Van Dover,
2000). A cause des fortes températures a la surface de ces structures, elles glust $ouvent a nu, sans

colonisation microbienne ou animale d'aucune sorte (Haymon, 1983, Foetjakt1993, Van Dover, 2000).

Les rebords (ou flanges en anglais) (Figure 4c) sont des structures latérales pouvadhteadteio Lun migtre

de largeuret plusieurs centimetres d'épaisseur. La surface inférieure présente une forme creuse, servant de
réservoir pour le fluide provenant de la base de la structure. La température de dortieide a la base de
cette structure est souvent corrélée a celle des sorties de fluide du fumeur auquestlieliée. En effet,
ces structures sont « greffées » sur les conduits principaux des fumeurs. Il en résdtardgradient de
température important dans le sens horizontal, ainsi qu'un gradient de teatpér encore plus important
dans le sens vertical, notamment au niveau de l'interface fluide - eau de mer. Ceperdiuitd sortant
étant moins dense que I'eau de mer, il se retrouve emprisonné lgoigservoir, pour un court laps de temps
de l'ordre de 100 secondes (édifice Endeavour sur la ride Juan de(Kaog)1997, Van Dover, 2000). A la
surface supérieure de la structure, les conditions sont différehte8uide ayant percolé a travers la matrice
présente une température allant de 10 a 80°C, et est plus dilué queide fiitial, créant ainsi une niche
écologique plus propice au développement de la vie microbienne et anithalesdale & Becker, 1985,
Lisitsynet al, 1989, Delanegt al, 1992, Kerr, 1997).
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Figure 4 : Diagramme schématique (A) d'un fumeur, (B) d'une ruche, (C) d'uth (elamnington et al., 1995).
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Les microorganismes, base du réseau trophique

Q trouver des microorganismes en contexte hydrothermal

Comme expliqué précédemment, les environnements hydrothermaux sont des écosystgnasiques
& eposS v8 puovP VvSE o0 ¢ (Opn] « ZC E}SZ C®u pAE S edhimiguesu EX
spatio-temporels sont présents. Les microorganismes oatugiférentes niches écologiques (Karl, 1995,
Van Dover, 1995)<u[]Jo +§ ]JvS§ & << Ve, autahtvpour pouvoir élaborer des stratégies

[ Z v§]oo}vv Pesqueddl mésurer la complexité phylogénétique, métabolique, biochimique et

physico-chimique qui peut résulter de ces microenvironnements :

X Les surfaces des dépbts minéraux, les sédiments ou encore les animaux exposés awefidales :
toute surface permettant une fixation des microorganismes que ce soit sous formefde lmio de
tapis microbien. Il est & noter que les animaux comme support de fixation ne rel@asn
obligatoirement de la symbiose (bien que les frontiéres puissent étre minces).
X Le panache hydrothermal (le fluide hydrothermal dilué, qugtruve a plusieurs metres, centaines
de métres, voire dizaines de kilométres 0 <} uE [ ulJee]}veX ¢« (}E&uUu « o0 (}]* O

(a des particules minérales par exemple) de microorganismes y sont présentes. leanitpéra

savoirleur % 8§ e u]JvS V]E v §C% [ VAJE}VV u v3 E 3 v }(
ouvert.
X > (pv ZC E}SZ Eu o X Kv vsS v Ve * % E ]° o VIEIFR f[iwe} |

métazoaire et des bactéries, notion qui sera plus largement développée ultérieurement.

X Les édifices hydrothermaux actifs. En effet, le caractére poreux et stratifié des édifices, associé a un
gradient a la fois thermique et chimique, permet le développement de microorgasismssi bien
hyperthermophiles que mésophit  o[]JvS E] W& u'u ol ](] X

X > e e JuvsSe ZC E}SZ Gu PAEX ]V <u o] A% poc]}uE 0(OH]] (T *$US 1B
fraction moins importante de fluide percole au travers des sédiments envirdeneg qui est source

[ v EP] |&srhic@organismes en présence.

A noter, on ne retrouve pas l'ensemble de ces habitats de maniere systématiquehague site

hydrothermal.
La chimiosynthese

L'absence de lumiere, la pression hydrostatique, les forts gradients plofsioggues font des systémes

hydrothermaux un milieu qui pour 'hnomme parait ou est inhospitalieestsouvent qualifiél'extréme. La
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vie animale dans ce type d'environnements peut paraitre incongrue, ce qui n'dst gas Cette vie peut se
catégoriser en deux groupes bien distincts : microbienne et animale. Nous traiteronsatsmpartie de la

vie microbienne, puis de la vie animale.

Pourquoi commenc@E % E o A] u] E} ] ele repriéséhtaHa basp frophique de la vie de ces
environnements. En effet, I'absence de lumiére rend la synthése de matiére organiquehiadaynthése
inexistante au-dela de 500 (Rileyet al, 1965), ce qui ne permet a priori pas une vie animale riche en

biomasse. En effet, dans les grandes profondeurs, seule la sédimentation de megi@méjoe synthétisée

vV s UuE( % EU S PV %o %o} ES usS] E }EP v]<p E RBIIE ~ }]%YOXe

De plus, les fortes pressions hydrostatiques limitent le développement de laiaiedivers]|S [} E&P v]eu o
présentant des adaptations a la pression. Des communautés micriserhimiosynthétiques, capables

[ LS]ol¢s o@mposés réduits « (opn]  }luu <}pE [ v EP] <ontdévelbppésdl e
niveau des systemes hydrothermaux. Ces environnements, trés riches en composés réduits, saigsde v
oasis de vie pour ces microorganismes chimiosynthétiques. Un certain nombmeétaéolismes reste

cependant dominant, tels ceux impliqués dans le cycle du carbone, du souffre, du ferefdC E&}P v X

Le oyde du carbone

La synthése de carbone organique mitevo (autotrophie) peut se faire grace a deux sources d'énergie : la
lumiére (c'est la photosynthése), et I'énergie libérée par des réactions chimigues dgctdsimiosynthese)
(Madiganet al, 2000) Plusieurs voies sont utilisées par les organismes pour fixer le canhommnique

(CQ ou CH). Pour le COce sont les cycles de Calvin-Benson-Bassham (CBB) et le cycle des acides
tricarboxyliques inverses (rTCA) qui sont utilisés. Au cours de ces cycles, e ¢adoganique est fixé sous

forme de molécules organiques permettant la croissance des microorganismes ab&grofertaines
molécules organiques pourrorglors étre utilisées par les organismes hétérotrophes qui peuvent aussi

ensuite consommer les organismes autotrophes.
Le cycle de Calvin-Benson-Bassham

Le mécanisme biochimique impliqgué dans la fixation du IE@Ilus connu est le cycle de Calvin-Benson-
Bas*Z uX /o *§ oJuvsS % E unu E ~We, 3§ o[ dW clés la} ibadage-¢,5- A&
biphosphate carboxylase-oxygénse, aussi appelée RuBisCO, et la phosphorgbeldlanrRuBisCO catalyse

la premiére réaction de réduction du €@t est largement répandue dans le monde du vivant. Elle est
présente chez les cyanobactéries, les bactéries pourpres, les algues, les planteslaeptapart des
bactéries chimiolithotrophes, ainsi que chez certaines archae hyperthermophiesstd en tout 4 formes

de RuBisCO : les formes I, II, lll et IV (T&bigh, 2008). Les formes | et Il sont frequemment retroesén

milieu hydrothermal et differat par leur structure tridimensionnigl et leur signature isotopique (Scagt

al., 2004, Scotet al, 2007, Tabiteet al, 2008). La RuBisCO de type | est adapté&econditions oxiques
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tandis que la RuBisCO de type Il est adaptée aux conditions anoxiquaéss@Ro& Cavanaugh, 1995,
Haygood, 1996, Elsaied & Naganuma, 2001, Elsaiald 2006). La capacité des bactéries a I'autotrophie est
habituellement détectée en recherchant les génes codant pour les deux formes de RuBsgenesbbl

et cbbm qui codent respectivement pour les formes | et |l de la RuBisCO (Shiganatst999, Shivelgt

al., 1999).

> CONAE ¢ ] RKEp @& %BuERAE JE GA |-

Le cycle rTCA est une voie métabolique qui a été reconnue en(B88Banan & Arnon, 1990) ] v <u[ oo

ait été proposée dés 1966 sur un modeéle de bactérie verte sulfuréhfmobium thiosulfatophilunfEvans
etal,1966)X }uu <}v v}u of[]v ]J<p U o &d 3 o v3] 00 U VS pv] [MAKE-]}V
elue o v}iu C o <E e S % Etyl£od a pariirsdé deux [molécules de,CiCa

% OU% ES + VICue p Co d +}vd E A E-] 0o v@ o[ ¥Edats BITCA <pn 3C
par la fumarate réductase, la 2oxoglutarate synthase, et les enzymes de clivage du citrate (la pyruvate
synthaseeto[ dW [SE Bv oC » «XVICu » E p]3 0 Z u% [pnE]o]e 8]}v 58
Eneffet,la2} £}Pous € § CvsSZ « § vs§ « wytleorTCAmE}sENDIR effettif gue dans des
conditions anaérobies, ou au moins microaédghi(Campbellet al, 2006). Bien que les exemples

d [ tilisation du cycle rTCA de facon exclusive cheadgsficaleset les Epsilonproteobacteriae manquat

pas (Shibaet al, 1985, Behet al, 1993, Deckerkt al, 1998, Huglert al, 2005, Campbekt al, 2006,
Nakagawaet al, 2007, Sievertet al, 2008, Reysenbachkt al, 2009)U o[ £ u%.o0 o[ v }sCu ]
« Candidatus endoriftiapersephone » du veRiftia pachyptilaest trés intéressant car une étude de
protéomique a permis de mettre en évidencéitilisation a la fois des cycles CBB et rTCA, ce qui en
(]85 Mi}u&E [Zp] o -+« paniCEobiendd posgd&der £es deux voies de fixation du carbone (Markert

al., 2007).

La méthanotrophie

Ve 0 ¢ ¢CeS u = ZC E}SZ Eu uAU o u SZ v UNU[]P}3HE UIEIRKEC ]} %
populations de microorganismes méthanotrophes en un aldehyde, puis en matigamique o} Ee<<u[]o0
atteint les zones oxygénées (Anthony, 1982) ve 0 u S$Z V}SE&}%Z] U }v v viu GE o[
<u[pv e gnayme clé : la méthane monooxygénase. Cependant, elle existe sous deux:formadsrme
soluble (sMMo : soluble Methane Monooxygenase), et une forme pdaiie associée a la membrane
(PMMo : particulateD §Z v D}Vv}}ACP v « X > uE }v v Ve 0 U}V u] E
homogéne. La forme particulairest retrouvée Z 1 S}pe 0 ¢ U §Z V}S3E}%Z * o] £ %S
Methylocella(Dedystet al, 2000), la forme soluble quant a elle est moins représehtéeS v[ «Sesduev o

chez un nombre restreint de souches (Fesal, 1998, Shigematset al, 1999)X >[us]o]e S]delap P v
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forme particulaire fmoA est un trés bon marqueur génétigue, et aussi phylogénétigaphylogénie étant

convergenteavec 0o H P v } vS %}uE o[ ZBEdsiDoperroet al, EE5)v

Des populations de méthanotrophes existent au sein de la classeAfpgmproteobacteriaet des
GammaproteobacteriaOn les retrouveotamment dans des tapis microbiens (Crépeaal, 2011)et il en
existe aussi des exemples dans des symbioses entre métazoaires et méthanotrophes, ertamnmveau

e eCeS U+ ZC E}SZ ®G®u pAEX [ 8 o0 e % }UE o0 ¢ llesSACgenElo «U
BathymodiolugDuperronet al,, 2005, Duperroret al,, 2006), ainsi que chez la creveR@micaris exoculata
(Zbinden et al., 2008, Guri et al., 2012)

Le oyde du fer

Chez les procaryotes, le fer joue un role clé dans certains métabolismes aéraragmbies. Il est essentiel
% }HE o0 (}v S]}vv u vsS [pv ES Jv viu E [ VICu » }dHIC 0 =U H 0

oxygénases, mais aussi pour les cytochromes et les protéines fer-soufre (ferrodoxines).

La ferro-oxydation

L[}AC S]}v ]1}8]«étant peq r&pide dans des conditions acides et oxégaa a longtemps pensé

qgue les microorganismes des systemes hydrothermaux ne pouvaient pas réali$emrd-oxydation
(oxydation du fer ferreux Fe Il), IUE <}unCE [ v EP] <[}&E£C VvS SE}% E %] u vV
énergétique étant trop faible. Cependant, un certain nombre de bactéries tel ggenie Acidithiobacillus

(connu pour se développer dans les eaux de drainage u]Jv (E ]J* S 0 ¢ 8 S]}veYaizéhaptE S]}ve
al., 2002, Yarzabadt al, 2004, Quatriniet al, 2007, Valdé®t al, 2007, Valdést al, 2009), ainsi que les

genres Gallionella Leptothrix et Sphaerotilus appartenant a la classe deBetaproteobacteriaet
Gammaproteobacterigont déja identifiés comme capables de réaliser la ferro-oxydation en conditida

(Nealson, 1997, Emerson & Moyer, 2002, Emersbml, 2007). lls sont aussi capablds catalysr la

% E ]%]S S]}v [} MAB€alsen, 1997 Emerson & Moyer, 2002, Ememsbal, 2007). De plus, la
soucheMariprofondus ferroxydansolée v 1116 [uv u}v-& «FEiv % E «(Eferdorbt al, 2007)

% E * VS O E& 3§ &E]-3Sdxydanté s¥idie a(pldn@uid [ la premiére souche ayant conduit

a la création de la récente classe detaproteobacterigEmersoret al, 2007). Cette classe sera ré-abéed

plus loin lors de la description de la symbiose chez la creRRtécaris exoculata

La ferro-réduction

La ferro-reduction (réduction du fer ferriqué&e Ill) est une autre composante du cycle du fer. Elle est réalisée
en conditions anoxiques par de nombreux microorganismes organotropHigsodtophes. Compte tenu de
*lv %}S v8] o E }AEU o & I/ <3 sueut a fak.favorable ¢nergéfigidment dans un
ulo] B %} u@EA p(LeYey & Phillips, 1986). Parmi les souches isolées, on retrouve notadrdesen
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bactéries de la classe d@éhermotogales} 1 o[} & Eeferribacteresqui peuvent étre thermophiles,
psychrophiles, acidophiles ou alcalinophiles, ainsi que des archae de tHasmesdeschaeoglobalest des
Thermococdas (Jannasch & Mottl, 1985, Lovley al, 2004) Chez de nombreuses hyperthermophiles
cultivées, on retrouve cette capacité a réduire le Fe lll, ce qui suggere que ce type igambst fortement

conservé chez les microorganismes hyperthermophiles (Kastaifj 2002, Kashefi & Lovley, 2003).

Le oyde du soufre

Dans un contexte hydrothermal, les composés soufrés sont apportés paidkedbpres lessivage des roches.

En association avec le fer, le cuivre ou encore le zinc (eux aussi appertds o (op] U § un }vs §
de mer, ces éléments précipi¢ v epHOo(UE ¢ u §S oo]<hu U § ¢}vs v PE v % ES]
hydrothermaux (Tivey, 2007). Il existe trois types de métabolismes assacisoufre : la sulfato-réduction,

la sulfo-réduction, et la sulfo-oxydation.

La sulfato-réduction

Le sulfate (S®) étant la forme la plus oxydéep *}u(E U ]Jo 38 ps]o]e }uu pdup E (v «
les microorganismes sulfato-réducteurs. Cependant, plusieurs types }vv pEe+ [ o SE}ve o}
possiblement rencontrésZ 1« }EP v]eu U }uu o0[ZC E}P v U o o &Raud }p v )
etal,2006)X > % &} u]s (Jv o E S]}v <3 0S)ecquoddl @Eete [ QuetpdiHa cellule,

ou bien utilisé pour former des acides aminés (Rattual, 2006). Le fait que le sulfate soit présent en

<p v8]8 wv}iv v Po]P o ve (@a[hauteur da 8 %) permet a une forte diversité de
microorganismes [ U § éodette molécule. On retrouve notamment des bactéries majoritairement affiliées

a la classe deBeltaproteobacteriacomme avec les genr@esulfovbrip DesulfurimonasDesulfobactely U

la classe des Firmicutes avec comme genre princip&ldsalfotomaculun{Pikutaet al, 2000), ou encore

les Thermodesulfatatoravec les représentants du genfénermodesulfobacteriunet Thermodesulfatator

(Alainet al, 2010)X Kv E SE}pA U e ¢ ] archae ddogensérghaeoglobus) «<p] }vs [ Joo HE-

isolées de sources hydrothermales.

La sulfo-réduction

Le soufre élémentaire{S ¢S pv }ju%}e 5 o $ ]potita@ vae ¥colppigue, la réduction du
soufre en sulfure (forme de respiration anaérobie) chez les archae est un processus majeur, etamm

sein du genr®esulfurococcuX ve 0 ¢ *C*S u ¢« ZC E}5Z Eu pAU pv PEessontlu E
capables de réduire le soufre élémentaire et présentent des métabolismes divers. Eareffettain nombre

de chimioorganotrophes anaérobies fermentaires telles queTlermococcalest lesThermotogalesont
capables de réduire I€.ependant, cette réa&]}v v[ ¢S % ¢ ]V ]*% Vve o0 o HE E}]ee vV

Kv SE}uA pee] pv  ES Jv viu E 0]PV * % }UE O0*8<0[00 %S P (&
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[ o S &}vkKicroorganismes thermophiles et hyperthermophiles des genbesulfurobacterium
(L'Haridon etal., 1998, Alain efal., 2003, L'Haridon etl., 2006), Balnearium(Takai etal., 2003) et
ThermovibrigVetriani etal., 2004), qui forment une lignée distincte au sein degiificales ainsi que des

Crenarchaeota, Ignicoccus pacifioltduber etal., 2001) sont des chimiolithoautotrophes.
La sulfo-oxydation

>[ VA]JE}vv u v§ ZCesEymsiiili€H ticlee en éléments soufrés plus ou moins réduits comnte le S

(ou HS, sulfure d'hydrogene), le® $soufre élémentaire), le »8:* (thiosulfate), ou encore le sG*

(tétrathionate). Les microorganismes dits sulfo-oxydants présentent la capacifus]o]e & e }u%o}e

comme donneurs [ o SE}ve Vv S 0Ce vS 0o uE }AC 3]}s8Xest>duant % Juip E
P v (E o u wGepdndant certains microorganismes utiliserti® (nitrate) o } (E « < |4 €sd pi€sent en
trop faibles concentrations. Cette situation se retrouve préférentiellement au nideazones de transitions
entre un milieu oxique et anoxique, comme la zone de mélangd E o[ W u & hyslrathe(nogh ]
Du point de vue écologique, les microorganismes sulfo-oxydanenfoun réle majeur au niveau des
systemes hydrothermaux o[} £C S]}v ¢ }u%o}e ¢ *}u(E « & p]Se S vs sv
Ve 0 % E} p §]}wnéceseailE R la fixation du €@ne partie non négligeable des bactéries sulfo-
oxydantes vit en symbiose avec des représentants de la faune. Nousngociter le vestimentiferdiftia
pactyptila (Giovannelli etl., 2016), les bivalves du gerBathymodiolugDuperron etal., 2007), la crevette
Rimicaris exoculatéZbindenet al, 2008), ou encore la galath&hinkaia crosniefWatsuji etal., 2010). On
parle dans ce cas de symbiontes « thiotrophés [ uSE& e« suffo@jdantes de types filamenteuses

. A 0}% % V3 }pue (JEU [ %ospeans & Fonad odighe]anoxique.

lo /]S ME A}] «u § }ol<p o [}EC 38]}v [0 u vE @A}u]S*0fvivye)s

phosphosulfate (APS) réductase et la voie de la sulfite oxydase. Bien que la vogilfieelaxydase soit
*JUA v3 U i}E]S JE U o A}] o[ W’ch& cartaine micradrgasipmes bien connus
comme par exemple f Gammaproteobacteriasymbiotiques des bathymodioles du gentdas ou
BathymodiolugDuperronet al, 2005, Duperroret al, 2006, Meyer & Kuever, 2007, Meyer & Kuever, 2007,
Meyer & Kuever, 2007, Duperra al, 2008). Il est intéressant de notgue o[ Véductase est une enzyme
utilisée a la fois durant la sulfo-oxydation et la sulfo-réduction. Ellelfait partie des marqueurs génétiques

du cycle du soufre (Meyer & Kuever, 2007).

legd @CEPvV

> 12zC E}P v S pv }vv pE&E , § tees Habt potehtiel @nergétique, mais encore peu
documenté dans les environnements a base chimiosynthétiguson rélees potentiellement sous-estimé
(Jannasch & Mottl, 1985). Il est nécessaire aux enzymes de type des monooxgdamebane, ammonium)

ou de la méthanogénese (Nealson, 1997). Le dihydrogéne est aussidéénsbmme un composé
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permettant la survie a long terme des formes de résistances bactériennesempadronnements extrémes
(Morita, 1999). Depuis peu, il est considéré comme source métabolique énergétamnt aussi favorable
que le fer en contexte mantellique (Schmettal, 2008, Hiigleet al, 2011, Peterseet al, 2011)X >[ vIiCu
clé de ce métabolisme est une hydrogénase, dont le marqueur génétigue genehynL (Hugleret al,
2011). 8 v <pu[]o %ou]ee !deEnatieré@Biopddiqueen contexte hydrothermal le dihydrogéne est
majoritairement apporté par le fluide, notamment sur les sites ultramafiques cenensite Rainbow
(Charlouet al, 2002).

La macrofaune, représentant visible des systémes hydrothermaux

>S}Ee<h 0}V [ %o%o E} Z *CeSu- ZC E}SZ Eu pA& $(® o ulvsSyv
marguant comparé aux plaines abyssales. Le succes évolug$ deganismes est indéniable, si on considere
leur biomasse, pouvantall ipe<u[ @1 | P paurd® crevetteRimicaris exoculatéSegonzaet al, 1993)
ou encore 70 kg par fmpour la modioleBathymodiolus puteoserpenti§Gebruk et al, 2000). Ces
écosystemes, qualifiés[} e« ]de vie, en possed toutes les caractéristiques : abondance trés localisée

[uv @& -+ pné@encdd'organismes spéciaisgouvent endémiques (97% appartiennent a de nouveaux
S A£}ve ~ n P vE ipe«pdrsistdn€re @ettefautie (Carney, 1994 les biomasses et les densités
y sont extrémement élevées, la diversité spécifique en revanche y est beaucoup grigti@ilanso [} v
profond avoisinant (Grassle & Maciolek, 19928s espéces se distribnteen cercles concentriques autour

e I}v ¢ [ u]ee]}v elfdgnttion de leur préférendum physico-chimique (Segonzac, 1992, Van
Dover, 2000)La distribution de sortie des fluides, la chimie, la température, la dutetéubstrat ainsi que
la profondeur des sites hydrothermaux jouent également un réle important dans la rémadies espéces
(MacDonaldet al, 1989, Sarraziret al, 1997, Maaset al, 1999)X /o +§ v E e+« v3 [} » GEA Q
organismes les plus abondants au niveau des sites hydrothermaux telsRounearis exoculata
Bathymodiolus azoricufiftia pachyptilaAlvinella pompejanalfremeria nautilei Shinkaia crosnieN' <} v s
des organismes présentant tous une ou plusieurs symbioses connues a de'gesociation symbiotique
avec des bactéries semble donc étre une adaptation procurant un certain avantaggigaeelen milieu
hydrothermal. Ces organismes symbiotiques sont considérés comme des coasaurs primaires
(Desbruyéres & Laubier, 1983), de méme que les organismes brouteurs oudilipgiuse nourrissent de
bactéries libres. Un réseau trophique "classique" vient ensuite avec différents nivegqanédteurs, des

nécrophages et autres décomposeurs.
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La symbiose, concept important des environnements hydrothermaux

>}Eecu[}v v8 v % Eo @penseGauvehtalh géfinition suivante : association réciproguement

profitable de deux organismes vivants (acception francaise du terme). Or la sgndsibun concept plus

complexe. La définition précédente représente la notion de symbiose au sehglde pSE] § H § Gu X |

point de vue plus généraliste, la symbiose peut étre vue comme une asso@atie plusieurs partenaires

(étymologiquement symbiose signifie «vivre avgX /0 ¢S Jve] %o}ee] O [] vsS](] & |
[JvSs & §]}es past@haires qui pourraient relever de la symbiose. Nous pouviensecneutralisme,

o[ v8§ P}v]eu U 0 }u% S]S]}vU o[ u ve o]Jeu U 0o }uuwile]eyw ¥ ve uuE[ &

du terme, le parasitisme et la prédation (Selosse, 2000). Toutes ces notiorspfugita un systeme de

cohabitation (positive ou négative) ou chaque partenaire présente des caractéristiqysispes, chimiques

et physiologiques qui lui sont propres, découlant de sorohistvolutive, et auxquelles correspondent des

besoins et des stratégies spécifiques. Vivre ensemble suppose donc de rendibasppour un temps

plus ou moins long, lenodes de vie des partenaires, et permettre leur rencontre, leur reconnaissance, leur

communication, et si le jeu s'y préte, établir et maintenir une relatiomrPasuite du sujet, nous choisirons

de définir le terme de symbiose comme une association de plusieurs partenainekepquels la relation a

plusieurs permet un meilleufitness <y ¢ [¢@ient séparés. Le concept digness étant déja difficile a

estimer sur le plan pratique pour de gros animaux terrestrege pv u]Jo] B % E}%] ,nomfles EA §

simplifierons ici comme étant un état de développement théoriqgue permettant unleoeisuccés de

transmission de génes vers les générations futures. Par soucis de commodiiée lessqartenaires sont de

tailles distinctes, nous qualifierons [%c o pe P E v * % ES Vv ]E ¢« [Z€S U HGaill %o0ope %

et al, 1987, Smith & Douglas, 1987, Selosse, 2000).

Plusieurs critéres caractérisent une association symbiotique : sa spécificité, sa duréagtiereanbligatoire
ou non, la localisation, le mode de transmission ainsi que les échanges entre pagei@ncernant la
localisation, plusieurs cas sont possibles : % (E e« Vv M eCu ]}vs ol £S5 E] LE }u o[
Danslecas[UV *Cu ]J}VvS % E * vS suE o of&LS Lti AS8ddEni comme étant un

§}eCu J}vS U S v ]J* <u[nuVv <Cu ]MntérieutsdeE sonvhdte est[ téfini comme étant un
endosymbionte. Au sein des endosymbiontes, on distingue les symbiohtesinextra-cellulaires (situés a
l'intérieur ou l'extérieur des cellules de leur hote). Les exemples leséluiés d'ectosymbiose sont
o[ vv @linella pompejangGaillet al, 1987, Desbruyérest d., 1998)et la crevetteRimicarisexoculata
(Segonzaet al, 1993, Polet al, 1998, Zbindert al, 2004, Zbindert al, 2008, Peterseet al, 2010). Les
exemples les plus étudiés d'endosymbiose sant vidediftia pachyptila (Felbeck, 1981¢t la moule
Bathymodiolus azoriu®uperronet al, 2006).
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La transmission du/des symbionte(quv P v & §]}v o[ uSE& 8§ pv usSE E 5§ E]-!
§ 0 % @E u] E % E} eepe ] V3](] %IUE Iu% E v G Spubgsiche]}v

al., 1995). Trois modes de transmission de symbiontes microbiens sont colantnansmission horizontale,

la transmission verticale et la transmission mixte (Bright & Bulgheresi, 2010ankaission horizontale

impligue une production de descendants aposymbiotiques (sans symbiattes)apport environnemental

de symbiontes, qui vivent aussi}pue (}E&u o] E X >[Z€S§ S [fE%o}e Lou]viwdiu pv o (

HE vE «}v C o Al U o[ 8§ 8§ o EA Ppeat symbigtifjue dela bactgrie &stxdonc
facultatif. Ces microorganismes peuvent étre retrou&és E } £ u ]S 0[Z BSnMveaud¢ZDHied
benthiques (sédiments) (Costaal, 2001), pélagiques (Lee & Ruby, 1992, @tas, 2003, Aidat al, 2008)

SU ve &S Jve U 0[Z€5 HOS % PSS 0] E E w VAJESIYV u v3 %G )] &
de sa descendance (Kiegsal, 2003, Salernet al, 2005)X /o etug (ne sélection environnementale. La
transmission verticale quant a elle se réalise de parent a descendant(s) sans sélegtionnementale. Elle
est réalisée principalement via une transmission du (ou des) symi@nteo["p(U pE vS 0 ¢ § ¢
emb@EC}IvvV JE U ipecu[ g 8 0 EAJE U A}YJE % v ws oo AASOF % @E v
parent (Bright & Bulgheresi, 2010). Certains cas montrent, via des analyses phyloges)étime
transmission mixte avec une transmission majoritairement verticale, et occasionnellemetriamsmission

horizontale (Shoemakest al, 2002)

Le dernier critée caractérisant une association symbiotigue que nous développerons nciente les

échanges entre partenaires. En effet, la symbiose * ve }T v}ue o[ aSpour principale

caractéristique la présence de bénéfices réciproques entre les organgriessociation, gu'ils soient de

nature trophique, ou concern le fithessdes partenaires. Le premier avantage pour le symbionte est de

% }UA}E Je%}e E [pv V] Z }o}P]<cus, stahle, et de%di€poses de@&ubstrats

métaboliques partagé }u JvuS]o ¢ % }uUE o[Z86s ~ %o & XA WU %wd]VvS A o[Z1

symbionte peut apporter une certaine protection contre les pathogénescoiapétition (nutriment ou

espace) (Selosse, 2000) /0 %0 HUS Hee] %o E} U] E * lu%o}e ¢ & }v e fed8]l®@ O ¢

cas dans beaucoup de tubes digestiét donc fournir un apport énergétique dans certains cas non

négligeable (voire le seul) (Selosse, 2000), ou encore présenter un rbéle détoxifiant (Zachkavgll 1879,

Zacharyet al, 1983). Le symbionte peut encorggp E pv E€o0 ve 0 u} (Peveland & [Z€3

Grimstone, 1964), interférer sur son sexe ratio (Wernegrestnal, 2003), ou servir de source
]}opu]v ¢ Vv§ Ve O VRS ]*SE ]JE HV % E S pE ow(Z@d8tedaire & Z C

sexuel (Herring, 200 >[ ((] 18 o, illustrée ja les exemples ci-dessus, en fait un systéme tres

répandu, voire obligatoire, ve o0 v SHE U § v8 ve 0 u}v % E hnir@pdvéga]. 1 EC

Elle présente la possibilité de pou@ v EA v]E 3S}ue o + v]A (dévEloppemerdt Jarvaire,[ Z € 3
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VUSE]S]}vV o[Z€3 Ufitnes} Aprodudibhv.l) et influencer au final son évolution, tout comme

o[Zz€38 ]Jv(ou v 00 e oCU ]J}vSs X

‘He<pu[ SE o E wyd vdU of S e sCuU J}e « A] VS %}IuE M }Uu% pv JvsS

ou médical. Les symbioses chez les animaux marins, notamment ceux des profondediésraitement

moins étudiées. Or cet environnement abrite de nombreuses associations origindleS o[Ju%. § }o}P]«|
3 VIE uUo0o %%E ZvVv X %pu]e o JUA ES Ve 0 » P& fondsjla} <]
Juupv us o ] v8](J<«u E VIHA 0 <}v ]vE E (Bofsdale(ELO7 %, Rawit &+ 19843 1

>[ E]*S v ve ¢ VA]JE}vv u v3e ESE!uU - S 00 ¢ o} PSS Iurdetio} v

apparition, leur évolution, leur fonctionnement ainsi que sur leur réle édgiagdans les océans (Fisher,

1990, Van Dover, 2000, Tunnicliffeal, 2003).

MHE vS 88 SZ ¢ U v}ipge vige (} o0]e}ve eu& of Spu © EGIEZ|EuU Z 0o
MARU 8§ %o0opde % ES] po] ERimicesis chdEeio [ pet¥ge[jour le modeél&Rimicarisexoculata
(18 }((] E (EvVv pE ei X [ 8 %o} pdprép}] vige o A 0}%0 %o}ve

Le modéle Rmicaris exoculata

Y vju o

Rimicarisexoculataest une crevette Caridé appartenant a la famille des Alvinocarididae éxtdiéé aux
écosystemes hydrothermaux atlantiques. Elle a été décrite pour la prenuérei 1986 sur le site TAG

(Williams & Rona, 1986). Sa classification compléte selon la base de données WoRMGi\estte :

Classification: Biota > Animalia (Kingdom) > Arthropoda (Phylum) > Crustacea (Subphildticyustacea
(Superclass) > Malacostraca (Class) > Eumalacostraca (Subclass) > Eucarida (Superorder) > Decapoda (Orde
> Pleocyemata (Suborder) > Caridea (Infraorder) > Bresilioidea (Superfamily) > AlviragFRdidily) >

RimicarigGenus) Rimicarisexoculata(Species).

Cette espéce est retrouvée uniquement sur certains sites hydrothermaux de la MiBRy :Strike (Gebruk

et al,, 2000), Rainbow (Desbruyeéresal, 2001), Broken Spur (Copleal, 1997, Gebrulet al, 1997), TAG
(Williams & Rona, 1986), Snake Pit (Segonzac, 1992), Logatchev @laitii997), Wideawake, Red Lion
(Koschinsket al, 2006), et Ashadzé (Faletial, 2011) Cette crevettevit v. PE P S ~ o[ £ %S]}v
Lucky Strike et Ashadzé ou on ne trouve que quelques individus) pouteimdee une densité 2 500
individus.n? (Segonzaet al, 1993, Desbruyérest al, 2001), a proximité directe des sorties de fluide. Elle

vit & des températures comprises entre 10°C et 30°C (Zbieterl, 2004, Schmidet al, 2008). Des

observations vidéo font état de crevettes traversant de maniere trés ponctuelle le @baled en sortie de
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cheminée, certaines présentant méme des marques de brQlures, voire le céphalothoréxs@ncDoveet
al., 1988, Segonzaat al, 1993, Gebrulet al, 2000).

[ USE ¢ <% + RimiParigght été décrites, notammerRimicarikairei, crevette endémique de la
ride indienne (Watabe & Hashimoto, 2002), ou end@micaris hybisaprovenant de la fosse des Caimans
(Nyeet al, 2012). Trés récemment, un article (Vereshchetkal, 2015) a proposé de revoir la taxonomie de
la famille desAlvinocarididae incluant dans le genrRimicaristoutes les espéces du gen@horocarisy
comprisChorocaris chagajui avait été initialement décrite comniimicaris chacéWilliams & Rona, 1986).

Ce sont donc a ce jour 9 especeRimicarisqui sont recensées.

Seules 3 espéces possédent un céphalothorax hypertropRiéexoculata, R. kairei et R. hybisaes
derniéres classifications phylogénétiques les donnent comme étant des especes etairefparées
Cependant,]Jo 8§ v}S & <«u[R. hybishgldel que présentant clairement un céphalothorax
hypertrophié et étant donc physiquement distincte &e chaceiest trés proche d&k chacej objet de la
présente thésd) [uv %o}]VvS A u (Visseslichdkaet all, 2015). A ce jour, de nouvelles études avec
plusieurs marqueurs génétigues montrent une trés grande proximité eRtrdybisaeet R. chaceiqui
pourraient avoir divergé trés récemment (Hernandez et al., in prep). DegolosneR. exoculataR hybisae
présente une symbiose au niveau de son céphalothorax avec les ménéesli@ssier et al., pers comm in
prep.) X e« E *u0S S %o}e V3 o <p *3]}ve 3 VS [UV %o} wS]}e Ap<puB Addues (!

(voir article 1).

Comme tous les décapodes, le geRimicaris(Figure 5) présente un corps découpé en 20 métameéres,
regroupés en trois tagmes : la téte, le thorax (qui comprend 8 métameéres, daurtént des pattes

0} }Ju}SE] e+ 8§ o[ }u vX

Figure 5 : Photographie du modéle Rimicaris exoculata.
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Le terme céphalothorax correspond aux tagmes de la téte et du thorax qui sont recopaetiise carapace,

<uH]U 0}Ee+ [} » EA §]}ve }E+* 0 *UV % Eu Sv¥i » 0 U (ISP} &E] VE X [3T
Rimicarisprésente cependant la caractéristiqgue singuliere de posséder un céphalothorax hype¥topphi
représente prés de la moitié de sa longueur totale (Williams & Rona, 1986)itd une communauté de
bactéries filamenteuses trés importante (Segonea@l, 1993, Zbinderet al, 2004). De plus, le genre
Rimicarisprésente la particularité de ne pas posséder de rost®, [ A}JE « C u&L& (}ESne v3 u}
(}J&uU vS % * [Ju P e« u ]desphetorécegteurs a la rhodops, sensibles aux trés faibles
intensités lumineuses par les cheminées hydrothermales. Cet organe pourrait donenédies systemes
sensoriels lui permettant de se repérer dans son environnement (Pelli & Chamberlain VE38Doveget

al., 1989, O'Neilet al, 1995, Nucklewt al, 1996, Chamberlain, 2000, Komai & Segonzac, 2008).

Les lames branchiostéges (ou branchiostégites) sont les replis latéraux de la catapépbalothorax. Elles

ont une forme incurvée qui forme un microenvironnement presque clos. Detesaavité céphalothoracique

se trouvent les scaphognathites (exopodites de 13° Daire de maxilles), en position dorsale, et les
exopodites de la premiére paire maxillipedes (que nous appellerondesimept exopodites), en position

ventrale. Tous les deux sont hypertrophiés et couverts de soies bactériophores. Lesdrat s
scaphognathites e*uE vS o ]J& po S]}tv o[ M UuE A E+ 0+ E vV Z] U «]5p
du céphalothorax (Zbindeat al, 2004). La face interne de la lame branchiostége, les scaphognathites et
exopodites sont colonisés par de nombreux microorgansimes sur lesqueler@mirons ci-aprés (Zbinden

et al, 2004, Corbarit al, 2008, Corbaret al, 2008).

Le cycle de vie de cette espéegst encoreque trés partiellement connu, certaineb}v « [}u &E C vs§
i (]85 o[} i 8§ [ O] Je* u v8eX > ¢ (U 00 * %}ES VS}S P "u(eWe pv }ipo

P vPu UM HeU e}lpue of }u v ijldedrdet alp2000vGuriet al, 2012). Une femelle
%o }UEE ]S %} ES E ielkgsdimensionseudensvarier de 300 a 400 um (Tyler & Young,.1999)

U UV  %opu o] S]}v v[ %opg o0 ]JCE u vS§ (JVI® o % &]} %o %BWEY 0 3]}V
travaux du doctorant lvan Hernandez tendent & montrer une certaine saisonnaléé,des pontes et des
Jv u 3]}ve o« "p(e HE v3 o0 « uB]mars (Herndndez-Avidd al, 2016). Les prélévements
de crevettes lors de la campagne BICOSE 2014 (campagne effectuée pendant les amvigedet jfévrier)

}vd [ Joo HE+* u}vSE pv (}ES v v (uooe+*PEA] * ~%}ES vS§

Rimicarisexoculataétant présente des sites hydrothermaux de la MAR, répartis sur plusieurs centaines de
kilometres le long de la MAR, une forte capacité de dispersion esteanpe. Des études de populations
basées sur des données de microsatellites ne montrent pas différenciation gém&intre les populations

des différents sites (Teixeigt al, 2011, Teixeirat al, 2012) > « o EA - §8§  *+%o vl C vS i

observées sous forme libre au niveau des sites hydrothermaux, une cagediiépersion sur de grandes
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]*3 v o % u$ !'SE VvA]J* P U }uu [ 3 0 © %o }UE [ UEE eV *%
(Marshet al, 2001, Hernandez-Avikt al, 2015).

e E PE}Yu% U VvSe <u[}v % ve |3 RinGicarisexodylaiaen] périphérie des sites
hydrothermaux ont été nommés « nurserie » (campagne, BICOSE 2014). Cepérslamblérait, apres
analyses moléculaires, que ces regroupements soient en réalité des juvénilBsmitearischacej la
différenc] §]}v VEE o0 ¢ HE % U P 38 o EAJE }juu pAiS eipA v
données de vidéos ou méme des observations morphologiques (Hernandeetfali, 2015). Cependant,
des juvéniles d&micarisexoculataont déja été étudiés et présentent une coloration orange (identique chez
Rimicarichaceir }EE *%}v V3§ e E » EA « 0]%] J<pu U E » EA « a *[ u v
(et donc la croissance) et du développemeéhti L« < yparaiire au stade adulte (Porat al, 1998, Watling

et al, 2013).

Une histoire de mue

Comme tous les arthropodes, la creveRémicarisexoculata u ]Jvd EA oo « & Ppo] E+ (]v
croissance, son exeql 0 §§ Z]8]v u&E v[ $ v8 % ¢ /AES ve] 0 Juu 0 % P e L
Up U o[ v] vy 8] Ho ~<g O}V %% 00 /EPA] « o %SEE B % %uE (]S
de vie des arthropodes est colteuse énergétiquement. Giercariexoculata un cycle de mue de 10 jours

§ «SJu U <U] 8 SE ¢ JUES % E E %o %} ES [ HIEIUM%O[ »% E /
cétiere Macrobachium rosenbergilont le cycle de mue dure entre 41 et 98 jours (Corbaal, 2008). Un
aspect intéressant du cycle de mue cRémicarisxoculata *$ <p[]o % us$ !'SE JEE o A o
%% E VvV VE o E A 83 U Vv E ]}V o[ pupo 3]}v ul]v E WwEA]ve o
vient de muer, il est blanc transparent. Puis, durant son cycle de muetdeshiostégites se recouvrent
progressivement de minéraux (oxydes de fer sur le site Rainbow), donnant ueerctdille a la crevette
(orange puis rouge), ou encore des sulfates de fer comme sur leediteghtchev ou Ashadze, donnant cette
fois ci une couleur grise, puis noire en fin de cycle de mue (Zbigtdan 2004, Corbarét al, 2008, Corbari
et al, 2008).

Tout comme pour le cycle de vie, le régime trophique dRiezicaris exoculatay[ ¢S % ¢ $§}S o u vS oy ]
Canme tout animal, cette crevette est hétérotrophe, elle a donc besoirca@posés organiques afin de
pouvoir alimenter son métabolisme. La morphologie de son céphalothoraxi peidmet cependant pas
[!SE Vv E}%Z P U v] % E SE] Uhux santsrep chubfs poul peuvalr lui permettre
toute préhension en dehors de la cavité céphalothoracique. Différentes hypothéses nfour quant au
régime trophique deRimicaris exoculaté/an Doveet al, 1988). La premiere était que les microorganismes
%o @E *» VSe sUE 0 ¢ % E}]e + Z u]v e+ %}pA ](Mad Doudrer alE¥OBEY. Cétto]u v3 §

hypothése fut partiellement réfutée par des analyses isotopiques @adz, 1998) qui démontrérent que
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autre hypothése proposait que les bactéries présentes dans le céphalothorax pdu@tieringérées
(Casanoveet al, 1993), ou encore que des molécules organigues produites par ces mémes bactéries
pouvaient étre transférées a la crevette via la cuticule interne de la lznarechiostege (Zbindegt al, 2004,

Guriet al, 2012) Une derniére hypothésdu %o 0]<u o[ S ] o¢emiriynauté roicrobienne présente au

niveau du tube digestive (Poét al, 1998, Zbinden & Cambon-Bonavita, 2003, Duretndl, 2010). Parmi

toutes ces hypotheses, celle concernant le transfert de matiére des microorganiensds erevette a été
approfondie et a mis en évidence, grace a des incubations sous pression es/etilibtrats marqués
radioactifs (bicarbonaté*C) un passage transcuticulaire de molécules organiqug } E]P v e S E] vv
(Ponsarcet al, 2013).

Une double symbiose intéressante
Le céphalothorax

La colonisation microbienne des lames branchiostéges, des scaphognatldésseatopodites cheRimicaris
exoculata(figure 6) a été démontrée dans de nombreuses études (Casatmia 1993, Segonzaet al,

1993, Polzt al, 1998, Zbindert al, 2004, Zbindert al, 2008).
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Figure 6 Rimicaris exaulata, coupe transversale schématique du céphalothorax au niveau duebtgrieur de I'estomac. (modifié

de Segonzac et al., 1993).

Les symbiontes ont dans un premier temps été décrits comme appartenastaain unique phylotype
EpsilonproteobacteriPolz & Cavanaugh, 1995). Les progrés des techniques de biologie mol@nilaire

% EU]e ulvsE® E <« 88 JA E-+]5 3 13 %oo0 uchylptypeoasBociés¥ougouss v3S v 3§

aux Epsilonproteobacterjamais aussi awGammaproteobacteria, Zetaproteobacteria, Bacteroidetes

Alphaproteobacteria et Deltaproteobacteria ces deux derniers phylotypes étant cependant moins

représentés (Zbindeat al, 2008, Peterseet al, 2010, Higleet al, 2011, Guret al, 2012, Jart al, 2014)

Des observations en microscopie électronique a balayage et transmission isnermévidence six

morphotypes de bactéries : un morphotype de filaments épais, deopphotypes de filaments fins, deux

morphotypes de bacilles, et un morphotype de coques (ces derniers présetgamrmembranes internes

caractéristiques de bactéries méthanotrophes) (Zbinaégral, 2004, Zbinderet al, 2008). La diversité

phylogénétique connue de ces épibiontes étant supérieure a 6 OTUs (Zlehdgn2008, Petersert al,

2010, Guriet al, 2012)U  + } « GEA 3]}ve 0 Je* V8 }V % Ve E <p[UV UlU U}E% Z}?
HV ES v JA E*]3 %ZCo}P v 8]<u %oopes }uetbinenctal,]2008). bora vE e

de chaque mue, le tapis microbien ainsi que les minéraux associés gumtéélides branchiostégites,

e %Z}Pv 8Z]5 ¢« 3§ /AE}%} ]5 - A o[ v]vyv MS] Ho U o0 ]J** vS %0

recolonisation se fait progressivems <} pue (}E&u (Cdrbarféteal, 2008, Corbaret al, 2008). Les
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bacilles semblent étre les premiers colonisateurs, suivis par les filamentdedaombre et la longueur
augmentent au cours du cycle de m¥e >[ pupo S]}v % ES] po ¢« ul]v €& o ¢« [ PE
(Jo u v8e pPu vS ipe<pu] (JE&uU E pv % ] €E}.8 }vX s v o} ®6SEY}
précédanto up U o[ % ]Je HE o[ v &},8S u vS u]v & oe lasStoialitt dauldo VvPoO
O}VPU HME <+ (]O u vSse § ] veU <u] o e« e}lesdasphyxie » favofisafoainsy A}]C
O % % E]S]}v (]JPuUE -« (Duraddet al, 201®) ba hiEthodologie qui a permis de corréler les
approches moléculaires et de microscopie est le FISH (FluoredoeBiteiHybridization). Cette méthode a

permis de mettre en évidence la dominance de bactéries filamenteuses associéeEpaion et
GammaproteobacterigPetergn et al, 2010, Higleet al, 2011, Guret al, 2012), ainsi que la présence de
bactéries de type méthanotrophes donnant a la bactérie une forme deoauts », car le compartiment
cellulaire présentant les membranes internes ne contient pas ou tragdpaibosome qui sont répartis le

long des membranes externes. Ces derniéres sont affiliéeGanmmaproteobacterigPeterseret al, 2010,

Hugleret al, 2011, Guret al, 2012)

>[ 8]A]3 u 3 }o]<«ymbionteseeat devenue une question scientifique a part entiére. Différentes
A}] » u 8 }o]<p ¢ }VS %opn !SE wu]e e+ v A] v A] Spv8pwient des voies (}
associées a la sulfo-réduction et sulfo-oxydation (via les gépie’s AP St soxB(Zbindenret al, 2008, Higler
et al, 2011)), la méthanotrophie (via le gepmoA(Zbinderet al, 2008) U o[uS]o]es S]}v o[ZzC E}P
génehynL (Hugleret al, 2011)), ainsi que la ferro-oxydation (Corbeatrial, 2008, Zbinderet al, 2008). A
o[z nu&E Su oo H UV U E<g HE P v S]e¢pAEC SSTEY vV %o ,0v USERE V][ 5 }v
métabolisme [} £ C @ }er chez les symbiontes &micariexoculataest supposé en raison des dépbts

[JEC - (E pvl]A g B %Z o}3Z}E AU § 0 (Glétpr@& aldx’0B)S] po] G
> § S]}v S o ((]Jo] 8]}v PvVvelu%ol<py « ve o G o |RabIBEinsi o[ ]
gue du cycle de Calvin-Benson-Bassham (via le ¢gild) ont donné les premiers résultats confirmant le
caractére chimiolithoautotrophe depsilonet GammaproteobacterigHugleret al, 2011). Les auteurs de

e« SE A UE }VS %o} O[ZC%}SZ ¢« [HV %o}ee] 0 E 0V3]}X *CVIEY %oeZ] <
usS P viuJ<p * }vS % Eule % E& o -«pu]S differérittorhé@boliseS faneontrés aux
phylotypes déja connus, notamment la sulfo oxydation cheEpessloret Gammaproteobacteriaou encore
le cycle rTCA chez I&psilonproteobacterijat le cycle CBB chez 8ammaproteobacterigJanet al, 2014)
Chez leZetaproteobacteriales mémes données de métagénomique ont mis en évidence un métabolisme
associé a la ferro-oxydation ainsi que du cycle CBB. Ce phylotypeepose beaucoup de questions

toujours sans réponse.
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Le systéme digedtif

La crevette Rimicaris exoculata posséde un appareil digestif caractéristique. Le stomodeum (partie
antérieure A "¢} % Z P = ¢S8}u ¢ ]Jve] <u 0 % E} S} e)santplas @diits deelehezE] pE
la plupart des autres crustacés, favorisant ainsi une taille plus importante dantéésn (dépourvu de

us] pyo 8§ o] P o (Komai®I@egpynezac, 2008) (Figure 7).

Figure 7: Représentation schématique des différentes parties du systeme digestif de la ciiedtésRxoculata.

Le contenu a la fois stomacal et intestinal est majoritairement composé de pastitlihérales typiques des
cheminées hydrothermales (Van Doetial, 1988, Segonzaat al, 1993). On y trouve également des exuvies
de crevettes (Casanow al, 1993, Segonzast al, 1993). Les premiéres explorations du tube digestif chez
cette crevette ont été effectuées suite a des travaux utilisant des marqueurs isotogiques/élérent une
fixation significative de carbone marqué dans des extraits de tubes digestife{Rbl4998, Ponsaret al,
2013) Des analyses moléculaires ont été entreprises et ont montré des communautés bactériennes
distinctes de celles rencontrées dans le céphalothorax, notammentgesionproteobacteriéres proches
des lignées retrouvées dans le céphalothorax), Batomoplasmatalesainsi que dedeferribacterales
(Zbinden & Cambon-Bonavita, 2003). Une étude plus récente (Dwiaal 2010) a mis en évidence un
phylum plus large que celui dé&ntomoplasmatalesles Mollicutes. Un certain nombre des phylotypes
E Vv }JVEE * v *}v3 % + E SE}uAne Lew -origines dijsEqueVeur role restent donc un
mystére, mais laissent supposer une communauté microbienne spécifiquelude des observations

microscopiques ont mis en évidence un seul morphotype de bactérieefil@uses tapissant les parois du
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bactéries et desarchae dans le bol alimentaire (Durandt al, 2010)X >[ ¢} ] S]J}v uHE o
microorganismes vis-a-vis de leur héte renforgé | [Uv e} ] 8]}v e %par]lélik [ocalisation.
Eneffeto u ¢ v8 E}v V[ *3 % é¥EdPpUIR] IV 0] %]3Z o]Jpu Jvs *8]v o v[ *§ }v
De plus, les cellules épithéliales ne sont pas en contact direct avec le bol alimentaira griscenembrane

périthrophique qui englobe ce dernier.

Au sein du bol alimentaire, des morphotypes de coques et de bacilles ont été obsermégiizZhiCambon-
Bonavita, 2003, Duranet al, 2010), dont certains sont affiliés aaxchae lls semblent cependant ingérés
de maniére non sélective (Durand et al. 20X0)d }pi}pu &+ ve o[fmer et de widdx comprendre le
E S E *% ](]«p §§ & o S]}v d ¢ ]Jv u Sy RjBicadskbtulateoat} S []v

été soumis a des périodes de jelines (de 8, 22 et 72 heures) en aquarium pressurisédiSi/IR608) afin

[ oJu]lv E o P& EoCes kypérients ont permis de montrer le maintien apres jenEp&on
Gammaproteobacteriaet Mollicutes, confirmant Jve] o pHE &E 3§ E *% J(]<p X v E A v
de Deferribacteralesliminuait de maniere significative apres le jelne (Durenal, 2010). Trois hypothéses
a ceci : leDeferribacteralesdépendent des apports en minéraux tels que le soufre et le fer dans le bol

oJu v3§ JE U 00 * % UA V3 ISE % E VS o ( }v o] Eloveluf wE}UE 3
ou elles pourraient étre strictement hétérotrophes et dépendre de la matiére organiggsepte dans le bol
alimentaire (Durandet al, 2010). Des analyses via des approches en métagénomiques sont en ours a

laboratoire pour essayer de confirmer ou infirmer ces hypothéses.

Le modéle Rimicaris chacei

Rimicaris exoculatgfigure 8)v[ *S % ¢ 0 ¢ HO  *%o E A 8§88 ZC E}SZ Eu o %
intérét en termes de symbios&imicarischaceilld P E}u% Rimi€BArisexoculata partage des traits
phylogénétiques, morphologiques et écologiques afmicarisexoculatal v %cO0pe [HV }o}v]e ¢

bactérienne potentiellement symbiotique décrite dans la partie qui suit.
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Figure 8 : A gauche, photographie du céphalothorax de Rimicaris .cAalreite, dessin de description de Rimicaris
chacei (Williams and Rona, 1986).

Le genreChorocaris § § 0] v i60i o}E- 0 } ICAor@edris vandgverd@dlartin &
Hessler, 1990X >[ < ®Rimicarischaceia cependant été décrite en 1986 (en méme temps Rimicaris
exoculatg (Williams & Rona, 1986). Pour des raisons de différences morphologiques agatelRignicaris
~v}S uu vS 0[ZC % &S Tolarax), cefie espede a été reclassée au sein du géhmocais en
2008 (Komai & Segonzac, 2008), puis de nouveau reclassée au seireRimicarisesn 2015 (Vereshchaka

et al, 2015)

[MV %o}]VS A v $}lul<p U o ¢ 3E}]-Rimi¥arisexoculatgIRirAicarischacej et
Alvinocarismarkensisprésentent des différences / adaptations principalement au niveau du céphalothorax,
<U O}V %}uEE ]S o] & 0 %cdsamoveet al, 1993y SEgonzaet al, 1993). En effet,
Rimicarisexoculata E % & * vS 0O *%o Al@nocgyis markdéhsis E % &  vS 0 *%o
symbiotique (semblable aux espéces cétiéresRiaticaricchaceisemble étre un stade intermédiaire. La ou
Rimicarieexoculataprésente des exopodites et des scaphognathites hypertrophiés gus o v8 suE o -
§] E- o] E %o Rimicdrischaceddoésente des exopodites et des scaphognathites dont la
longueur est comparable a celle rencontrée chédzinocarismarkensis ne représers vS <u[pv §] E-
§ ]Joo o (Cadanowat al, 1993). CheRimicarisexoculata ces appendices sont densément couverts
des longues soies bactériophore, totalement absentes éinocarisnarkensiset de taille courte et moins
densément réparties chédzimicarichacei(Casanovat al, 1993). La cavité céphalothoracique presque close
chez Rimicaris exoculata ne permet @as aux pinces de sortir, mais reste dans une configuration
« traditionnele » cheRimicarischaceld  o[]Ju P 0 }V(]PUE 3]AwinGtadisBanuehsis Z |
laissant ainsi les 2 premiéres paires de chélipédes appaébtsanovat al, 1993, Segonzaat al, 1993)

Les volumes stomacaux different aussi entre ces trois espéces. lls sont réduiRimlearisexoculata
intermédiaire, chezRimicarischacej et normalement développé chealvinocaris markensis laissant

supposer une utilisation différente du systeme digestif (Casarbah, 1993) chez ces crevettes.
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Ecologkp u v3U o[ Rislicarischaceiest proche deRimicarisexoculata Rimicarischaceiest présente
sur plusieurs sites hydrothermaux de la MAR : Lucky Strike, Rainbow, TA@iBabkegatchev (Gebrudt
al.,, 1997, Komai & Segonzac, 200&s deux e%o U Vv %o ue [!S<H dé& sEeshydothermaux
communs, occupent des niches écologiques qui se recouNRémicaris chaceiit & proximité des agrégats
de Rimicarisexoculatamais aussi nettement plus en périphérie (Segoretaal. 1993). Comme décrit dans
la partie précédenteRimicarisexoculda A]$ % E}AEJU]S ]E 8 o o }uE < [ u]ec]}v
o[ Plee (s,wgu@thes (quand les conditions le permettent), ou de rebords. DeRiingaris
exoculatavit la plupart du temps regroupée en denseB (E P S+ X R[mic#sischaceiquant a elle, ne
vit pas en agrégats, mais plutbt en petits groupes, en périphérie des agdsy&tisnicarisexoculata ou

USIUE [ u]ee]}ve ](idesDe plus(daidensité deimicarischaceiestimée a R0, voire 0O
individus par dri (Segonzaet al, 1993)}p ipe<p[ i JvmjA]Jvpel] uSE « (GeEBriket al,
1997) est bien moins importante que celle estimée pRimicarisexoculataqui est de 2500 individus parm
(Segonzaet al. 1993). Cette différence de densité est telle que les individuRiaécarichaceipeuvent étre
dénombrés sur une surface, tandis que les individuRRd@carisexoculatadoivent nécessairement étre
dénombrés dans un volume. Des stades juvénilesRduicarischaceiont été localisés puis identifiés
(utilisation de loupe binoculaire) durant la campagne BICOSE 2014 dans ergppetées « nurserie », en
pér] % Z E] o I}v §]JA  u ]38 d 'X > % E e<Rimicarispxoduddtapur cefteo § o
ulu I}v  8}pud3 [ }E o0 ]e* % ve E <u 0 * ipA v]o « Rinfieafexoculatas ] v3§
lo [ A E «p e igA v]o ¢ }vd & P v §]<p u v3 ] v3](] Rimjatchatei%e E3S v
(Hernandez-Avilat al, 2015).

Le régime trophique dRimicarichaceiest encore mal défini. Des fragments de cuticule sont retrouvés dans

son systeme digestif (Segona@l, 1993)X ¢ v 0Ce® ¢ ]*}8}%]<nu U v}S uu vS 00 - ol
que les juvéniles dRimicarisexoculatapourraient étre des proies deimicarichaceiadultes (Gebrulet al,

2000). Des comportements de prédation RenicarischaceienversRimicarisexoculataont été observéin

situ, surtout chez des animaux blessés (communication personnelle Marie-Anne C&uobavita
Campagne BICOSE 2014 et observations personnelles des vidéos de campagne). poutraidaisser

présager un réju  SE} %o Z]< | SC% % E 3§ HEU A}JE v E}%Z P U }uu
Alvinocarismarkensis(Segonzaet al, 1993). Cependant, on retrouve aussi ch&imicarischaceiune
colonisation microbienne, notamment au niveau du céphalothorax (Casastoala 1993, Segonzaet al,

1993). Les mémes études indiquent aussi chez cette espece un régime de type prédatenécrophage,

S v vs U}VSE E <p[pv % ES] o[ %% }ES v EPu J|kI|Sggohpa@tE 15 !5
al., 1993). En effet, une quantité non négligeable du carbone retrouvé dansdas tihez cette espéece serait

dérivé de bactéries chimiosynthétiques (plus précisément via une RuBiSCO de type 1B éGalhr2000)

Des observations ont montré la présence de bactéries dans des régions protégées dathépdrglcomme
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la membrane is EvV 0 E %o ~ <U Vige A}ve %% 0 ipe<u[] ] o
branchiostégite), sur les soies de la bordure des lames branchiosteges, sur les dents liglesnaxir les

soies des maxilles, ainsi que sur les premiers maxillipédes (Casralyd993).

Différents morphotypes de microorganismes ont été observés: un morpbotg bacille, et deux
morphotypes filamenteux (Casanoeaal, 1993) Les dimensions (Longueur/diamétdu morphotype de
bacille sont de 0,5 a4 0,8 um /0,2 a 0,4 um. Les filaments, quant & eux existent sousroiesx: fiune rare,

de petit diameétre (0,2 a 0,5 um) ; l'autre plus commune, de grand di@m@®B a 2,5 um cheRimicaris
exoculataet 0,5 a 1 um cheRimicaris chacgi Ces gros filaments, constitués par des cellules cylindriques
dont la hauteur est sensiblement égale au diamétre, forment des chaines mesuraatl)fomm chez
Rimicaris exoculatat 0,2 a 0,5 mm cheRimicaris chacei (Casanova et al.,, 1993] ve u o .
observations, bien que similaires a celles rencontrées &igrcarisexoculata indiquent une moindre
abondance de bactéries ch&micarischacei(Casanovat al, 1993, Segonzaet al, 1993). CheRimicaris
exoculata le céphalothorax a subi une adaptation morphologique se traduisant par hgpbaré du
céphalothorax permettant [ 4 ]JoO0]&E pv <Cu ]} Rinigasihaceicette ttansformation

est moins profonde, ce qui indiquerait une adaptation moins poussée,esymbiose qui semblerait alors
moins exclusive que ch&micariexoculata(Casanovat al, 1993)X >[ < Rimicarichaceipourrait donc
présenter un régime trophiqgue mixte, mélant symbiose (comme clRimicaris exoculatd et
prédation/nécrophagie (comme chedvinocarismarkensi¥ (Casanovat al, 1993, Segonzaet al, 1993,

Gebruket al, 1997, Gebrulet al, 2000)

Le barcoding/ metabarcoding dans le monde microbien

La philosophie autour du barcoding/metabarcoding

Depuis de nombreux siécles, identifier et catégoriser le monde vivant qui noasrengst une part non
négligeable du travail réalisé dans le monde philosophique/scientifique. Cette]i(] S]}v [ 1&E s
réalisée sur des facteurs morphos S}u]<pg cU ipge<pu][ O %% E]S]}V o P v Slcp U

((Jv & o[] v&dondq yiwant.

Il devient donc nécessaire de trouver un autre facteur permettant de discriminer des egmeslles,

HSE <p 0 E % E} pu 8]}v 8§ 0 UlE%Z}0o}P] X >[0 Eulad pw A]JA v3U}ves,
en fait un bon outil. Cé& v v3SU }v v % HUS % * ~ v 1ii6 S}uS Hn u}]veevi S vV]E
}EP v]eu pdee] ( ]JO U VS <U[HUV % Z}S}PE %Z] ~ [ SEu H] P ESP A }w%o C
reste encore longue a traiter et colteuse (bien que tout ceci tende a dimin@er)se contente donc

[SH] E < Pve ]V %RE JeX J]Vve EUoUE Z}]A V[ *S WU, Jou Z]83
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étre présentcheztou® ¢ }EP v]eu ¢ <gu o[}V ¢}uZ 18 Spu ] X ]Jvel]U &pu] & pv
pmoA(un géne intervenant dans le cycle du méthane) alors que certains organismes dal&tipo étudiée
ne sont pas capables de métaboliser ce compogé, « ES E] v ] o[}v <}z 18 1 vs](
microorganismes en présence. Cependant, si on souhaite étudier uniquement lalafiop de
microorganismes utilisant le méthane car les autres ne nous intéressent pas,Xedehce gene peut étre
judicieux.

hv USE ( S HE % E v E Vv }u%S«o[Z}E9}Po[Yys GpPphddimene
naturel est% o e JU% E Z ve] 0 Vv o[ £%0]<u vE SE A E-+30 % %EFu SuEALE
notions : la sélection naturelle et les mutations génétiques. Les noutatfont partie a part entiére du
systeme évolutif du monde vivait > us 1 1 we fréntdds dans le détail des mécanismes liés aux
upsS Sltve P v SJ<p X % v VS O}Ee<Uu[UV UMUS S]}uEe Z%WEIUPYSUT []*S |
VL O J<pu U ¢J]]JO O] KL M * ]V 0 * <U V [UV P v U % p3 WhdEsera }ve |
traduit lors de la synthése de la protéine correspondante au gése, }v. %0}S v8] oo u vS su&E o]
la dite protéine. Sicar[ ¢S % * 0 U auneffet nddfe.

Si une mutation entraf  pv  u} ](] S]}v [uv ] deld syntds&protéique, et que ce
VIHA o ] uljJv u} ]J(] o <SCEu SpPE 0 % E}S Jv U <PUjA[%F % Po3:
[}((E vs vipe W o u} J(] S]}v  *SEP SHEUWP S v %o & Y} VE Pllov €
0 ups S]}v v] v %o e Viee ouly 00 Vv i}y %o ¢ cuE O[Z}EO}P wu}o
« silencieuse ». La deuxiéme possibilité est que le changement de structure de lagestdait dans une
région soumise a une pression de sélection. Dans ce cas, la fonction de lagpetdigtre compromise, et
e 0}v 0[Ju%o}ES aci, le pronasticA |8 o O[}EP v]eu }v E&vVv % E SS ups s]h
jeu. Un exemple est sirement plus parlant :

>[]vepo]v *S UV % E}S Jv Vv ]*% ve 0O o E BPD}SUvV~ S0[ RHE -
animaux)X % v vSU o[]vepo]v V[ ¢S % ¢ ]J]E S u vsS eCvSZ §]- o}E-
SE u S]}vU o[]veuo]v e o}lpe pv (}Eu Jv 3]A/ %stsedluctierqrelleppouru} ](]
devenir active. Elle doit pour cela créer des ponts disulfures entre leseshaiet B (figure 12), et perdre sa

chaine C.
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Figure 9 : Représentation schématique des différentes sous unités de l'insulina gadefermation post-traduction.

De maniére simple, une mutation entrainant une modification de la structure preééau niveau de la
chaiv HE u}]ve [Ju%e 8 ~%op]e<p eadlispasaiiesppuESohA}$]A]Sequesi[]vepo]
elle a lieu sur la chaine A ou B. Une modification de structure sur laecAadu B pourra éventuellement
}vv & pv Jvepo]v ullve ((I U cul v o+ E % * KA vE P WPR % }uEio[}
%o E o]}V * 0 S]}v u ¢ ]v druoonBemantle gite aclif ou non)]ve] <u[pV %o E ]}V
sélection sur la fonction méme du géne concerné. Le géne codant pour la couleas deeveux est moins
Al3 o «pu o] o[]Jvepo]v X
Tout ceci pour dire que plus un géne est soumis a une pression de séleetimm gsn réle), et moins il
Alopu E A3 Ve 0 3 U%oeU %op]ec<p <HAYUE uMS G]}% J%E pS+v3<Eo u}ES
concerné. Donc selon la question évolutive a ldiguen souhaite répondre, il est important de correctement
choisir le géne utilisé comme marqueur.
luu A& u%o ]Jo 8 %}ee] O Ju% €& E Oo[Z}EOWP opd JovE®ew}u&Ed
&] EJv}% %S] U ou] } vS %}uE& o[Z u}lPo} JZ@}E WOPE } oera% HUE O
desévénements o0[Z]*3}]E pup A]JA vi E o: & piféenciiatiéi efire lessgrands groupes du
monde animal. Le cytochrome C (et donc le géne correspondant) est soumisti@sifigrte pression de
0 3]}vX /o v[ Alou éwdanrgile fps: O peut donc retracer un événement évolutif trés
ancien avec ce géene, comme la différentiation entre les plantes et les animaux. Cependaamhegfénes
§ v3 uv PE}Y% Vv]u o SE «» E V3 Ve 0%usv v }EAJdmuttibnisur C
géne du cytochrome C chez ces organismes pour pouvoir les différencier avec ceogenela? il faut donc
utiliser une protéine (et donc le géne associ€) moins soumise a la pressionegdosélcomme les
fibrinopeptides, qui évolue donc plus vite, et présentera donc pludiffiérences chez les mammiféres que

le cytochrome C.
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FigurelO: Représentation schématique de I'horloge évolutive de Fibrinopeptidedéd®bjlobine et du cytochrome ¢ au codus

temps.

Donc plus on souhaite remonter loin dans le temps, plus le marqueur géeéiojt Etre soumis a une

forte pression de sélection.

La catégorisation et la classificatiof]v JA] pe ve pv  Eest@uramment appeléepi}pE [Z ]

phylogénie moléculairdée E e O VP P U+ vVve %}uE pusd v3 (J]E A 0}]E [ *%

en microbiologie (car elle est bien souvent issue de données génétiques). sEdepluifficultés décrites

précédemment, cette arborescence se construit sous la forme de : Régne, Phydums QJ KE E Y X *%o

Maiss %o }e uv «<p *S]}v <u] (]S S}uiluCE- S ve @]u}lv (Iw]®S]T(Fud < py
*% X E}ue v[ VSE E}ve % + ferons un bildribiblipgrdphique, mais un élément décrit

par les biologistes est que deux individus appartenant a la méme espéce sonindeddus pouvant se

reproduire, et donner une descendance elle-méme capable de se reproduire.

"l 8§ o u vs e E]%3]}v [uVv <% plus praBlématiqugsnotamment en botanique,

]o o[ S v }& %oope ve 0o u}lv u] E} ] VvX > oJuws8]<nu @WW]ISI§VUBEEU O

peu problématique ici, dans le monde microbien, ou la reproduction estipalement asexuée, basée sur

le principe de la mitose. Comment donc définir une espéce ? Comme denthése nous nous intéressons

exclusivement au régne bactérien, nous focaliserons sur ce point. Depuis de nomlaenées le terme

d [ FOperationnal Taxonomic Unit » (OTU) est utilisé pour définir une « esa@térienne »./o0 [ aP]3
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VIMA H [HV e o 9P ZAu] &} ]J}olP] .U egpécqd @icljobienne par définition est
un organisme microbien clonal décrit, et cette description répond a de neaxixritéres établis. Tandis que
pourune OTU,0 [ P]S [MUVv Ve u O e <U V < Vysduyéiekodant peunla petite sous
unité du ribosome (16S) partageant une similarité de plus de 97% (ce sewdbasnoins arbitraire et a été
établit comme seuil [ * %o Ve O e E]%S]}v u] E} J}0}Pl<u %o}UE O % ES]
al., 1994). Nous verrons plus tard que bien que ce seuil soitffizeuramment admis, son utilisation, et les
JvS E% E S S]}ve <u] v Entepas mons fuftuantEs.« S
> E } JvP 8 }v Ve 0 *ve o EP &8 Eu PV u 3Z} » Y®POC]»uhle]e v
Hv  pv A] o[ v oCe [pv u E<p pnE P v &jmargueurjuversel’ Idng, Esehtast
des régions conservées, et variables > Z U% [ %% 0] S]}v M & } JvP 8 %o VvV
] v31(] 31}v [HV % 3]3 vsu(1@® a qgovirdividys), le nombre de séquences devenant vite
trop chronophage a analyser. Le metabarcoding, quant a lui, a le mémenmiais, pour un nombre

[JEP v]eu - M }HU%0 %oOpe JUNo}ES VS ~%o0pue] HE-* wioX] &+*U u]oo]}veU

La pratique

Sien§Z }E&] U o[] vs8](] $§]}wardsun écasysterhelsl 0 *Ju% o U Jo o[ <8 U % u}
la pratique, qui plus est lorsque [} v <} uZndtie ne place du barcoding pour réaliser des analyses
écologiques.

En effet, il faut avoir conscience de certains biais qui peuvent étre introduits SC% [ v oCs U E -

(mais non développés) dans le tableau suivant.

Biais Barcoding Metabarcoding
Echantillonnage Oul Oul

AESE §]}v [ E o]¥] oul
Choix des amorces PCR utilisées Ooul Oul
PCR en elle-méme Oul Oul
Création des librairies oul Ooul
Séquencage NON oul

Figurell: Tableau récapitulant les différents biais méthodologiques pouvant étre rie@s@vant un traitement bioinformatique

de données de barcoding et de metabarcoding.
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Dans les faits, l'identification manlel [pv vs v [Jv ]JA] pe E edle oj[ve3AuMd %o}
plusieurs millions.
Un facteur souvent limitant reste ldmses de donnéeX /o0 » u 0 Ju%}ES vS§ % E v E 0 § L
de maniére clairece] ]* % & & % %} ES pafHaitgdvd@htage Slabjeinfofhatique) u3]jo]e S]}v
du gene codant pour la petite sous unité 16S est couramment admise poétuldss de diversité, mais la
grande majorité des procaryotes, que ce soit pour les bactéries, ou les arcleasantrpas cultivables. Or,
}vv }vv pv viu P vE S [ edganismeucomnje @hlpourrait le faire chez les animaux
JMW 0o AP S uE <u[ % ES]E p ulu et3décfit $eon dés quttssApusoP ~ (1 £ -
morphologie, mode de culture, optimum de croissance, données moléculairestésctiy. Comment donc
faire pour un microorganisme non cultivallle <p] & % @& « v3 VA]JE}v 69 o ]A E-]3
donné M /o v[ usEnpléhprit pas de nom, et son identification taxonomique restera sommaireludge p
on ne peut comparer que ce qui est comparakle gene codant pour la petite sous unltéS utilisé pour
identifier les procaryotes, fait environ 1500pb. A ce jour, seul le séquencagerS§armet un séquencage
complet de ce gene (via les approches de barcodingpuche par souche). Cecin¢+]S o[usS]o]e S]}v
méthode de clonage pour obtenir des fragmentf E @& torpletsX [ ¢35 puv u $Z} }o}P] o}vPy
colteuse. Elle est donc de moins en moins utilisée sauf pour la description de sdugchasbléme notable
MiIJUE [Zp] oeSplup en plus de monde utilise les technologies de séquencgage haut dEbit. L
meilleures technologies en 2017 produisent des fragments de 300pb, tisésiten « paired end ~ [-&§
dire un fragment séquencé dans les deux sens mais avec une portion de séguence commues ghewsx,
présentant des zones de recouvrement minimum de 10 pb) peuvent daaunenaximum des fragments
d[ ZEIE&S de 590 pb. Nous sommes donc bien loin des 1500 pb et de dadistéimitant pour les analyses
phylogénétiques qui suiverV. }v v % us SE A ]Joo E <u spuE o <p Vv e« o[pv ulu
plus courtes limitat les analyses. De plus, différentes régions du 16S peuvent étre aembedén les
auteurs. Il en existe 9 décrites chezolj appeléscouramment régions v1 a v9. Au probléeme de séquences
P v « [ Z&S@complets, des régions étudiées pouvant varier en fonction desigu scientifique
ou des pratiques de laboratoires, il faut ajouter le nombre de séquegéegrées par les nouvelles
technologies de séquengage, souvent de plusieurs dizaines de nilé@&juences, a plusieurs milliards. Il
3 }v Jviv A o [VE] Z]E o0« o Jvvive At elles so@t%arfois
difficilement comparables.
II faut donc bien avoir o0 *% E&]S <pu  o[pS]o]e S]}v E } JVP % pus A v§|
o[ VE] Z]** u vS§ . e ¢ avec}dses sdduences cependant incompletes, mais que le
us €1} JvPU % Eu S8 N8 []u VHPh] %o ue P EongamsinestEiened des bases de
données beaucoup plus complexes a utiliser et traitées de facon différeateslds banques de données
>[us]o]s S]}v. » UAE %% E} Z ° }o puVE HIVP(keUES | & of] v
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[} &P v]molés, tandis que le metabarcoding permet @& %0 }v & e <u *S]}ve [JE& &

globales~ [ -aglire des études de populations), si le design expérimental est correctement réalisé.

Trois outils différents pour parvenir au méme résultat ?

Dans ce chapitre, il eStu% } ES vE [ A} E 0Z *% E]S <u VIde v % (EDGVI]|cp |
des données issues du séquencage. Nous ne discutons donc pas des différenéssogiiapourraient
introduire des biais dans une analyse de barcoding / metabarcoding qtitasqumlité de I'échantillonnage,
ol £5E 3]Fw VpEoo U p3]lo]e §]}v,lechpx«ded Am@Ecey PCR et donc de la zone étudiée
la PCR en elle-méme Z}] A o[ viCu E % 0] §]}vUlavwéati@n des libtaides, Yee
sé«<p v P S 0 ¢ ]}*S 8§]e8]<u X 0 % MUS + u o B nbhd@bordésy rhai% [ ¢
relativement bien connus des utilisateurs de ces techniques, et chacun mériterait son propre chapisre. Dan
ce travail je vais donc me focaliser sur la partie aval, moins classiguementieco le traitement
bioinformatique des données obtenues.
La grande question reste donc : pourquoi parler de trois outils de traitemesitdonnées de séquengage,
%ot UE<U}] V %o o VvV %E v E |PVA céci%e mdpondrad 3 pdyngdoi utiliser tel protocole/kit

[ £SE S38]}v [ EU % lulE&«wwlE ZW B $%OuE<u}] S 0 % E}PE uu W Z Y .
un biais et les panacher permet de limiter ces biais. Pour analyser lege®de séquencgage, il va falloir
déterminer certains parametres de qualité sur vos séquences car elles ne sont pasexpittables. Pour
le cas du métabarcoding, il va falloir déterminer des critéres de reemest, il va aussi falloir aligner vos
données, les grouper (clusteriser)sle e« ]Pv E § A}v}iu]<g u vSY /o A]*S %ope] pnE- }4
chacune de ces étapes, qui peuvent vous donner des résultats finaux différents. Alors comnigint?cho
Comment étre sOr ? Essayoasplusieurs, non pas pour déterminer lequel estie]oo HEU Yt pv v[ 3§ (
sinon ils ne seraient pas publiés, ou méme utilisés. Mais essayons-exudysdur vérifier que le résultat
} S VUL % E o[puv 5 }Vv(}EuU opu] il ppsaescomparer final@meni 2Non, parce
que ce<p] « & ]Jvs E +* vS ] JU [ *S A EI(] & <pAPpue<AIB] %Ko} T W SFH] A
ZC%}SZ o o SE A Jo ] v3](J<Hu U ¢}vs ] vV e}pudipfijoc% Ew|[®% & U u
Ju%}ES vE W A}lue v[ pE d chapire, de[fépopse claire sur quel outil ou algorithme utiliser,
UlJe oo E]%Se JV(}EU S]<h *» % Eu 353 v8 [ v oCeul A4l AJuv W[!S o % v
des professionnel O[]JV(}EuU 3]<p X ]Jve]U A}ue P Pv E |drgdarantdesheures % * 9

puslo]e &€ S o }p § o }usjo-U § ¢S E Z <pu  JOou(VUSU s o[EE]E& (}Hu

V[ WE T %o0ope <p[ A}lpe }v VEE E *pE 0o E +pod 3 o ] ysidqueskios}pes %o}
mais que font ces scripts, commehs E + , (Be npyg embobine pas ? La suite de ce chapitre est la pour

ca.
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ExisteJo [ USE °* }usS]oe %}luE E o] & <+ Vv 0Cque MothdE Qiine ®UBROGSE } ]\
? Oui, il en existe, notamment les OBItools, mais Z}] A& § (1511 [M8]o]s &E D}SZuE
popularité, et FROGS, E Jo u * u o «<u [ 8 pv t}EI(0}A % E}u S3tnedet <p] « G

pusjo]e Ve UV % E}i § [ VA EPuE U zA"U uoe ]V nuiv o }E SHE |

Mothur et Qiime

Mothur <8 o[uv < }hpiSihfokmatique les plus connu pour les analyses écologiquegjateses de
séquencage issues § Zv}o}P] ¢« " vP EU W J}U /}vd}EE& vSU 0Ad& |Bv]poyjo]v
gui a été mis en ligne en 2009 et qui est la fusion de deux outirianrs développés par le méme
laboratoire : DOTUR et SONS. Mothur est disponible sous Windows erdégrommande ou avec une
interface, ainsi que sous Linux et Mac OS. La version interédadtepeu erg}viu]<g 8§ % U *}pu% 0 U |
pour cette raison que les scripts proposés ici concetne A E-+]}v v 0o]Pv luu v X >[]v }
majeur de Mothur est sa consommation de mémoire RAM. Certaines étapes sont trésagoles, voire

limitantes ] o[} @E Jv 8§ WE p3]o]e V[ *8 %o * o | %op]eclud ¥ Juw]PwXE <¥E}u%
encore classify.segs).

Qiimequantalui «$ pv }us]Jo « u o o D}SZUE syriGheBsesf} %S VveIY %0 o Y
inconvénients. Cependant, cet outil est disponible uniguement sur keinMac OS. Les utilisateurs Windows

devront donc nécessairement utiliser une machine virtuelle (ou leur environnement Linisdows10).

ARROGS

&ZK'" 5 pv ppusjo J(( & v§  D}SZUE <Swotfflawt (d €@&-[pE [ o [HVvP]S [
Ve U O [Jves Scpmidndes [puv  ve U O Y développé pour étre utilisé sur Galaof. (

Matériel et Méthodes). Du fait que ce soit un workflow, il est trés peu, yazEredu tout flexible, mais traduit

@fprit de ce chapitre : simplifier la vie des personnes souhaitant analyser aleSetode metabarcoding de

16S ou 18S de fagon ponctuee W} uE <}puZ ]S E appdéind d'a&cbrd]ave€ l@ 8hoix des outils

employés.

Oligatyping
Ce quatrieme outil, est en fait plutét une nouvelle méthodologie, unevetie maniére de voir les études
[ }JOo}P] sepE& o i0~AX > u$ §8 u 37} °3 % }UAIFE eM@ud E_
H e ]v efkdhX o0 - « +uE odsitdhe tensdies dan%da séquence o[ HBEE afin
Z E Z E pv ~u] E} JAai@@Eik]3 Jo]PIEC %E X ]vepleule @TLY il st possible
de définir plusieurs oligotypes (Erehal, 2013, Ereret al, 2014, Ereret al, 2014).
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§8 u S8Z} }o}P] - e osuE& o[uS]o]* 8]}V o] VE3@BY¥%JE o0 *Z%shr]g] %P
o[ EI@ES susceptibles[!SE ]JvS GXeeawd % EU S pHee] [ oJu]l]v E pvadés ES]
erreurs de PCR, ou de séquencage (Erteal, 2013, Ereret al, 2014, Ereret al, 2014). Le script et les
anaoCe » v[ C vS % <+ valas résultats]au cours de ma thése faute de temps, il ne sera pas

développé dans la suite de manuscrit.
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Le sujet de these
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Comme il a été explicitt dans la partie bibliographique, les systemes hydr@ber sont des
environnements géologiques actifs ponctuels répartis tout autour du globe a tdigondes plaques
tectoniques, et en majorité dans les grands fonds marins. La pression hydrostatiqaggd&re aphotique,
et la toxicité des fluides font des systémes hydrothermaux des environnementstégssisants, notamment
% }UE o[ S| i u et de gepAimites (aussi bien macroscopique que microscopique).[Ene v
de lumiere, les écosystemes de ces environnements sont basés sur la chimiosynitresgenme, base du
réseau trophique. Dans ces environnements, les exemples de symbioses reichoorganismes et
JVA ES & « «}vs vlu E pAEX o[z p&E SH oo U euyE&E @] PoZluheo =« po
symbiase trophique est avérée est la crevetRimicarisexoculataX KE [ USE ¢ % E A 3§38
dans ces zoneR(micarichacei Alvinocarisnarkensisou encoreéMirocaris fortunatg. Ces espéces peuvent-
elles présenter des interactions durables avec des microorganismes ? Sitafu gaincipe que oui, les
conditions environnementales étant différentes selon les sites (composition iguemdu fluide,
S U% E SUE U % E <*]}vU % ,Y+U 0 « }uu pelesyasier Enfohgor gdescéhdifiohsv §
physico-chimiques ? Par conséquent, peut-on mettre en évidence des phénomenexmédegoaphie des
symbiontes ? Quelles sont les capacités métaboliques des symbiontes ? Qleldesfré de plasticité
génétique chez ces symbiontes ? Les questions ne manquent pas, ebgombtnbreuses pour étre résolues

MHE vS pv SZ ¢ X [ 8 %o}luE<u}] i 8 Ale a deBx Poins ) DéctEd ved % 0 U
associations symbiotiques chez la creve®micarischaceil [uv %o }]v$ morphologique et
phylogénétique. Cette description permettra une comparaison avec la sgmlmonnue cheRimicaris
exoculata 2) Mettre en évidence (ou non) un caractére biogéographigue des symbisuntéss sites de la
MAR via une approche de séquengage haut débit (et traitement des donnéadig@yping), pouRimicaris
chaceiet Rimicarisexoculata avec une comparaison possible entre les deux espéces et entre sites
>[ ve u O e }vv e+ &% Eu S EE o[ Alous]}v e S,|pFEsentéiat une " E

niche écologique et des symbiontes proches.

Nous utiliserons différentes approches pour répondre a ces questions: deschpprale biologie
moléculaire (banques de clones, séquencage haut débit) et de microscopies imoculaire, microscopie
photonique, microscopie électronique a balayage (MEB), microscopie élapiena transmission (MET), et

hybridationin situen fluorescence (FISH)).

88 3Z o oo ]l o E]%S]A o[ 3 pee] }veSEN]S Ve 0 U EPd%&ES] po]
découverte de nombreux minerais et métaux présents dans les dépbts minéraux hydnather
(notamment les dépbts de sulfures). Ces composés présentent une valeur commercialles den plus

attrayante pour lesS Zv}o}P] ¢ u} @irait Your [ces minéraux et métaux, ainsi que le
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développement des compétences minieres nouvelles en environnements profontipéser sur ces

écosyeS U+ o VP Ee VIPA pHEX >[ £%o0}]5 3]}v  H}wu VA &}vapfuwse ¢

guestion de temps, et présente des risques potentiels de modifications drastjguasces écosystémes

suite aux extractions miniéeres. Il est donc important de mieby % E v & e« VA]JE}vv u vie § o]

des processus biologiques qui les sous-tendent dans [Bw S]}vv u vS8 v SHE oX [HV %o}]Ve
}8}/&] }o}Pl<p U o E A] vd (]E upv 3su SE ~PEyVY E4 Gv pd |

a- |E o[ VA]JE}vv u vE8 A v3 -« 3 @ientells.] Cette Adsd descaptive participe

}v o[ 8§ 0]ee u v3 § 3§31 E}X

Nous présenterons Ci% (E * 0 HAE @ES] 0« o] v3](J<pu * % E Apue o0}Ete o[ o

premier est soumis. Le deuxiéme article est en cours de rédaction.
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Materiels et Méthodes
Les scripts mis en place pour
traiter les données de maniere

automatiqgue ou semi-

automatique
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Dans cette partie, seul le volet bioinformatique que] ] A 0}% % | }u @Eest développE car
il ne pourra pas étre explicité dans les différents aréisl scientifiques. Le volet prélévement des
échantillons, fixations a bord du navire, ainsi que les h@iques de microscopie sont décrites dans le

matériel et méthodes du premier article.

Protocole de barcoding sur banque de dones

Durant ce travail de thése, un jeu de données issues de banque de clones ehgaggI Sanger a permis

o[} § vS§]}v 00fNd » <p v » A%O0}]S dnoKkbré deSsqguesods lour RIEE analysées
manuellement comme cela est classiquement le cas au laboratoird 5 %o} uE 0 <U[HV- % E}S}
automatique a été créé au cours de mon travail, pour des utilisatedrs WA« U <u] v| % V VS %o e

son script (Windows étant différent de Linux, le langage de programmation esatdsi différent

Quatre outils sont nécessaires pour ce protocole :
x Geneiougd (payant)
x Sublime text (gratuit), ou un autre éditeur de texte excepté le bloc note)
x Microsoft office Excel (payant)

x Mothur (gratuit)

Les deux logiciels payants que sont Geneious© et Excel peuvent étre rempdacés [ uSE& ¢ }usS]joe }u

par exemple Benchling pour Geneious© ou encore libre office pour Excel. Bidegjaxplications soient

faites pour les logiciels cit€s eepueU Jo 5 %}e*] O [ v e JES]E A [ gt&®E U o
D}SZPUEX WIUE E %}v E S}usS  <u]S o0p G DIFANE ot ueS<fod |ES] <p

des quatre outils cités plus haut digp] 0o *}pe t]v }JAe <p] E 8 0 % E]V ]% 0 *C+3 u
luu E X %oOUeU 0 ¢ u8]o]e 8§ HE=* ps]o]e v8 [ USE S$}GES (]88 n4 NeoH

protocole en utilisant leurs propres outils favoris, puisque le seul logiciel incontderaabMothur, qui est

le seul disponible pour Windows, Mac OS et Linux.

Différentes étapes sont nécessairés }u@E SE ]38 E A}e }vv ¢ o0f]**pu H s <pv P Ay
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Himination des sequences de mauvaise qualité

Lors du ségquencage, quatre principaux problemes peuvent subvenir :
- > e<xpuv P S}usS «Ju% o0 u vi-die qle gouxdef raisons techniques et non
1}o}PJ<p «U Jo V[C % + [ u%o](] S]}v  <]Pv oX
- /o V[C % e+ e | [ E veencelSbdi5&E <p[dp *}]3 u%o](] X
- Deux colonies différentes ont été mises en culture dans un seul puits (pouvanti@&tau
repiquage des clones). On obtient donc une double séquence.
- M uv  E []Jvs E!S v][dans le]wectdl, et la colonie a quand méme été envayée

séquencer. On séquence donc du vecteur.

Dans les trois premiers cas, soit le prestataire de services (lors de la récupéestidannées), soit le %HQ
(sur Geneious®©) peut renseigner sur la qualité des séquendey. %o E u E<yu E ~E le) ey % E
lorsque le %HQ est inférieur & 30 %, les séguences ne sont pas exploitables (de madidadigye), et
<u[ vS @ éti40 %, il faut regarder chaque séquence indépendamment.
Dans le dernier cas, ni le %HQ ni les procéddugzrestataire de services ne peuvent identifier la présence
[UV o <p v A 3 pEX S C %o e (U V *S ] VvVS]JHvV @ v&pE- E& % &E
S Jo]e o[ o]eétwune sindple identification sur la base de données NCBI (via un Bleh®€) de
}IV(JEU E +[]o [ P]S ] vV A 3 uE o}v P }p [pv MSE EE pE

Tri des séquences

Ve O . o[} § v8]}v » g dewangupsede clones et donc, par conséqueppyv =~ S %o
de clonage, il est importvd [ A}]E o[ * %o @ Mecteurs deCEldndge, pour des questions de
rendement (en étude de diversité tout du moins), ne présentent pas de sélecfi¢piE] vS S]}v o[]ve (
0}E- o[ § WwreX ¢]F D * v}S uu vs§ TOP@)I@W@POTA@,quiprésententune
dZQulv u V]A certiopwdu frapuevs [ E qFigui@&15).
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Figurel2: Représentation schématique du vecteur de clonage TOPO TA®.

En effet, cela se base sur le fait que la polymérase présente la particuaridgodier une série poly « A »
alafindesét& « [ o}vP §]}v o}@E+ [pv W ZX > o}v P-de §( 45 *}we % WE @]}
de celleei dans le vecteur est donco $}]JE X W E o0 *u]S U 0 e <cpv P ~VvP E 5§
amorce (ou primer en anglais). Le début du séquencage ne présente en générakpgslité suffisante

pour étre utilis&(Figure 16)

Figurel3: Capture d'écran d'une portion de séquence de mauvaise qualité au format .AB1.

Afin de pouvoir obtenir le début de séquence v}SE P v []vS E!SU Jo *8 %o}e*] 0 [MS
i % E e v3 epE o A § uEU }uu o[ u}E Dii &} EA E do dmpontet} E o]
A o o[Jve ESX [ ¢S 0 <}opuS]}v <u i[ ] % @woME GO ueesSEegdriddnt, %o } u E
ce choix induit nécessairement un inconvénient dans le traitement desédsnnles séquences obtenues
sont soit séquencées dans le sens direqt, 0[}V % % 00 E &}EA E U Jnpdirect}diEe Ve O
o[}v %o %Revers€qFigerl?).
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Figurel4 : Principe schématique d'une étape de clonage.

A Iv % E v o] £ u%o0 o [ 1 SJmiersgllés/E8Fet URMB2R ¢la totalité du géne codant pour

la petite sous unité du ribosome (16S) a été ard@i€tclonéed u Je o0 ¢ <pv P p P v v[ *§ <l

En effet avec une réaction de séquencage, on obtient donc soit le début, soitlafin « <p v o] EE

16S.llest8Z }E]<u u V3 %o}ee] 0 [ A}JE pv Z A pu Z u v dugeére) et aimsi~  p s

avoir un P v [ ZEB8complet. Cependant, bien que la longueur maximale de séquencage Sanger

atteigne actuellement 900 & 1 000 paires de bases, il est fréquenA}JE ¢ « <p Vv * %o0pe JHES

pas pouvoir reconstituer le géne ve ¢« 3}3 0]8 X ] v A] uu v3U pv Z}]E [ u}lE

e <pv P [uv I}v %ope E SE ]Jvd p P v Sp] E E & Yu¥es] o /0

perte [Jv(}E&u S]}v «u o VP v EU § p (]88 <M tiennentprincipalerhet des }v

débutsdeP v « [ Z&SEouvent autour de 600 pb, qui de facto limite les analyses ultérieures.

Tout ceCi%o}UE A% 0]<p E <pdars[lpvcap S]oyES] o JdesSdiorces ESF et U1492R pour
U%o](] & v}3 @rék umjeu[derdonnées comportant a la fois un lot de séquences « Forward », et

unlot de séquences « ReverseOr les alignements ne peuvent se faire que sur des séquences comparables,

donc sur des zones du gene identiques. Ne pouvant donc étre analys¢uposS v u vS ~v}$§ uu vs |

point de vue étude de diversité et « phylogénie »), il est nécessasélrer les séquences « Forward » des

« Reverse ». Comment faire ? Il existe plusieurs méthodes (toutes via huétiue bien sar). Trois seront

présentées ici. Bien évidemment il existe €6 u vS [ USE « u SZ} X >[ £ u%o0 + E ] ]

logiciel Geneious®©.

Quele que soit la méthode utilisée, créez un dosdterward et un dossielReverse(pour y classer les

séquences correspondantes) dans votre jeu de desné
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Premiére méthode
On utilise un alignement pour séparer les séquences « Forwards » des « Revdraesnéthode
[ o]PVv uvs Dh® > U % & A u%o0 U Vv %oue [ISE «FH0%B S U % Eu G \}
sont rassemblées par similarité. Concrétement, on observe un jeu de séquences en hawtyaelen bas
o[ o]Pv u viU }EE *%}v «wForwars » et g Reverses » séparées. Si cela ne fonctionne
%o *U [ *8 «pu ES ]V e o« <cpV * % pUA yTomoe Aar Eemleo dEsvséquences
] v8](] <+ }uu n A ZadieE que Je plasmide[s+ 3 E ( E u-méme&Bapgugvoir inséré de
P v [JvE E!8eX e e cpv o }A VS ISE u%s% EBE u SZ}pu V[ J& %o o
gue je recommande, car cela ne fonctionne pas a chaque fois, et une fosslekots de séquences identifiés,
letri @ «$ vS§ u vp oU § 0 ¢ ¢« <pu v ¢ ~ ve o] o]Pesparwn8mértatiorvdabsopar 0 e

similarité, le tri est plus long (et fastidieux

Seconde méthode
§§ U 8Z) <5 ZE s+ U0 O 0 %E U] E X 3 (}]cpiU~JvusMoJE of
o Vv3Y § % u ((] U u Jo <u] % E + v&n deuxiclusterPles séquébace® « ®orward »

des séquences « Reverse » comme dans la premiére méthode (mais de maniere plie (Fsgetel8).

Figurel5: Capture d'écran d'un alignement réalisé avec l'algorithme Geneious.
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>"(HV'CE‘§V§O"'

ve o[} @Eitiles, mais Je tri jaste manuel. Cette méthode

est cependant moins fastidieuse que la premiére, mais plus que la troisieme.

Troisieme méthode

On utilise cette fois-ci la fonction « Recherche » (Ctrl + F) pour recherclpeiniessdans le jeu de donné.

Kv e« 0o 8]}vv o[ ve u o e e ¢cpHv ¢ SE ]S EX

On ouvre la fenétre de recherche (Ctrl + F)
Kv VvSE o0 = <ugv o[uv . uAs enu RER dnitia®id]p 6& W A

AGAGTTTGATG'' d ' i[*X Wu]es }wr«agehercher » (Figurko).

Figurel6:CapuE - €E v o E Z & Z ddnswn lan €EséquehcBs sous Geneious.

Kv}e A <p o[ ulE o0& ] v 8§ SE}uA Ve 0 segeoloneguu E} |
Pour la suite, avec un code couleur des nucléotides adéquate, il est facilesdéswstpapier ou dans

un fichier texte) quelles séquences sont des « Forwards
(0] [ S %o

ATTENTION, avant de noter quoi que ce soit, ne vous amusez pas a réitéeer &8 E Z
%o (E vE ~ [ 30 Iu% (]E e EE pE-dn débuhdeBgqliechces Al}pe

(ici le résultat de recherche est trouvé entre les bases 83 et 102 (ce qui correapatébut de la

e <u VvV U %emlamqrit deo [ arce, on trouve une portion du vecteur). Il vous suffit donc de
faire travailler vos yedE ~}v <[C ( ]38 3 E =ods)Zet dE reepe@hdr le code couleur

correspondant a votre amorce. Ne cherch# ¢ o 3$}35 0]S§ o[ ul& U Irv « &
ol u}& 6&U BdIGTE LEs séquehces GRo uE

(N<¢

£ u%o U<«pv i Z EZ
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04-05-07-08-12 sont des séquences « Forwards ». Par simple présencef  ~ o[ Ul}&E 0&el
on peut donc en conclure que les séquences 09 et 11 sont des séquences « Revemes sulffit

donc de placer les bonnes séquences dans le bon dossier.

Figurel7: Capture d'écran de la visualisation d'une amorce dans un lot de séquens€esainus.

Pour vérifier que vous ne vous étes pas trompé dans votre tri, uneialighement des séquences
Forwards (uniguement), puis des séquences Reverses (uniquement) vous confirmera votre bo

0 e U VS Ju vIVX v ((8U }v } » EA <p[ % E « E Z Evant of u}
(Figure20), o[] v3]8re A S « suE o I}v o[ u}@& 3 A ES U <pu] ]
séquence % E ¢ vS o[ ulE 0& .\Dans lex@s]cdiirai@] ou par exemple une
séquence « Reverse » se serait glissée parmi les « Forwards »S § E E [l vs§]s =« &
uovP E}pP 8 u EE}IvX > U0 HNERBIMAIWIRBVV(] vo< i KV L
le50~vpu o }§] o[ o)]d3wpartag8e par moins de 30% des séquences. La couleur marron
guant a elle indiqu <p 0 %o}*]S]}v }vv ve O[] 0]PV u v8 8§ % &S P A
séquences. A ce moment-la il suffit de rechercher la ou les séquence(s) Bspuié les remettre

dans le bon dossier.
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Figurel8: Capture d'écran montrant la barre d'identité d'un lot de séquences sousoGenei

« Nettoyage » des séquences

Cette partie du traitement des données est celle qui génére a mon gen$o 0 [ * ] 1+ o] o[]vd EA
manipulateur.: pe<u[] JU o SC %o lisé pburanalfsenlsd séquences est le format .AB1. Ce format
de fichier contient a la fois la séquence texte (composé de A-T-C-G) mais ausshietafiramme généré

% E 0 * <up Vv UWE VP EX >[]v }JVA v] v % E]V ]% oumoifd&H fordates <p[]
brut de sortie du séquenceur. Il contient donc les fins des séquences générées, y cemptisléotides
aberrants disa un signal trop faible et plus ou moins anarchiques, inhérents awat@ifspde séquencage. Il
v[C }v. 4 puv (JoSE P «<«up o]s X o[]JVA E -+ $par les pfeditaifes d¢ &erviceg 3 o
ont subi un filtrage qualité, mais ces criteéres ne sont pas fournis paréssataires de services. Comment
donc déterminer quel format est le meille@iLe fichier .AB1 avec les informations lasitjui permettent de
mieux travailler les séquences, mais sans filtrage qualid® le format opposé fasta, pré filtré mais sans
information ? Quel format donne les séquences les plus longues, tout en gandargualité suffisante ?

A % E - Alil o cp v o ~]eep o A6 v o o}v seU i[ ] (( 8 pv v
0O ¢ o <pu Vv X 0O °*u]S8 <u}] i[] }u% E 5 S]*S]<p u vsS 0 en}VPU U
manuellement, des séquences filtrées par le prestataire de service via uret&tident. La p value est de
2.2%10% A o[ Z C %H& Zuivante les jeux de séquences ont une longueur moyenne identique. Le
VvS8SIC P uUVH O % Eu S % v vS [ o]u]s «® »oqui sopt souveht présehs dans

les séquences au format fasta.
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La premiére étapey h v §8}C P i e e« cpv ¢ 5§ 0 Z}1A 0 u S$Z} }v[ o]Pv 1

vos préférences ou vos obijectifs, le résultat peut différer.

La seconde étape consiste a enlever la ou les amorces que vous agées(sl)

en PCR, ainsi que la partie du vecteur précédao[ u}@E& X W}unEez «
o[ UJE <u] Alpe Jvs E e «triddsddFuerte%») oliguep E o]
« Allow Editing » et supprimez tout ce qui précéde le dernier nucléotide
o[ U}E[ XS pv Z}]1A % E-}vv o & S]E& & o[ u}d %0}ee]
garder, il vous faudra cependant supprimer la portion de séquence correspon

au vecteur de clonage.

La troisieme étape~«<u] wpas la plus simple) est de déterminer a quel

position arréter la séquence (et donc supprimer la fin de la séquence desm

. . Figure 19 : Capture d'écre
bonne qualitée X :[ ] %ot E u E<hu & <t 0 * % E u] E - [uv i} ~ o]l
mettant en évidence

polymere de Guanine dev:

plusieurs fois (exempldfGGG@EET qui présente un homopolymére de 4 €tre corrige.
[ *S o[pv * % E} 0 u * %o E bwuele guedsoia techndldBie de séquencage. Il se présente

dues a des homopolymeré$ [a-dire des répétitions [ p méme nucléotide

sous la forme suivante dans un jeu de données : F@RirBans un cas comme celui-1a, il est intéressant de
supprimer la position qui correspond au premier « G », si le nombre de séqumdsestant la méme erreur

a cette position est faible (2 a 3 séquences dans le jeu de données par exemplex BieS % * o-ce *U +§
AE Ju vd uyv EE PEU }p uv E 0]8 ]J}o}Pl<p M dC%]<pu u v3U [ <3 o
Pv E % €& o[Z}uu X v ¢ e }ud i Elob]Vd}EU S]}Vv %0uS€ES <u o]

pourra toujours étre supprimée ultérieurement.
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luu % E ] % E uu v3U o o}vPpu p&E gépévalement v A)
0 ¢ Bil ¢ oX % @E * *U% % E e¢]J}v + ulE » 3§ p A 3 uc
la position 900 (+ out il o oo ve o[ 0]PvVv le ehiomatogramme

présente deserreurséis PV % ES P v E o d ¢]Pv oX [ ¢S 0

[ € &Gquifeut étre introduite par le manipulateur : avoir une séquence longue,

UJe % E  v3 v3 §E}% [ EE pEe+ ~ 3§ <u] ). Bansvé caspes U -
[ Su JA E+]5 U o JA E-p3v <u]E GV %o pro]eepy [\
E o0]5S J}o}Pl<cp Uul]e [ EE pE- e <pv P X

Une fois les séquences raccourcies, il peut subsister des erreurs de séquengage qui
peuvent étre corrigées manuellement (notamment en fin de séquence). Les corriger
peut étre intéressant. Par exemple Figure 23, on observe en deuxiéme palgtion

la cinquiéme ligne un G alors que les autres séquences présentent un T. S& pose |

Figure20 : Capture d'écre
d'une zone d'aligneme < *8]}v [pv EE pE e <cpv P X v ((8U Jo [ P]S3

mettant en évidence ui
erreur diidentification d'u  séquencage puisque le chromatogramme affiche deux pics a la méme position, un
nucléotide a partir d'u

chromatogramme. premier correspondant a une guanine, et le second a une thymine. En regardant
o[ ve u o * VU O }S8] - §5 %o le |quE}olteg les hutres
* <MV * %E ¢« VvS v pv SZCu]Jv U 8 <u 0 %o}e]S]}v % E VS % E + vS§

ou le chromatogramme du nucléotide qui nous intéresse présente un resl& pisition précédente, que
o[ oP} ]S Ziificatidn du prestataire de services identifie mal. On peut donc corriger ce « G » en « T ».

[ USE » 3C% * [ EE UE* % PA vE uEA V]EU § i v -mé&hme]jeddois A£Z
passer a c6té de certainstype$ E & lifdBtgard & O * % E]S <pu[ v }E pv (}]eU § C %o

peut introduire certaines erreurs liées au manipulateur.

Détection de chiméres

>[ 8 % *u]A v3 ~<pu] %o pS !1SE ( poS S]JA o }Jve]ed Z EadirGEdese o <p
séquences qui peuvent paraitre propres et intéressantes, mais qui sont @@ réa association artificielle

(et donc un biais technique lié a la PCR) de deux morceaux de séquenpks)@mn une seule. Pour cela, le

%o O e *]U% O S [pS]o]en& de détectidnede \chimpRes comme DECIHHER. Cependant,
o[ oOP}E]SZu €& **}ES vS ve 0 ¢ (}EpuUue }uu S NEEECHIMHO(@eMbe @A} Eu v
exemplesurles‘tedrive5.ccr)() >[u8]o]e S]}v 0 %o0Ope ¢]Ju%oO § oP}E]SZu - (]
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Analyse des données avec Mothur

Le graphique suivant reprend les différentes étapes qui seront utiliséesqamfes commandes concernées
a chaque étape :

- le nombre de fichier(s) a rentrer dans la commande (I=input),

- le nombre de fichier(s) généré(s) par Mothur (O=Output),

- etpourchaqueinputet@S% usS o[ £S ve]lv =« (] Z] &+ }v EvV X

Figure21: Schéma récapitulatif du protocole de barcoding sous Mothur.

lov « &E A 0} %o %o ve 88 % ES] <d O *% S SZVJJEJGPE Z]J((SEEVS
commandes associées a chacune. Vous pourrez donc appliquer ici les commandeifléealnis si vous

souhaitez calquer votre traitement des données a ceihdiessus.
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WILE }Juu v EU Jo ( ud » A}YJE <pu[ A &8 (] Z] E~ <pu] Biers dE bases de}e » <
données formatées pour MSZp@EU Al}pue %}pA I ( JE o ve ules fichies)SaEes de& 0Ce
données peuvent étre téléchargés sur le site de Mothur. SievoZ }]+]e* | 0[} %3]}V ilSaat &t EP E
conscient que ces fichiers bases de données sont générés et maintenu®& o[ <p] %o Ad® } %o %0 U
Mothur et ne sont donc pas forcementajoir W & A& u% o U p ulu vsS }Y i[ E]-U o .
proposée sur Mothur est la version 128, or Silva va bientdt pukdigrochaine version qui ne sera peut-étre

pas mise en ligne tout de suite sur le site Mothur. Pour ce quieroie vos données, il vous faut un fichier

fasta, un fichier .name et un fichier .group et un fichier .align.

Pour le_fichier .fasta, il vous suffit, da ' v J}ueU e 0 S]}vv E o[ ve u O A}e o <p v
%] E&]JO0 E A£%}ESEN 0 § } MU v8eY X Z}]e]ee | UE W%o0 ((E Z%o GEE «2)

surtout pas part) et sans accent, et le format fasta.

Pour obtenir le fichier .name, restez sur Geneious et exportez vos données qooumie _fichier .fasta, mais

cette fois changez le format de fichier et choisissez Comma-separated table values (*CS#¥eqtidnrez
uniquement la ligne « Name », puis OK. La prochaine étape nécesghppyAE]E o (] Z] E X *s P
excel, puis de simplement copier la colonne A dans la colonne B, sum@imer la premiére ligne.

« Sauvegardez sous » ce fichier au format « Texte (séparation : tabulation}.(®@eci donne la BD suivante

(zoomée pour bien voir).
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Figure22 : Ensemble de captures d'écran permettant la création manuelle d'un fichiee p@m Mothur

Afin de créer le fichier .group, utilisez le fichier Comma-separated table values (Bz®¥)la colonne B,
rentrezo v}u o[ Z vi]oo}v }EE *%}v V3 enkdgistez soug» le fichienNau fermat

« Texte (séparation : tabulation) (.txt) », et renommte fichier .txt en .group.

Et pour finir, le_fichier .align, qui est un fichier .fasi® o0]-° A A}SE u 37} [ 0PV u vs
SIUIJMEs A o0 e ulu s s cuv ey 0+ (] Z] e Xv u Z XPEB I XER V(s |}
de ce fichier de .fasta a .alignv <} ES§] [ olPV (] & & v[ 5§ E diecammapde %o E -

remove.segs (voir plus bas).
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On peut maintenant attaquer le traitement des données avec Mothur. La premiére partiepliaitex les
commandes, la seconde sera le script direct, ou il ne vous faudsaypkilancer des lignes de commandes,

en E U%O0 V3 ttt % E o[ E e A}ISE }e] E SE A JoU ypyyE% E A
fichier .name, ZZZ par votre fichier .group, TTT votre fichier .align (base de donndgsjpted Kichier .tax

(base de données),S}us ] < ve iof AeS fichier. Par exemple, pour la commande
summary.segs(fasta=XXX.fasta), remplacez X*%Xv e o[ £5 vpdyrv NE PAS  obtenir
summary.seqs(fasta=XXX.fasta.fasta). Ce fichier XXX.fasta.fasta ne serait pas reconnu par Mothur avec ce

script, et votre analyse ne fonctionnera pas.

Summary.seqgs

§§ }luuv % Eu S E %]Spo E pv &S ]Jv viu E}vv[pvUh@Gchies]}ve o p
Xepuu EC S P Vv E ulev « E % * US]o]e %o« E®E S 45 SXVS[]v@EU ]}
directement sur la fenétre Mothur comme suit (encadré en rouge) :

Elle nous indique que 2.5 % des séquences ont une longueur inférie@Bpbgcette valeur varie selon le

i u Jvv e v SHUE 00 u v3eX : A}pue }ve ]Joo Ve upvséguanced davaireu %o |
jeu de données car étant trop courtes, elles limiteront la longuewradee alignement. Par conséquent, vous
réaliseriez par la suite un clustering limité par la longueur des séquences de votre jenrdiesl les plus

courtes et ne représentant que 2.5% de votre jeu de donnée. Si jamais ces séqueraientd/ous sembler
importantes, il vous sera toujours possible de refaire le protocole, sansélimes séquences (une fois le

protocole fait une premiere fois, les fois suivantes vont beaucoup plus vite).

Figure23: Capture d'écran d'un résultat de commande summary.seqs sous Mothur.
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Sceen.segs

Pour cela, nous allons utiliser la commande screen.segs, qui permet de sélecti@snstgliences selon
certains critéres, et générer un fichier .accnos des séquences ne respectant pas lésronHoisies. Ici,
nous filtrerons uniqguement les séquences en fonction de leur longueur, le filtnagj@éget chimere ayant
normalement déja été fait auparavant. Nous récupérerons ainsi un fichier .accnos contenaomn de

toutes les séquences dont la longueur est inférieure a 628 pb.

Remove.segs

Il faut ensuite supprimer les séquences de votre jeux de données ne corresp@adanvos attentes (fichier
fasta), devotre fichier .name et de votre fichier .group, sinonfdZuE&E 2Z €& Z & e e (U V e U]
pas/plusYet affichea <« u ¢ P ¢ [ SFeefudsEra les commandes que vous lui lancerez.

[ *S % E - 58 § % «efkesakg |de réalBer le fichier .align en enlevant les séquences

contenues dans le fichier dont le nom fini par « bad.accnos ».

Jassfy.segs

Le but est de créer des OTUs, et de leur assigner une taxonomie. Pour faifdatbar, fonctionne «@a
of VALEE+[-&8]E «<pu[pv (}]+ A}SE u SE&IM}RW@&: (E]od}s of ((]o] §]}v 8 A&}
chacune de vos séquences composant une OTU pour déterminer la taxonematrd OTU. Il faut donc
commencer par affilier une taxonomie a chacune de vos séquences. Pour celaghigarer vos séquences
a une base de données (que vous avez normalement déja téléchargée). Il existe plusithodes

[ (f@ion taxonomique proposé par Mothur ne nécessitant pas de données alignésasy:(par défault)
qui est une méthode probabilistigu&mn qui est une méthode par recherche de mot,bdist, qui est un
blast local comme sur le site du NCBI, sauf que la base de donnéesté@mresil celle que vous avez
téléchargée (type SILVA).

NB : Cette étape est la plus longue du script en termes de temps de calcul.

Dist.segs

[ 3 0[] 8 % A v3 0 ope3 E]JVvPX }uu o * u #ZparMothurspnthadees Bur%oe E } %
les distances génétiques, il est nécessaire que les séquences soieraa¥gné « S nSriandg que vos
données alignées (.align) avec votre algorithme préféré rentrent en jeu. Uneesingptice de distance est

générée a partir de ce fichier. Il est donc important que vos données soient parfaitementaligné
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Quster

Cette étape est celle qui probablement génére le plus de débat dans le monde ddibgreuétabarcoding.
En effet, cette étape est celle qui va définir vos OTUs. Mothur propose 6 méthodes de clustering diférent

(expliguéesci-aprés avec le plus de simplicité possible) :

Opticlust (par défault sur Mothur) et Average neighor (neigbor) : ce sont dethooes étant connues pour

V[ISE v] SanlEépdtables, elles ne seront donc pas décrites car peu usitées.

Furthest neighbor _(furthest) : cette méthode considére comme OTU toutes les séquaradamnoins de 3

% de dissimilarité entre elles.

Nearest neighbor_(nearest W 8§38 u §Z} }ve]l] E <p[pVv ¢ <u & OTU%i %elleEcs g v S L

moins de 3 % de dissimilarité avec séquencéed®TU en question.

Vsearch agc (agc) : une séquence appartient a une OTU si elle présente moins de 3 % de dissieailarité a

e <MV O %ope }v vS U e ]Jwo[Kdh }v Ev

Vsearch dgad@g : une séquence appartient a une OTU si elle présente moins de 3 % de dissimilaléé avec

séquence repré vS8 vS o VSE ~v S Eu - ]38 ve.. o[Kdh }v &v
luu A %o0] ]S % E uu vS8U Jo v[ A£]*S % + selpn somfpeu@d dohoéds. Jo ( uS
Jassfy.otu

Cette étape est le complément de la fonction classify.seqs. Elle perfnete |Pv E pv Saahe O

v (}v S]}v o S A}viu] e e <HV ¢ <p] 0 }u%o}e XviupSppuvivesjqw 3]}
<u] % Eu 3 0Ju]l]d8 E 0 ¢+ <*+]Pv §]}ve uv PE || B}EEEV VvEE}%E 2

fausses.

Make.shared

WINE %}IuA}E ( ]E o[ }o}P] v}$ uu dedliveisitéalpha (mtrp éehaififiion) ou
encore beta (inter échantilloneU Jo <8 v ¢ J&E tdbl&ad «deFconfipgenc¥ [ eeite

commande qui permet de le réaliser.
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WIHE }vs]vp E «pE o « o0 poalphpet/ou beta, Mojtiur @opjase plusieurs commandes:

Rarefaction.single

Cette commande permet de sortir sous forme de tableur, toutes les dorpe@settant de construire des

courbes de rarefaction.

Summary.single

Cette commande permet de calculer des indices de diversité alpha via un merate de calculateurs
sobs ; chao ; ace ; jack ; bootstrap ; simpsoneven ; shannoneven wistth; bergerparker ; shannon ;
npshannon ; simpson ; invsimpson ; coverage ; gstat ; bonebn ekhen ; solow ; logseries ; geometric ;
bstick. Faire la description de chacun de ces indices ne présente ici aucun insqultsleouramment utilisés

sont sobs, chao, simpson, simpsoneven, shannon, shannoneyebto E ¢ 0 0]5S E SpE

Summary.shared

Cette commande permet de calculer des indices de diversité beta sous la forme de tabteéleaahtrée
Comme pour la commande Summary.single, un grand nombre de calculateurs sonthldesposharedsobs

; sharedchao ; sharedace ; anderberg ; hamming ; jclass ; jest ; kulczynskynsgkitody ; lennon ; memchi2

; memchord ; memeuclidean ; mempearson ; ochiai ; sorclass ; soresttakehi; braycurtis ; canberra ;
gower ; hellinger ; jabund ; manhattan ; morisitahorn ; odum ; selergorabund ; spearman ; speciesprofile

; structchi2 ; structchord ; structeuclidean ; structkulczynski ; structpearson ; thetan ; thetayc. Eneore u
fois, faire le descriptif de chacun de ces calculateurs ne présente pas grand int@lés mmunément

uslo]e <3S o[]v ] dand& ltéfatlHs.]

Tree.shared

Cette commande est plutdt intéressante E 00 % Eu § 0 & S3]}v [uv Vv EB}PE uu
similarité des différents échantillons (relatif au fichier .group) entre eux selon le calculeteisi (cf

commande Summary.shared).
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Heatmap.sm

Cettecommande S | vS]<u 0 }luuv % E vS U * p( <pu[ oo % Ew S SCE

sous forme de dendrogramme contre une représentation sous forme de heatmap (figure 27).

Figure24 : Représentation de la similarité des échantillons présentés dans le preticierde cette these avec l'indice de diversité
Bray-Curtis sous la forme d'une heatmap.

Dans le cas ou vous souhaiteriez réaliser des analyses « phylogénétiqueswt étre intéressant de
E HU% E E 0 « <pv E %E v 3]A Z <p KdhX D}SEHUEE] %Y o

commande :

Get.oturep

Cette commande permet de récupérer les noms et les séquences représentatives de EREdJu®eux

méthodes sont proposées_: la méthode des distances (distance), qui permécdgeérer le nom et la

e (U V vSEE o l& fisttiddd deS abondances (abundance), qui permet de récupérer le nom et

la séquence la plus abondante de chaque OTU. Dans le cadre de banque de clones, le ac@ipentes
3 s JuUA VvE (] o U o ZvVv e <u[ 00 * *}] v3s@siRjleHe ghoiu de3a méthéde p
[ }Jv v esuo }v % HdipeS](] o X
NB : Il peut vous sembler intéressant de récupérer les représentants de chaque OTUs pour les deux

méthodesPrenez garde (E [ m&nme commande qui génére ce type de fichier, les faire en méme temps

fera que la deuxieme commande efface la précédente car les deux fichiers générés porteront le méme nom.
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Des résultats complets a récupérer

A partir de tous les fichiers générés durant le protocole de la partie précédentepdssble de générer un
fichier tableur contenant toutes les informations de vos réves. Seulement trois ficlmessntéressat dort
les extensions sont : .shared ; .rep.name ; .cons.taxonomy ; .list.
Ouvrez ces trois fichiers dans votre tableur préféré, et collez leur contenu les uné desdbautres, a
o[ £ %S]}v N (fadtlpdlr o tidhidrXedupérer la ligne ou il est écrit 0.03 dans la premiérars)|

§ (( Sp & pv }oo P & SE} SE& ve%}e* sspéciduy) dand ¥ tapleur ot vous avez
réunio[ ve u o o USE - (] Z] E-X
Vous voici maintenant avec un fichier tableur dans lequel vous disposenrdude chaque OTU, sa
classification taxonomique, sa séquence représentative, sa répartition dans chaque échantihbom@e

de séquences) ainsi que toutes les séquences associées a chaque OTU.

Worflow Mothur

/o <[ RIgSsols (encadré bleu) o[ ve u o e luuv o oWSHHIEGpu{]v [} § V]E pv
analyse complete [ S JA €+]18 u] E} ] vv S C %o @&précederxnedil %o E ]
est nécessaire de remplacett %o E ofsse de votre dossier de travail, XXX par votre fichier .fasta, YYY
par votre fichier .name, ZZZ par votre fichier .group, TTT votre fichier .align (base de datuidejotre
numéro de version de base de données SILVA (ex : $28) S ] ¢ ve on d&fichier.]Le texte de
Juo HE A ES JEE %}V HAE % E u SE + <u[]o A}pes 3 %o}ee] 0 Z
oS EHdfvgpécédemment).

set.dir(input=WWW)
set.dir(output=WWW)

summary.segs(fasta=XXX.fasta)

screen.seqs(fasta=XXX.fasta,minlength=628)

remove.seqs(accnos=XXX.bad.accnos, fasta=XXX.fasta, name=YYY.name, group=ZZZ.group)
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classify.segs(fasta=XXX.good.filter.fasta,template=silva.nr_vUUU.fasta, taxonomy=silva.nr_vUUU.tg

,name=YYY.name ,group=ZZZ.group)

dist.seqs(fasta=TTT.align, cutoff=0.10)

cluster(column=TTT.dist,name=YYY.pick.name,method=furthest)

classify.otu(taxonomy=XXX.pick.filter.ndWUwang.taxonomy, list=TTT.fn.list,name=YYY .pick.name,

group=ZZZ.pick.group, label=0.03)

make.shared(list=TTT.fn.list,group=2ZZ.pick.group,label=0.03)

Rarefaction.single(shared=TTT.fn.shared, calc=sobs)

summary.single(shared=TTT.fn.shared,calc=sobs-chaaebootstrap-simpsoneven-shannoneven-

smithwilson-bergerparker-shannon-npshannon-simpson-invsimpson-coveragekgsteh-efron-shen-

solow-logseries-geometric-bstick)

summary.shared(shared=TTT.fn.shared,calc=braycurtis)

tree.shared(shared=TTT.fn.shared,calc=braycurtis)

heatmap.sim(shared=TTT.fn.shared,calc=braycurtis)
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Les protocoles de metabarcoding

Pourquioi utiliser différentes architecturesinformatiques afin de réaliser laméme

chose ?

> []u %o } B travail réalisé dans cette partie de métabarcoding a été la rédactiatifideents scripts

réalisant en une seuleuu v 38}us8 pv v oC- us E }cpndernéd o[}us]o

&V SPUE pEU

Si vous avez suivi les conseils donnés en tout fin de chapitre précédent, vousdispos }vv u Z]v

% 0 [ (( Sp E o % E}S} }o E } $eéhsetiofiede diffigultés. Cegandant, les
ressouE + [UV U Z]v SC% %o}UE E 0] E PV U@ G- u witsE @& }
toutes les ressources de la machine, pouvant allge <pu[ A}lpe u%! Z E [uSs]oduoti@ense o}P] |
par manque de ressources (ou alors il faut étre trés trés trés patient). Alargjyom faire un script pour ce
SC% [ & Z]S SUE %ou]e<u[ oosi.VlvousEs toutla Faiw pbksible (le]@aliser une analyse
partielle de metabarcoding, sur une partie restreinte de votre jeu de données total. iQtéedt ? Tout
*Ju%o u vs % E <u oo E]%Se "A}pe %o}e E}IVS %o} ES B} Ue v ZE VPV S &
% E U SE » v o JE - 0 ]S B SE ]S uvdU ule A v vVEUWp3dsSE [!SE
finaliser une premi@E (}]e o[uv e V OCe X Whpi@Entg <+ E o[ S %o

Un calculateur type DATARMOR

] *3 o[ 3 % :USJA]JY3E pv 0 po 8 HEX /] o] £ U%O0 5 % E]EN d
UJe 0 %E]V [% 53 0 ulusdpc® JHop3TEIC %W 5 vS <p[us]o]e 38 HEU Alpus
espaces qui sont a vous.

> % E u] E 3§ < horiev U%o Poos ® UV " * %o «3} | PUveupA P E
pouvez stocker les fichiers que vous désirez, ils sont sauvegardés. Pour DATARMSRcedhit
50 Go par utilisateur.

s}S&E MAE] u * %o *S UV *%o Swore } & & &Puuu A5 [uv
capacité plus importante (500 Go par utilisateur sur DATARMOR), mais les fichisigpoimés au
bout de 15 jours.

Et enfin, un e %o viuscratch  «<p] o u'u (}v 8]}v <pu[puv % }p o0o0 X d

est mis est immédiatement supprimé et non récupérable (autant faire attention a ce dernier).
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> PE}s A VS P § C %o u Z]v U <pf[lo ( pus orflin@eynde%urddsd %o u
fonctionnante} e >]Jvp/AE ~ v 0]PvV tuu v U [ 8 <pu[]o V9%l EHuw Ehbo U]y
*Ju%o u Z]v X WluE d ZDKZU Jo 3 %i}ee] 0 U 0o SEr%r*uV[IE ]9 B olL
VIEU 0 ]*%o}e 60 tHTo(L@EC } Y Z DX >=]v }JVA v] v8U [ «§ < s PE}
ou] 'SE -}pul]e ~ v o]Pv -a}dine que voUs I sumettez un script, et celui-ci s'exécute

en arriere-plan. 1l ne peut donc pas vous poser de question comme lE Jv § UE HE Mt pv (
* E]%S 0V X dlue 0 ¢ % E u SE + }JA vs ISE }lwwws Aeordiofteunde ~ [}1 o

bureau pour préparer le travail).

Galaxy

Galaxy est un superbe outil pour tous les allergiques de la ligne}deu v. X v (( SU Jo [ P]S
interface web dans laquelle il est possible de faire de la bioinformatiquefeoug de « presse bouton. »
Aucune ligne de commande a faire. Le réve me direz-vous. En fait, pas tant que ¢ca(}]* <yu o[}V [ S
résgné a apprendre la ligne de commande, Galaxy peut devenir un peu frustrant. En effet, vous étes
% Vv VS [puv ¢ EA] ] "o ECX [ 8 e« EA] vBE]JAYE VA %0 °}]u -
(Mothur et Qiime disparaissent des Galaxy, car trop lourds a maintenir et dfffidilus]o]e 3]}v % }uE
néophytes), qui régle les problémes, ou qui corrige les bugs, et fournit itEsedtes ressources
informatiques a chaque logiciel. Pourquoi serait-ce donc un inconvéniénn@ipalement car les ressources
deGo A£C *}vs oJu]d *U 0}E-«* <u[]o pd]ole oA HeeJvo %o ® |Z0} ]3] EEN A}p -
se feront vite, trés vite, ou tres tres vite, comme sur le calculateur. De plus, & C v[ o @&}]S <u[ pv
de la puissance du calculateur. Une fois que trop de monde soliigilateforme Galaxy (quelqu Elle soit)

MV (Jo [ 88 VvS o usS v %0 U § 00 % HUS ISE o}vPu HNVORE-* <u O

Vous comprendrez donc que votre ordinateur de bureau, bien que pouvant étfermant, ne peut pas

ISE A}SE -« po }usjo 1}Iv(}Eu S]<p U Jo o] ps «s[psyYvs &u]d (G E
passer au calculateur, ou a Galaxy. Ou tout simplement directement aller sur Galaxgsameonvénients

qui y sont associés.

Les scripts

>[] EE] E Z pv o o E]%S*U <puli o E @WEU U W (}v}EIwWwE D [QE 9
LW *HE pv 0 MO S HEU 8 S}lpilpEe o wulu X >[uS{dahs &nirdte odev VR
commande) qui créeé tous les dossiers et fichiers nécessairesraddvoulement du second script, celui

[ voCe e }vv X u v] @ prgmiefEsaipt créé un dossier sur le « bureau » de
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o[us]o]e § uE vt]AE]Jof] Wluidusdicréd) % % 0 }]5 D}ISZUEU Y]Ju U }pu &ZK'A
gue vous voulez utiliser). Dans ce dossier, deux nouveaux dossiers sonWWerées % E u] EInplt%e % 00 |
et le second « Output ». Puis dans le dossier « Input », un fichiemprgimtxt » est créé. Celui-ci contient

déja les informations qui vous seront nécessaireso[ v 0Ces X /0 A}pe sp((]3 %r @& o <]
paramétres que vous connaissez dans le fichier « propriete.txtve o e [uv Vv 0Ce su(E }CE ]v
certains parametres sont manquants, parce que vous ne les connaissez pas enamue,d&sent demandés
ultérieurement. ve 0 e [Uv Vv 0Ce suE o0 po 5§ PEU ]ows. Vds@EImesipue !'3C
analyser devront par la suite étre mises dans le dossier « Input ». La dernieeeestagte lancer le second

script, en précisant un nom de projet. Les données a récupérer seront ensuite mises automatiquensent dan

le dossier « Output » précédemment créé. Pour ce qui est des paramétres qui auraient puavougemils

sont directement rajoutés dans le fichier « proprietes.txt », qui pourra directement étrséuéiliec le script

pour le calculateuX >[ ve u o * JV(}EuU S]}ve ¢S E % E » vS RE % Z]<u u vSs

Figure25 : Représentation schématique du principe global des scripts généeds dette these.

Décrire de maniére exhaustive chaque ligne de commande des différents scripts net@m@@seaim intérét
pour comprendre ce qui se déroule lors du traitement des données. Il sara fdit une description des

différentes grandes étapes avec les trois outils que sont Mothur, Qiime et FROGS. Biemind il existe
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des workflows pour chacun de ces outils sur internet. Comme il avait été ppgréisédemment, aucun
VIHA o0 oP}E]3Zu }u }pus8]Joe v[ & JvA vS 1] ~i Vv[] % » & JvA vd o0 %
E v E %oue ] O <UL O<CHU[UY <] v * ]9 & pB]ode <@E] % E ©WPV HV 9
% Z} 1<u  orm@ligue.

Lors de la réception des données de séquencages provenant du prestataire de seegidaidrs de

donnéespeuvent prendre plusieurs formegui sont résumées dans la figure @dlessous (seulement trois

exemples donnés) :

Figure26 : Représentation schématique d'exemples de données pouvant étesdigu prestataire de séquengage haut débit.
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Dans le premier cas, les données ressemblent a ce qui se qui rapproche lespiiendées brutes sorties du
séquenceur. Nous disposons pour chaque échantillon des données R1 et R2, itltmolessembler tous

les amplicons, mais la différenciation des différents échantillons est réalisée.
Dans le second cas, les données regues sont séparées par échantillon, et chaque sédgigeasseandlée.

Dans le troisieme cas, chague séquence a été assemblée, mais la différentiation entiéféteatsl

Z vS]oo}ve V[ *S % * (]S U Jo e E }v v e |CE (]J€® pv S % UKo

Vous comprenez donc que dés le départ, il est possible de recevénediff types de données formate
de différentes maniéres. Des étapes de préanalyses sont donc nécessaires pour arrivear@ainui
o[ %0% E} Z %ooOpe ( ]JO u vs p e vpu E} X

Durant ce travail de thése, il a volontairement été demandé au prestataire desgn format de données
correspondant au cas numéro 1, afin de disposer des données les plas fpogsible, et ainsi avoir la main
sur chaque étape de prétraitement et traitement des données. Par conséquent, au moment de la rédactio
du manuscrit, seul le format de données correspondant au cas numéro 1 esinteedrvalidé par les

différents scripts.

Bien que les différents outils Mothur, Qiime et FROGS permettent de parvenir au ngpendd données
finales, la « philosophié SE ]S uvsS < lvv ¢ ¢35 J(( E vS X [phitostiphieE <u}]

sera décrite pour chaque outil.
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Mothur

Figure27 : Schéma simplifié du protocole de traitement de données de type metabarcoding sous Mothu

Mothur est un outil plutét gourmand en ressources informatiques pour plusiétapes du traitement des
données. Aprés démultiplexage et filtrage des données, Mothur propose de réafiseétape visant a
chercher les séquences dites uniques. Cela consiste a rechercher dans le jeu de doneéahdotillons
confondus, des séquences rigoureusement identiques au nucléotide prés. Pourgutelie étape ? Afin

[ Al3 E v+ eségpégd&Erépéter une méme tache plusieurs fois inutilement. PreldnsE  wg¥b o
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suit directement la recherche de séquences identiqgueq: o]Pv u v8 ¢ ¢ <pu v X WIIME Vv}iue .
*S % OUS€S ¢Ju%o0 [ %% E Z v E o[ o]Pv u VW v}ippeA [« AWy % { v
chercher ales alignerentre edU 00 ¢ ¢}vS ] vS3]<u X >[}E Jpasinuiivementice & v
0}Pl<p U Jo (( SH E HV %o E} eopue [ O0]PV U VS VIEU]O wdlicue}PX0 KUJUA
ule %ple<p[ 0o ¢ «}vd ] v3]cu <U of pa}Rrendrer HeaucoupAdE tdmps ? En effet,
individuellement, le temps perdu a effectuer cette tache est faible, mais rapporté a désnmite
séquences, cela peut faire beaucoup de teps [} pv & Z & Z * (U V HV]<cp X §¢
temps est ainsi éliminé¥ [uv %o }]v$ Ap v E 35U 33 3§ %o & zZ & Z ° <
%o E]JV ]% 0 U VS %o}uE O S %o [ o]PVv u vsuU & Z & Z}viv]l<d]d E U
sont les trois étapes les plus gourmandes en ressources informatigls v 8 u%o* ~%0ope] HEe+ Z pd
O[Ju%e}ES Vv [ e« C & E p]E o0 ¢ Jv }IVA v] vie % E s WS ]S

uniques.

>[ § %o [ o]PVv u vs s s <cpvVv e 5 E 0] }JVSE puEE v oGVvv eeU
djvv e« ~/>s X 8§88 u §Z} [ o Fépidew> er$ compalaison de ce qui peut étre réalisé avec
[ USE * u SZls«ps ®h® > U D &&dU >h"d >tU >h~d >y Y v (( SU .
celles-ci présentat uv ]v }vA v] v§ u i uE aligmement avec[de nombreuses séquences : le
temps de calcul augmente de maniére exponentielle. En effet, ces méthodes procedené critmnous
prenons les deux premiéres séquences du fichier qui nous a été soumis, deaalignons. Nous prenons
ensuite la troisieme séquence, que nous alignons avec les deux premiéres, toéifemivque nous ne
% }UA}ve % o E 0] E pv u Joo PE o0]PVv IwwvD Pop SEX] Wppeculpe XEWO
nombre de ségquences augmente, plus les calculs sontlongs( Spu EGU [} uv (( S A% }v v§]
0 po v (}v 8]}v u viu GE s UV e 0]Pv @Xp VO[{VAVEE Upw]Pyv G
de données est « plus simpie @& o[ o]Pv u v8 Po} 0 }%S]Ju o § i ba&e de]e U ey
}vv e A/>s X }v o[ o]Pv u vS ¢ & o0]* *]Ju%o uovE evcuzZv@Ee Z2huu]e 0]

contre un alignement déja fait. Et cela prend moins de temps.

>[ 8§ % su]A v3 v E e+ V3§ E]JE % }IUE  }u% @&tvaBSignation % Z]0}

taxonomique de chaque séquence du jeu de données. Pourquoi effectuermettie ticheM >[]vS E!S v][ o

pas immédiallJ Jo <5 o] v}$S uu vS of ((]Jo] 8]}v § A}v}iu]l«pu o KpdeX]Wous
S E}lviu]l<p  [pv Kdh v (}v §]}v [pv <« <u vou séqyencetypre X(BEMethugréafise

une affiliation taxonomique des OTUs qui est consensus a toutes les séquendascqmiposat. Cela

% Eu § oJu]8 E o+« EE UE* [ *]PVv 3]}lesseticsvdauiesiquant & nigeayl S 0
[ e«]PVv 8]}v 8§ A}viu]cpu ve o] E E p A]JA viEX
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> OMdeS E]JVP suE& D}SZUE 5 pv S % Y%ponIESEOJU]A S Erpposéeg. VS A
viv AJ]*S <«<p 0 v 1iioU § 00 ¢ ¢}vs S}us o  stance. |E@Eplusedailadizéthode ]

uslole U Jo (us }v A}YE of *%E]S <u o] E pOFPY % WS ~ulC] I8 E}pc
dans Mothur pour les plus expérimentés) %o 1] < [ *8 suCE e (E *n0S 8¢ <y e}VvSs '

distances.

/o V[ *S % ¢ (]S §38]] =+ usSZ} -+« [ ¢oo0@edwersieCaphR evbetdxear il pourrait

en!SE ] us ME vS viu E e » % P o [V %} ]VKEWNP * Z}EE vE 57|

gue sont Mothur, Qiime ou FROGS propiseZ PV UV % V}% 0] ~}d vive [}uS]oe % EuU

[UV %o}]VvS Ap ] v3](lJ<p U 8 v}V %oope 8 Zv]<p B \wuls Gorteptadnd e ¢ <
o0 S8Z u 8]« 1 &E ]JU p ulu S]SE <<y pre[sequengage évoquEs|e

précédemment.

74



Qime

Figure28: Schéma simplifié du protocole de traitement de données de type metabarcoding sous Qiime.

> % Z]0}e}%oZ] o[}usS]o Y]]u *S %00 |5Z pME %odE }94d } » OWids plisEilfle [
compatibles entre eux a un utilisateur souhaitant analyser des donnéese @drsoucie un peu moins des

1(( E v8 o %}ee] ]0]18 ¢ <pu[]O %o E}%}s U Jo Z E Z <qu]%00 t Y335 pw %A
personnel, partagé pardeju E pA psS]o]e $ HEe+ 0} Ee*<y o0f}v 0] HE VS viu GE
1}IV(}EuU S]<p X /o V[V CE ¢85 %o ¢ u}]ve <po %O ]3I L%0O] ],k uD JBh E U
Jve <u V8 %ope HUE % E v E v u ]Jv [pv peidduesles chbix sont]telléménk p U
nombreux<u[Hv v }%ZCS v SCE ]S u vs wvite pre@iré peuP Cependant, le Workflow

% E}%}e ] 1 A U3 %o0ope *Ju% o <p OMU] %o E}%}e %o} E DISZHEX Vv |
séquencespv]<p *U [ o]Pv u v§ e e <cu v U }u u o ee]Pv S¢v S AE}v
D}SZUEU o[ § %o %o@E&]V ]% 0 ] ] 8 00 olies uEs|xP te Ctugtgringt Y ]]u
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(contre 6 pour Mothur), dont certaines ne sont pas kesgur des méthodes de matrice de distance (comme
SWARM, UCLUST, USEARCH ou SUMACLUST). Au- o[ ephilosdphied o[us]o]e S]}v D}sZyu
Y]]u Ve §§ 3Z « A]l- pee] lu% E E pv § % SE& Vw%}ES vS
metarbarcoding le clustering par méthodes de matrice de distance des autres méthodes deritigssar

notre jeu de données.

Figure29 : Schéma simplifié du protocole de traitement de données de type metabarcoding so$ FROG

La philosophie liée au workflow FROGS @st %o 0 L *] U %00 e SE}]* }usS]oe [MUV %o}]VvS
proposer une analyse compléte de données, qui soit le plus rapide fmdaimoins gourmande en ressource
JV(}EuU 8]<p %}ee] 0 U 3§ A igne pojsible e gdihBedemps principal de ce workflow est

o] MK (]85 <p o[ oJulv 8]}v * ZJu E * 3 (( Sp ] % E 7 &0Si chague E v P X
séguence est chimérique ou non, cette étape est effectuée sur les OTUs. Normalenmritssigasse bien,

o S&E ]S u vs * }vv ¢ }vv u}]ve [Kdhe <p[]Jo V[C S Yo X [T M
recherche des chiméres. Le clustering prend cependant un peu plus de temps (toujoursomgpigsd si la

recherche des chimeres avait été fait avant le clustering). Si le point fort de FROGS b utmtité
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[ } %o 5| proposées, cela représente aussi son principal défaut. Le clustering ne peutéttaéetfue par
o u sz} "t zZDU 38 o ((]Jo] 8]1}v § A }sunipupmenteréalis¢e par BLAST contre une
base de données”®] o[uS]o]e § WE V[ *S % « [ }E&E A e Z}]1A£ 9w BZ} }0}P]

solution, utiliser un autre outil.
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1°" article : First description of

ChorocarigRimicarischacel

symbiont : high morphological
and genetic similarity with

Rimicariexoculata(MAR)
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Introduction a la problématique

o[Z p&E %o UZ}e » e}vs }vvp -altg H pobyhbiosgichez la crevetRimicaris
chacei Cette crevette endémique des sources hydrothermales de la ride médio-atlantiga®)(Mt en
périphérie des agrégats deimicaris exoculata- A}]JE % ES] JvSE} u $]}v ] 0]}PE % Z]<p
PE}u% » Ju%o}e % B []Jv JA] pue }VvSE ]| ElleestIelativgmest@eu mohile. U §
Des études préliminaires ont été menées en 1993 et ont montré la préscommunautés microbiennes
dans le céphalothorax mais de moindre mesure que celles observéeRichiearis exoculata Ainsi, le peu
<U o[}V ai} de cette espéce amene plusieurs questions. % E u] E 3 o[taxondhfque®l}v
0 %}*]3]}vv u vd ve o] E E p A]JA v Dbservés densdalcadécaphealothoracique.
La seconde est de savoir si les bactéries observées et décrites en 1993 (sursite,seobke Pit (Casanova
et al,, 1993, Segonzaet al, 1993)) sont présentes sur tous les sitesRibnicarischaceiest rencontrée. La
troisieme <$§ « A}]E «[]meGymbidse, gt si oui, est-elle comparable (et donc proche) a celle
retrouvée cheRimicariexoculatal < *}]18 [MV %o}]VS A 1ou piiyEGénEfqup Ads deux
especes étant répertoriées sur des sites similaires, et dans des niches écologiquesdnées.pbe plus,
o[} * @& Ad B yemportement nécrophage chez cette crevette (Segomtad, 1993) laisse penser & un
mode de nutrition compensatoire a la symbiose chez cette espéce (nutritide,mécrophagie La question

[UV % E e Vv luupv uS ¢ u] €} ] vv ¢ vepase 8dlc. SpHue P ¢S](

Les approches méthodologiques de cet article sont basées sur des observationsaopggues, de la
microscopie etle la biologie moléculaire> u E}e }%] U A] *} e EA 5]}ve Al '} %o}ut
le comportement des crevetteRimicaris chaceilans leur environnement. Tandis que des observations
[JEP v « ~% Es a beed du bateau durant les campagnes) via loupe binoculaire, aunt fput
[} » EA E [ A v3u 0 ¢]PV Jolv]ded VEw] SBE] wv o &idus]pouvdrity

présenter un stade avancé de colonisation.

Les observations en microsdegélectronique a balayage (MEB), microscopie électronique a transmission
(MET) et observations de coupes histologiques ont pour but de gapdier la répartition des bactéries sur
les différents tissus bactériophores et dans le tractus digestif, ainsi que de caractésiggopulations

U] &} ] vV » % @E * v3 « [UV %}]v3 .CAgapprdcEspeimndtPdntiégalement de décrire

et analyser les dépdts minéraux associés aux colonisations microbiennes.

Des microanalyses par rayonéont été (( Su ¢ (]v E S E]* E [MUV %o}]VSs A

composition atomique de cet encrolGtement minéral.

[V %0}]VvS Ap  ]}o}P] u}o po ]E U podr & petite gous-unité Hu nbosome (16S)

a été réalisée par banque de clones afir: d¢ déterminer la diversité bactérienne de nos échantillons par
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identification taxonomique des microorganismes identifiés, 2) comparer lpslations microbiennesre
fonction des sites hydrothermaux étudiés (Lucky Strike, Rainbow, TAG et Snaker&it)eBcher une
différence de populations microbiennes entre les différents organes étudiés (lame brsiggdEp
scaphognathite, tube digestif) 4) réaliser une comparaison « phylogénétiges OTUs avec celles connues

dans la littérature et en particulier celles associé&draicaris exoculata

v(JvU o[usS]o]e 8]}v u] &}e } %o % ](OU}E ¢« VE 5 vV 0%UBEZZQtaEP] S]}
situ (FISH) a été réalisée(]v [ ¢ C & JEE 0 E 0+ } o EA 3]}ve u] E}e }%o

morphologie des microorganismes rencontrés) avec les données moléculaireoftagpn
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Principaux résultats
Les principaux résultats concernant cet article sont résumés ci-apres.

Les observations vidéo ont montré que les creveR@wicaris chaceitaient écologiqguement distribus en
périphérie des agrégats deimicaris exoculataur tous les sites étudiés. Les crevefmiicaris chaceint
été observés a proximité directe de[l u v $]}v ( oydrothermaux a faible activité (cheminées
hydrothermales de petite taille situées sur la cheminée principale, zonesffdsion). De maniére nette,
o[} * & AuslEsynémes images montre une hypertrophie du céphalothorax nettement manepcée
chezRimicarischaceique cheZRimicarisexoculata Enfin,R. chacepeut présenter des réactions agressives
~ [ 85 <p + of v }VEE R[rhicalid xpeulataurtout en cas de blessure montrant une activité

a minima de nécrophagie, voire de prédation

Les différentes approches,u [ o soient microscopiques ou moléculat®nt mis en évidence la présence
de microorganismes abondants mais différents entre le céphalothorax et le tube digestifes ces
} o EA §]}veU <pu[ o0 « «}] wiicr@copi¢ ou la Bidlogie moléculaire, mettent en évidence une

nette ressemblance avec les observations publiées Rimicaris exoculata

Les techniques de microscopies ont permis de mettre en évideni@eatifs modeles de distribution en 3

dimensions des microorganismes au niveau du céphalothorax.

La similarité entre ce travail réalisé chiieimicaris chaceit celui connu cheRimicarisexoculatapermet de
poser 0[ZC %0}SZ -« [UV *Cu ]} Ri@EHThapeiauZniveau du céphalothorax, et une
colonisation microbienne pérenne dans le systeme digestif, elle aussi maileg¢lle connue chdimicaris

exoculata Ces hypotheses restent cependant a confirmer via des approches fonctionnelles.

Malgré ces similarités, il faut noter la moindre spécialisation vers fabigge deR. chaceiavec un
céphalothorax moins hypertrophié (donc une communauté bactérienne moins abondahtdipedes
dépassant du céphalothorax et permettant donc une prise de nourriture externe (contrairenfintiéaris
exoculatg et un estomac plus développé que celuiRleexoculataCes observations laissesupposer un

régime trophique mixte.



Discussions et perspectives liées a cet article

Les principaux résultats concernant cette étude ont permis de compléter unltiaitiéi en 1993 par Michel
Segonzac et Bernadette Casano¥a}s vS 0[ZC % }SZ -« [UV % }S vS] oo Ri@icarjse % E
chaceiau niveau du céphalothorax laissant supposer une alimentation mixte de cedtette, entre
nécrophagie et symbiose. Notre article complete des twinitiaux (Casanovet al, 1993, Segonzaat al,
1993), par une approche en microscopie €lectronique a transmisgiomm permis de mettre en évidence de
nouveaux morphotypes, non décrits en 1993. Notre travail a également permis dér deefaomposition
phylogénétique des communautés bactériennes présentes tant au niveau du céphal® A& <p[ pu V]IA |
tractus digestif, § 1nettre des hypothéses quant a leur autotrophie et aux métabolismes utilisés. Bien
< udpportant VIMA HZE 0 u v3e %}IUE %% UC E o[ZC%6étieZpublicaior E Pt
vdpporte cependant toujours pade preuves directe [pv  Esynohiose trophique, tous les éléments
avancés étant des preuves indirectes. Des expérimentations complémentaires seront deffectuer,

Juu e %% E} Z o+ [ 3]A]8 « A] p un @Goaver dii-giddrBeiate marqué éfC
% EuU S8 v§ *U]AE o[]v }E%}E 3]}v E }eomike @elata} §té fait aHgz Cv3 Z

Rimicaris exoculat@Ponsarcet al, 2013).

Au-delad de cet aspect descriptiff uv. e Cu ]}34W %] ES P %o E]V ]% <u[ oo A]*S U o <«
réle écologique deRimicarischacei ve o[ }*Ce+S u }{retmavée, & surtout de son histoire
évolutiveX [uVv %o}]VvS$ A |Rimidajischack{ast une plus proche parente dRimicarishybisae
(présentant elle aussi une « symbiose » développée) quRimiéarisxoculata La premiere question est de

e A}JE «<pn] 38 o[ v !3@RchapaietiRhybisaeU }p %o 0 13 € 3-il PPh effgt,vi8hybisaevit
exclusivement dans la fosse des Caimans tandiRgexoculatav|[ ¢S % E * vS <«<p ep@.0 D Z
chacei Nous pouvons émettre 3 hypothése$) o[ v !SE Juupv BJinvahs, 29 [cétre commun

vientde laMAR,3p[ v ISE Juupv v A] v3 v] o [ lexemple duoHagiffyde). Pdds ude
discussion plus fluide, partons du principe que cette derniére possib#itéliminée pour des raisons
géographiqgues et réalisons deux scénarios hypothétiques <pu] HE ]S %ol ¢ %o ¢ EX >[]VS

symbiosepeutt u 0 E }u 0] ipe<u[] JU Jo v[ v 8§ E] vX

- Hypothése numéro W >[ v !S&E } Ruhybisaeet R.chaceivient des CaimandR.hybisae
e E]5 }v 0 (JEU 0 %ope %BE} Z o[ M §k@clugiiRughaddsedait < Cu
donc la forme «qui a dO évoluerR.fiybisaea aussi évolué, mais a gardé des caractéeres
phénotypiques identique o[} E]P]v « A}JE pv «Qlorklde sa oblomis%tick vers

la MAR. Dans cette hypothésR,exoculataaurait déja colonisé la MAR, ou elle est bien installée

~ [UV %}]VS Au  R)gbhiBdeen asrivant sur la MAR, se retrouve donc en compétition

avec R.exoculata et ne peut pas avoir accés au microenvironnement au plus pres du fluide



hydrothermal pour une nutrition optimale. Qui dit peu de nourriture, ditteds reproducteur
diminué, donc sélection naturelle des individus les plus aptes. Cetetiggl naturelle favoriserait
alors au cours du tempso ¢ ]Jv JA] He % E + v§ v3 O % 1% [ A}]JE
complémentaire a la symbiosstricte, celle-] v[ § v$§ % Vv V3§ e%dnaisd%en @afide
régression partiellX Kv } §] v8§ n JHES Hd S u%e pv J(( E vRimisdijy of
chaceiqui se caractérise par une moindre spécialisation symbiotique et un régime mixte.
Hypothése numéro 2V >[ v !SE  } Rihybisaeet R.chacevient de la MARR.chaceserait

v o0 (JEU o0 %ope % E} Z o[ v !SE JuupvU ]¥EStuAe upv

symbiose intermédiaire (morphologie moins hypertrophiée du céphaloth@stomac peu réduit)
R.hybisaeserait donc la forme « qui a d évoluer » se spécialisant vers la sentidans cette
hypothése cela signifie au préalable qeexoculatet R.chace}fvs pv v !ISE }uupv ~ [ ¢S 0
mais il est antérieur a celui entfe.hybisaet R.chacei [ %o & * 0 ¢ }vv e publiées] < 1 o
des hote3, que la différenciation des deux espécds s (E 0] uv]  *Cu% SE]«M
R.chaceia subi lors de cette différenciation une régression de sa symbiose, pour allenngers

alju v8 8]}v u]&E&S X >}Ee+ [uv Cajagns]pak.thaceion part du principe que la
dispersion larvaire d&.exoculatane lui aurait pas permis cette colonisation), les individus ayant le
%opme [ ((JvlE8 A o[ oJu v Sifle, ont 8lChmeileur yckes reproducteur, sur

un espace disponible et donc sans compétition, ont donc favorisé ce caractéretppique
symbiotiqueU 3 % Eu]e [ E E Rhnidarishybicae%n aurait donc par deux fois dans

o[ A}opus]}rtiom[de Bt métamorphose vers des espéces symbiotigiesexoculataur la MAR

et R. hybisaesur les Caimans.

V %} VS 0[ZC%}SZ ¢« [puv }vv E *}ouS]}V %IZEP|PP o u tau JGLv pdv] E

choix de marqueur évolutif pour les hétes), ces deux hypothéses melaehgzrsonnellement plausibles

pour une histoire évolutive récente, mais les deux hypothéses posent de nombreuses autres questions si 0

cherche a remonter plus loin dans le temps. Il faudrait alarf /£ % ES]e ues, Physicjdhs

océanographes, biologistes, et spécialisteso[ A}ous]}v & viu E pe » }vv ¢« AE ] VS

dans chaque discipline pour répondre a cette question.



2°me Article : Biogéographie
comparative des symbiontes de
crevettes hydrothermales
Rimicaris exoculatat Rimicaris

chacelle long de la MAR



Introduction a la problématique

Dans le premier article, nous avons pu réaliser une étude descripfipev %o} ]v $ Au u}E%Z}o}P]
phylogénétique) des microorganismes associés a la creveimsicaris chacei Une observation est
récurrente : les microorganismes observés en microscopie, ou identifiés en biohadgeulaire sont
comparables, voire similaires a ceux retrouvés cRénicarisexoculata qui partage la méme niche
écologique. La principale limite de ce premieE S] 0 *S o[ < v ts biolagiqleoét techniques
ainsi que la profondeur de séquencage, plus précisément en biologicutaire. o [ A & «<u o ulu
probleme a déja été mis en évidence chtimicarisexoculata(Guriet al, 2012) pour des problemes de
profondeur de séquencgage (approches par clonage et non.Nl@Stience a, comme dans la vie courante,
ses phénoménes de mode, et le séquencgage haut débit (dit NGS) fait partie des méalssielece actuelle.
Il faut cependantyv <p ¢S]}v ¢ ] vS](]J<n <u] v ]S o[uS]o]e S]}V]ve] V55%oue SZ}
séquencer pour le plaisir de séquencer (avoir une question, et utiliser le meillelpoutiy répondre). Or
plusieurs questions scientifiques sont venues se poser a la suite des observasioes du premier article
qui présente davantage une description qualitative que quantitative. Si sgalliy a cheRimicarichacej

§ «<u[ oo S ¢Julo |J&E 0 o Rirficavis pxcc@ata (pdstdlat du premier article), les
symbiontes présentenits une biogéographie en fonction des sites hydrothermaux comme décrit Rhez
exoculata? Ou,y a-tto pv <% ](] 15 hétegus %ue de la biogéographie ? Ou alors les effets de
la géographie des sites hydrothermauxdet o[ e« %ohOte peuventis étre cumulés ? [y Satop» [Line
nouvelle méthodologie pour pouvoir obtenir des donnéesdecpp v« [ Z&S@n grand nombre, sur
de nombreux échantillons, a un co(t le plus bas possible est néce¥sai@ ue A}ve }v  Z}]+] o[ud]o
du séquencage haut débit de seconde génération pour répondre de ces questioiogiques. Cependant,

Ve O e [pv e<Ju]Jo E]S (J]v VSE o0 ¢ «Cue]dredeted) difgihk des@TUse

comme unité écologique est-elle suffisante ? Existe-il une méthodgbogiealler plus loin, ou plus finement
tant la diversité au sein des bactéries symbiotiqueg,[ 1 V]IA @[KdhU u ]« A e gfmas -

[ Z E1@&S, et ainsi descendre dans un seuil de discrimination supérieur et étre pligifésta réponse

S }uJU PE 0[}0]P}SC % ]JVPU <u] « E %oUBoB)<uE }JVPU]E e[y pSo]
o[Kdh }uu pnv]s }o}P]l<u U «uE o esRshlysBbondan&Eqgu sarpnpiidentifiés.



Matériel et méthodes

Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés sur quatre sites de la ride médio-atlantique (NLAERy Strike, Rainbow,
TAG et Snake Pit duramisicampagnes BICOSE (2014) et BioBaz 2013. Les crevettes ont été palecées
un aspirateur a faune fixé sur le véhicule téléopéré Victor 6000 a bord dwerrirquoi pas ®ne fois a
bord, les individus prélevés ont été disséqués et séparés en différpigtees anatomiques : brand#égites

(LB) scaphognathite (Sc) et tube digestif (TD). Les différents tissus animaux dinté&ment congeléa -
80°C et 38 extractions[ Eont été réalisés une fois revenus a terre au laboratoire. Ces ADN extraits ont

été expédiés a un prestataire de service pour le séquencage.

AEJ}v [ HPCRLbrarries

>[ E o[ ve u o » Z vS]o(bBySc, TDpakté extrait et purifié avec le kit Nucleospin soil
(MachereyE P o0¢ v B *% S vS 0 ¢ }ve]Pv « [ulsEsodmpBddns bactdriedE Hu gehx
codant pour la petite sous-unité du ribosome (16S) ont été ampligésPCR 3 fois pour chaque échantillon
(réplicats techniques) avec les amorces « universelles » 357F @BTACGGGAGGCAGCREGI26R (v5)

A CCGTCWATTCMTTTRA(GModifiées) selon le protocole du prestataire de service

Des librairies de séquencage ont ensuite été réalisées a partir de ces produits PGRqurisés via la

technologie illumina MiSeq 2x300pb en deux séquencages.

Un tableau récapitulatif des différents échantillons est donné ci-dessous :



Séquengage

Espéce Site | Campagne Plongée| Edifice | Individu|"Organe" Nom de I'échantillon Barcode o
réussi
Rimicaris
chacei
Rimicaris| Lucky
chacei Strike
Rimicaris| Lucky Biobaz
PLO5 | Tour Eiffel 40 SC RimiC40Bb13PLO5LSTE | D59517| D59518 D59519 Oui
chacei Strike 2013
Rimicaris| Lucky Biobaz
PLO5 | Tour Eiffell 40 TD RimiC40Bb13PLO5LSTE_| D74005H D74006| D74007 Oui
chacei Strike 2013
Rimicaris|
| Rainbow
chacei
Rimicaris Biobaz
Rainbow/ PLO7 | Termitiere| 04 SC RimiC04Bb13PLO7RbTer | D59520| D59521| D59522) Oui
chacei 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow/ PLO7 | Termitiere| 04 TD RimiC04Bb13PLO7RbTer_| D74008 D74009 D74010 Oui
chacei 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow/ PLO8 | France5| 08 SC RimiC08Bb13PLO8RbF5_{| D59523| D59524| D59525) Oui
chacei 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow PLO8 | France5| 08 TD RimiC08Bb13PL0O8RbF5 | D74011| D74012| D74013 Non
chacei 2013
Rimicaris
hacei Rainbow| Momar04 | PLO5 02 SC RimiC02MomO04PLO5Rb_§ D59526| D59527| D59528 Oui
chacei
Rimicaris|
hacei Rainbow| Momar04 | PL05 03 TD RimiCO3MomO04PLO5Rb_1 D74014 D74015| D74016 Non
chacei




Rimicaris

. TAG
chacei
Rimicaris Bicose
TAG PL10 07 SC RimiC07Bc14PL10TAG_§ D59529 D59530 D59531 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 07 TD RmiC07Bc14PL10TAG_T D74017| D74018 D74019 Non
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 09 SC RimiC09Bc14PL10TAG_§ D59532| D59533 D59534 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 09 TD RimiC09Bc14PL10TAG 1 D74020 D74021| D74022 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 11 SC RimiC11Bc14PL10TAG_§ D59535| D59536| D59537 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 11 TD RimiC11Bc14PL10TAG_1 D74023| D74024| D74025) Oui
chacei 2014
Rimicaris| Snake
chacei Pit
Rimicaris| Snake Bicose
PLO5 01 SC RimiC01Bc14PL0O5SP_S| D59538| D59539| D59540 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO5 01 TD RimiC01Bc14PLO5SP_T| D74026| D74027| D75028 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose _ .
PLO5 04 SC RimiC04Bc14PLO5SP_S| D59541| D59542| D59543 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO5 04 TD RimiC04Bc14PLO5SP_T| D75029 D75030| D75031 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO5 05 SC RimiC05Bc14PLO5SP_S| D59544| D59545| D59546 Oui
chacei Pit 2014




Rimicaris| Snake Bicose
PLO5 05 TD RimiC05Bc14PLO5SP_T| D75032| D75033| D75034 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris
exoculata
Rimicaris|
Rainbow|
exoculata
Rimicaris Biobaz
Rainbow| PLO6 | Termitiere 11 SC RimiEI0O1Bb14PLO6RbTer | D73978| D73979| D73980, Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow/| PLO6 | Termitiére 11 TD RimiEI01Bb14PL0O6RbTer | D75035 D75036| D75037 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow/ PLO6 | Termitiere 12 SC RimiEIO2Bb14PLO6RbTer | D73981| D73982| D73983 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow/| PLO6 | Termitiére 12 TD RimiEI02Bb14PL0O6RbTer_ | D75038 D75039| D75040 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow| PLO6 | Termitiere 13 SC RimiEIO3Bb14PLO6RbTer | D73984 D73985| D73986) Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow/| PLO6 | Termitiére 13 TD RimiEIO3Bb14PL0O6RbTer | D75041 D75042| D75043 Oui
exoculata 2013
Rimicaris
TAG
exoculata
Rimicaris Bicose
TAG PLO8 212 SC RimiE212Bc14PLO8TAG_| D73987| D73988 D73989 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PLO8 212 TD RimiE212Bc14PLO8TAG_| D75044| D75045 D75046 Oui
exoculata 2014
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Rimicaris Bicose
TAG PL10 293 SC RimiE293Bc14PL10TAG_| D73990| D73991| D73992 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 293 TD RimiE293Bc14PL10TAG_| D75047| D75048 D75049 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 298 SC RimiE298Bc14PL10TAG_| D73993| D73994| D73995 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 298 TD RimiE298Bc14PL10TAG_| D75050 D75051] D75052 Oui
exoculata 2014
Rimicaris| Snake
exoculata Pit
Rimicaris| Snake Bicose
PLO1 Elan 35 SC RIiMIE35Bc14PLO1SBE | D73996| D73997| D73998 Oui
exoculata Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO1 Elan 35 TD RimiE35Bc14PLO1SPE_1 D75053| D75054 D75055 Non
exoculata Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO1 Elan 37 SC RIimIE37Bc14PLO1SPE_94 D73999| D74000| D74001] Oui
exoculata Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO1 Elan 37 TD RimiE37Bc14PLO1SPE_1 D75056| D75057| D75058 Non
exoculata Pit 2014
Rimicaris| Snake | Bicose )
PLO1 Elan 39 SC RIimIE38Bc14PLO1SPE_94 D74002| D74003| D74004 Oui
exoculata Pit 2014
Rimicaris| Snake Bicose
PLO1 Elan 39 TD RimiE38Bc14PLO1SPE_1 D75059| D75060| D75061, Non
exoculata Pit 2014

Figure30: Tableau récapitulatif des échantillons ayant été séquencés via la techndlogiedl
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Analyses des données

>[ ve u o e }jvv o § v oCe A] o0 me}etwoerkiovs ZROE S soiviEnt

plusieurs méthodologies.

Premiers résultats

Résultats de qualité :

Dans un premier temps, la qualité des données a été vérifitepnS] o] v FastfJGL 3 e résultats
U}jv8@E v8 pv u pA ]Je <«pu 0]8 [ nantillbnsd@Bténus a parfr du?® run de
séquencage. Pour autant, la qualité des séquences restantes est suffisamment bonne et les séquences
par échantillon en suffisamment grande proportion pour pouvoir étre analysérrectement et

fournir un signal biologique suffisant.

Par soucis de cohérence, bien que chaque script (Mothur, Qiime et FROGS) soit foncliennel
analyses issues uniquement a partir de FROGS seront présdnéd déja pré-formatés pour étre

présentées).

Dans un premier temps, on obs&r <u[puv %o E 3] Loip }ev e 043538 %0 E N

démultiplexage (Figure 35). Cette perte de données est principalement due@iéme run de

e<pyv PU }EE o 0O u pA ]Je <p o] [puv ES ]v viu E e UV

identifié avec FastQC.
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Figure31: Etape de filtrage qualité du worflow FROGS sur I'ensemble du jeu de duG®&ea millions de séquences).

La suite des étapes qualité que sont le filtre des amorces, ainsi que la qualité des séquésmuassob

induit une faible perte de séquences (Figure 35).

Pour chaque échantillon, le nombre de séquences aprés chaque étape est donné@wetknpage de

perte qualité est calculé.

Filtering by sample

with with

before expected with 5' |with 3' | expected| without
Samples % kept | process |overlapped length | primer |primer |length [N
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_E1 68.05 642,32] 438,819 438,379 438,11/438,047| 438,045 437,105
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_EZ67.85 674,29 459,069 458,774 458,463 458,397 458,39 457,495
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_E368.53 | 790,901 543,743 543,436/ 543,101 543,034 543,031 541,965
RimiC01Bc14PLO5SP_TD_E1/25.17 | 666,664 301,584 168,427 168,234/168,163 168,128 167,83
RimiC01Bcl14PLO5SP_TD_E2 24.31 646,492 294,919 157,752/ 157,551 157,496 157,474 157,181
RimiC01Bc14PLO5SP_TD_E325.30 | 639,297 303,429 162,25 162,07/162,011 161,99 161,723
RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_[76.09 | 793,724 606,456 605,726/ 605,34 605,242 605,234 603,931
RimiC02MomO04PLO5Rb_SC_|74.66 693,32 519,201 519,038 518,73/518,664 518,659 517,631
RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_|75.80 | 796,579 605,905 605,483 605,134 605,069 605,06/ 603,8
RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC|62.03 | 572,524 356,354 356,092 355,854 355,797 355,791| 355,141
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RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC|63.42 | 610,118 388,388 388,047 387,777 387,721 387,719| 386,929
RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC| 63.54 509,53 325,015 324,684 324,497 324,443 324,439 323,768
RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD|12.20 | 692,704 482,453 85,122 84,834| 84,753 84,691 84,529
RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD|11.82 | 629,317 426,662 74,903 74,655 74,588 74,535 74,383
RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD|12.05 | 649,385 435,706 78,834 78,549 78,469 78,406/ 78,269
RimiC04Bc14PLO5SP_SC_E1 57.88 699,2 406,62 405,871 405,577,405,508 405,503 404,71
RimiC04Bc14PLO5SP_SC_EZ59.46 | 729,804 436,911 435,125 434,826/ 434,769 434,764/ 433,963
RimiC04Bc14PLO5SP_SC_E358.52 | 835,805 491,364 490,478 490,201 490,121 490,115/ 489,139
RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E1/18.06 | 720,711 516,155 130,835 130,514 130,42 130,359 130,131
RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E217.31 671,9 470,56| 116,945 116,623 116,549 116,498| 116,295
RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E316.39 | 730,386 501,575 120,373 120,046/ 119,947 119,887/ 119,679
RimiC05Bc14PLO5SP_SC_E176.37 | 607,867 466,043 465,69 465,374 465,284 465,277 464,222
RimiC05Bc14PLO5SP_SC_EZ77.58 | 591,119 460,226 459,963 459,682 459,579 459,57 458,568
RimiCO5Bc14PLO5SP_SC_E3 77.84 | 714,778 558,81 558,155 557,751 557,638 557,628 556,398
RimiC05Bc14PLO5SP_TD_E1/20.10 |1028,774 686,562 207,759 207,358 207,236 207,13| 206,74
RimiCO5Bc14PLO5SP_TD_E3 18.59 | 627,188 415,087 117,241/116,934/ 116,842 116,79 116,563
RimiC07Bc14PL10TAG_SC_H70.31 | 757,561 534,424 534,167 533,805 533,704 533,699 532,675
RimiCO07Bc14PL10TAG_SC_H70.66 | 812,809 576,841 575,838 575,491 575,38 575,371/574,332
RimiCO07Bc14PL10TAG_SC_H68.83 | 786,837 543,306 543,065 542,715 542,606 542,597 541,587
RimiCO8Bb13PLO8RbF5_SC |64.06 | 494,214 317,954 317,477 317,269 317,224 317,219 316,581
RimiCO08Bb13PLO8RbF5_SC |63.90 | 737,835 473,26 472,911472,604 472,518 472,514 471,505
RimiCO8Bb13PLO8RbF5 _SC |66.09 | 667,233 442557 442,562|441,994 441,916 441,913 440,998
RimiC09Bc14PL10TAG_SC_H65.80 | 764,275 504,43 504,214 503,892 503,783 503,778 502,867
RimiC09Bc14PL10TAG_SC _H66.05 | 771,481 511,206 510,932 510,575 510,486 510,473 509,59
RimiC09Bc14PL10TAG_SC_H67.27 | 683,263 461,142 460,91 460,558 460,474 460,466/ 459,597
RimiC09Bc14PL10TAG_TD_H17.78 | 493,665 349,606 88,254| 88,056 88,003 87,965 87,771
RimiC09Bc14PL10TAG_TD_H18.14 | 524,666 371,21 95,68| 95,445 95,387 95,345 95,175
RimiC09Bc14PL10TAG_TD_H18.17 | 517,203 362,078 94,537| 94,276| 94,226] 94,164 93,979
RimiC11Bc14PL10TAG_SC _H69.54 | 707,705 493,952 493,521 493,189 493,119 493,111]492,153
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_H68.89 | 681,831 471,506 471,106 470,802 470,705 470,696469,717
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_H72.10 | 801,046 579,328 579,163 578,799 578,692 578,689 577,553
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_H44.62 | 308,307 208,95 138,001} 137,873 137,829 137,817/137,579
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_H44.17 | 416,033 286,819 184,351 184,159 184,104 184,092 183,778
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E 44.93 | 631,559  458,721| 284,745 284,446 284,346 284,328 283,789
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_|61.47 | 528,007 325,979 325,525 325,319 325,277 325,275 324,587
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_|62.56 | 637,903 400,72 400,266 400,002/ 399,935 399,93 399,096
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC |62.21 | 605,354  378,107| 377,661 377,415 377,364 377,359 376,574
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_|46.19 91,462 59,089 42,349 42,312 42,309 42,306| 42,249
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD |47.63 | 310,8020 204,777 148,402 148,241 148,218 148,211 148,025
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_| 4829 310,712 209,298 150,435 150,282 150,257 150,248 150,049
RimiE212Bc14PLOSTAG_SC |38.34 | 688,588 265,416 264,759 264,554 264,51 264,51 264,033
RimiE212Bc14PLO8TAG_SC_|38.43 | 730,354 282,134 281,435 281,206 281,168 281,158 280,711
RimiE212Bc14PLO8TAG_SC |39.47 | 751,828 298,503 297,535 297,341 297,277 297,273 296,767
RimiE212Bc14PLOSTAG_TD |59.74 | 400,836 251,441 240,166 239,954 239,883 239,875 239,474
RimiE212Bc14PLO8TAG_TD |59.75 | 295,939 186,920 177,38/177,231 177,158 177,152 176,834
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RimiE212Bc14PLOS8TAG_TD |58.88 | 321,384 198,127 189,779 189,633 189,547 189,543 189,219
RimiE293Bc14PL10TAG_SC_|64.74 | 716,506 466,411 465,204 464,892 464,841 464,838 463,896
RimiE293Bc14PL10TAG_SC_|64.70 | 493,751 321,25 320,395 320,187, 320,159 320,156 319,474
RimiE293Bc14PL10TAG_SC_|65.15 | 707,219 463,458 462,049 461,773 461,716 461,711460,781
RimiE293Bc14PL10TAG_TD |10.36 | 570,764 392,996 59,638 59,389 59,269 59,207 59,113
RimiE293Bc14PL10TAG_TD_|10.57 710,63 510,847 75,79] 75,41 75,289 75,195 75,085
RimiE293Bc14PL10TAG_TD |10.36 | 642,594 449,29) 67,149 66,843 66,726 66,661 66,567
RimiE298Bc14PL10TAG_SC_|53.87 |1003,545 543,728 542,062 541,663 541,614 541,61 540,585
RimiE298Bc14PL10TAG_SC_|53.70 | 759,256 410,096 408,86| 408,582 408,532 408,529 407,741
RimiE298Bc14PL10TAG_SC_|54.48 | 663,573 363,599 362,533 362,333 362,278 362,271| 361,542
RimiE298Bc14PL10TAG_TD |32.79 | 613,477 421,672 202,001} 201,685 201,579 201,539 201,163
RimiE298Bc14PL10TAG_TD |34.38 | 639,175 452,006 220,655 220,312/220,192 220,148| 219,73
RimiE298Bc14PL10TAG_TD |33.06 | 666,403 473,317 221,28/220,912 220,778 220,737 220,325
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_H 70.23 | 733,462 517,024 516,533 516,224/ 516,152 516,145 515,105
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_H68.91 | 708,481 490,343 489,562 489,263 489,204 489,198 488,189
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_HE69.32 | 748,117 520,605 520,199 519,856/519,802 519,795 518,622
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_H75.14 | 597,617 450,549 450,314 450,059 449,997 449,993 449,045
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_H77.07 | 705,946 545,978 545,663 545,299 545,23 545,224 544,068
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_H75.50 | 630,431 477,719 477,342/477,032476,964 476,958 475,992
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_H73.19 | 664,851 488,385 488,038 487,729 487,645 487,64|486,635
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_H74.81 | 786,025 589,968 589,736/ 589,377/ 589,295 589,287 588,03
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_H77.37 | 909,507 706,006 705,715 705,288 705,174 705,166/ 703,694
RimiEIO1Bb14PLO6RbTer_SC 71.99 | 770,915 557,295 556,553 556,215 556,143 556,135 554,96
RimiEIO1Bb14PLO6RbTer SC 74.15 | 725,969 540,381 539,875 539,553 539,487 539,483 538,305
RimiEIO1Bb14PLO6RbTer SC 75.16 | 801,205 604,377, 603,818 603,469 603,401 603,396 602,19
RimiEIO1Bb14PLO6RbTer_TD|60.45 | 362,187 252,992 219,58/ 219,424 219,376 219,372/ 218,954
RimiEIO1Bb14PLO6RbTer_TD| 6243 490,938 354,984 307,408 307,16|307,092 307,073 306,474
RimiEIO1Bb14PLO6RbTer_TD| 61.04 406,88 286,536 249,127 248,94 248,854 248,845 248,366
RimiEIO2Bb14PLO6RbTer SC 75.16 | 629,291 474,639 474,324 474,03/473,952 473,948 472,945
RimiEIO2Bb14PLO6RbTer_SC 76.04 | 690,197 526,462 526,35/526,037 525,948 525,942 524,819
RimiEIO2Bb14PLO6RbTer_SC 76.03 | 594,817] 453,695 453,593 453,294 453,225 453,219 452,26
RimiEIO2Bb14PLO6RbTer TD|72.87 | 649,356) 475,839 474,593 474,275 474,129 474,123 473,214
RimiEIO2Bb14PLO6RbTer_TD|73.36 | 677,224 499,796 498,284 497,966 497,82 497,812 496,818
RimiEI0O2Bb14PLO6RbTer_TD| 73.42 | 762,045 563,029 561,227 560,833 560,678 560,671 559,528
RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_SC 70.73 706,05 501,937 500,809 500,509 500,447 500,438| 499,363
RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_SC 69.26 | 858,969 598,018 596,551 596,176 596,096 596,094 594,913
RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_SC 70.52 | 778,795 551,863 550,818 550,494 550,413 550,406 549,213
RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_TD|19.58 | 451,646 307,573 88,938 88,713 88,632 88,607 88,448
RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_TD| 20.20 | 307,971 212,356 62,598 62,428 62,36] 62,339 62,212
RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_TD|20.29 | 351,957 247,257, 71,803 71,668 71,595 71,564 71,417
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Ao[]eeu 88 3§ % U o oue3 E]vPeffdctuési} wijpa det3Za86 713 séquences
et génere un total de 3 570 525 OTUs. Ce nombre est trop important, et nepondepas a la réalité
biologique mais au mode de séparation en OTU des algorithmes. Il faut dpptiquer des filtres. Le
premier est la recherche des chimeres qui constituent 2.23 % des OTUs, mais seul@#héntdes

séquences.

Figure32: Recherche des chimeres avec I'outil SWARM.

> viu GE [Kdhe E <8 % v VvS ] Bn &ftet} BWARM.GEW owliXqui génére
beaucoup de singleton (1 séquence par ORdur supprimer uniquement les singletons, on peut
appliquer un filtre de 2 (il faut au moins deux séquences dans une OTU pouwelieei soit
conservée). lls sont au nombre de 3 278 172 OTUs singleton (9.8 Yndéeslaprés détection des
chiméres).hv (JoSE& [ }vdonc effeciué etfixé a10,[ «&-dire que chaque OTU présentant
moins de 10 séquences est éliminée. Ce choix 10 est totalement arbitraire nuiasrooent utilisé

dans la littérature (figur&7). Aprés un filtrage de 10, il ne reste plus que 143 OTUs.
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Figure33: Filtrage des données NGS selon un parametre d'abondance.

Cette & 4 S]}v u viu (E pHErdilre diastig8eX [qupart les séquences uniques sont trés
souvent dues a des séquences de moindre qualité ou présentant des erreurs de séquencage ne
% EU S5 VS %oOle 0° SSE] u E upuAE Kdh [}E]P]V We cBleng B Jve] pv
recherche [ « % symbiotiques, le nombre de microorganismes symbiotiques sont de @ibosl
abondants, et dominants. Eliminer les OTUs minoritaires, qui peuvent potentit étre des
microorganismes transitoires- o[ M (JoSCE % E o E A 335 YseHre B U%00 *
Ju% s X %o0peU o[} § vS]}v 07 Kdhe  «§ ] uFoE @ bafHEsHE PE
de clones du premier article qui atteignaient presque le plateau (dans lebeode raréfactions)
}v. o[ %ou]e u vs o ]lA c6s elissiXci dn approche NGS (Figaye

Figure34 : Courbes de raréfaction NGS.
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% VvV VS§ e JHE - E E ( S]}v & 3 vsS }v ]J8]}vv ¢ %}¥E o (]JosdQ
nécessaire de poursuivre les investigations sur cette étape pour réussir detréeivmeilleur
compromis biologique entre séquences a éliminer pour ne pas avoir un trod gga de données et

ne pas éliminer des séquences qui auraient une importance écologique.

Apres normalisation des données, un dendrogramme de sii|& e suCE of]%Clrtisest & C
obtenu et montre que les réplicats technigues sont tous cohéréhts [-asdire que les triplicats de

W Z [uv ulu Z soitregrdwpés dans le dendrogramme (Figure 39). On observe également
<u[puv  ]e8]v 8]}v 8 (]88 VvSE o0 ¢ Z vijetadwedu systenteodigdinf. B& ]S
%oOoUeU [ %oE ulu v E}PE uu U Jo v «@&E]E WSEC 0AY]EZ v3]agl
provenant de la méme espéce, mais une similarité des échantillons en foncteitechydrothermal

laissant supposer une biogéographie.
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RimiC40Bb13PLO5LSTE_TD_E1
4‘:': RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E2
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E3
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_TD_E3
—:: RimiC04Bb13PLO7Rb Ter TD_E1
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_TD_E2
RImiEIO3Bb14PLO6Rb Ter_TD_E2
—|:': RimIiEIO3Bb14PLO6Rb Ter_TD_E1
RimIiEI03Bb14PLO6Rb Ter_TD_E3
RImiEI02Bb14PLO6Rb Ter_TD_E1
—:: RIMIEI02Bb14PLO6Rb Ter_TD_E2
RimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_TD_E3
RImIEI01Bb14PLO6Rb Ter_TD_E1
—|:': RimiEI01Bb14PLO6Rb Ter_TD_E2
RIimiEI0O1Bb14PLO6Rb Ter_TD_E3
RIimiE293Bc14PL10 TAG_TD_E2
—:: RIMIE293BC14PL10 TAG_TD_E1
RImIE293Bc14PL10 TAG_TD_E3
RIMIE298Bc14PL10 TAG_TD_E1
—:: RIMIE298BC14PL10 TAG_TD_E2
RimiE298Bc14PL10 TAG_TD_E3
RimiE212Bc14PLO8 TAG_TD_E3
—|:': RIiMiE212Bc14PLO8 TAG_TD_E1
RimiE212Bc14PLO8 TAG_TD_E2
RimiC09Bc14PL10 TAG_TD_E1
—:: RIMiCO9Bc14PL10 TAG_TD_E2
RimiC09Bc14PL10 TAG_TD_E3
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E1
—:: RIMIC11Bc14PL10TAG_TD_E2
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E3

RimiCO5Bc14PLO5SP_TD_E1
RimiC05Bc14PLO5SP_TD_E3

RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E3
—|:': RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E1
RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E2
RimiC01Bc14PLO5SP_TD_E1
—:: RIMICO1Bc14PLOSSP_TD_E2
RimiC01Bc14PLO5SP_TD_E3
RimiE212Bc14PLO8 TAG_SC_E3
—|:': RIMIE212Bc14PLO8 TAG_SC_E1
RIMiE212Bc14PLO8 TAG_SC_E2
RIimiE298Bc14PL10 TAG_SC_E1
—:: RIMIE298BC14PL10 TAG_SC_E2
RimiE298Bc14PL10 TAG_SC_E3
RimiE293Bc14PL10 TAG_SC_E3
—:: RIMIE293Bc14PL10 TAG_SC_E1
RIMIE293Bc14PL10 TAG_SC_E2
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_E1
—:: RIMIE37BC14PLO1SPE_SC_E2
RIiMIE37Bc14PLO1SPE_SC_E3
RimiC05Bc14PLO5SP_SC_E2
—:: RIMICO5Bc14PLO5SP_SC_E1
RimiC05Bc14PLO5SP_SC_E3
RImIiE38Bc14PLO1SPE_SC_E2
—:: RIMIE38BC14PLO1SPE_SC_E1
RimIiE38Bc14PLO1SPE_SC_E3
RIiMiE35Bc14PLO1SPE_SC_E3
—:: RIMIE35BC14PLO1SPE_SC_E1
RIMIE35Bc14PLO1SPE_SC_E2
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_E3
—|:': RIMiC40Bb13PLOSLSTE_SC_E1
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_E2
RIimMIiEI0O1Bb14PLO6Rb Ter_SC_E2
—:: RIMIEI01Bb14PLO6Rb Ter_SC_E1
RIimiEI01Bb14PLO6Rb Ter_SC_E3
RIMICO8Bb13PLOSRbF5_SC_E1
—|:': RImMiCO8Bb13PLO8RbF5_SC_E2
RimiC08Bb13PLO8RbF5_SC_E3
RIimIiEI0O3Bb14PLO6Rb Ter_SC_E2
4‘:': RIMIEIO3Bb14PLO6Rb Ter_SC_E1
RimiEI03Bb14PLO6Rb Ter_SC_E3
RIimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_SC_E2
4‘:': RImIEI02Bb14PLOGRb Ter_SC_E1
RIimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_SC_E3
RimiC04Bc14PLO5SP_SC_E2
—:: RIMIC04Bc14PLOSSP_SC_E1
RimiC04Bc14PLO5SP_SC_E3
RIMICO1Bc14PLO5SP_SC_E1
—:: RIMiC01Bc14PLOSSP_SC_E2
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_E3
RimiC09Bc14PL10 TAG_SC_E1
4‘:': RIMICO9Bc14PL10 TAG_SC_E2
RiMiC09Bc14PL10 TAG_SC_E3
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E2
—|:': RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E1
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E3
RimiC07Bc14PL10 TAG_SC_E3
—:: RIMICO7Bc14PL10 TAG_SC_E1
RimiC07Bc14PL10 TAG_SC_E2
RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_E3
4‘:': RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_E1
RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_E2
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_SC_E1
4‘:': RIMIC04Bb13PLO7Rb Ter_SC_E2
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_SC_E3

Figure35: Dendrogramme de similarité des échantillons NGS a partir de I'indice de Biay(Enibleu sont représentés les
échantillons de Rimicaris exoculata, et en rouge les échantillons de Rintieagg ¢
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Ce dendrogramme représente une premiére interprétation des résultats par approche wassiq

[ v oCe e KdheU u ]J* €& ¢85 % E o]Ju]v |]E& Xv i u VEhghleEl 64Z] V][ 8
possible que ce soit parce que la discrimination des séquences similaires eesenellsoit
potentiellement pas suffisante. Autrement dit, le seuil dd Kdh % @é serait pas suffisamment
résolutif. Pour aller plus loin, il pourraltS E  ]vS & ¢+ vS§ Jul]vpy & o e« pu]o o[KdhU
% de similarité, ou 99 %. La limite technique qui apparait icilesr@rreurs de séquencage. En effet,

v MPu vsS vsS o - pjo o[KdhU }v pPu vsS o0 ¢ % &} &hotysSqui P v E
seront par la suite traduits en facteurs biologique$ (E o[]vS E%E 5§ S]}v <« (E eposS S
est une méthode alternative qui a pour but de dépasser le seuil d®97 o[Kdh S}us v ( ]* v§
abstraction des erreurs de PCR/séquencage (Erah 2011, Ereret al, 2013, Ereret al, 2014). Pour
cette étude nous utilisons le logiciel oligotyping. Pourc@ncer, les OTUs ou groupes taxonomiques
dominants seront extraits du jeu de données, gy E * ve 0[Z Qe Symbiontes sont les
microorganismes les plus abondants. Puis des oligotypes seront géménméshaque OTU ou groupes
taxonomiqueset comparés en fonction des échantillons. Cette définition plus fine de ¢agilig des
symbiontes pourra permettre de mettre en évidence une potentielle différentiatiogdographiue
plus fine~ (( § ]S [JOEUP]w «dJ S]}v ¢ «Cu ]J}vS o Vv (}v S]}v o[ *%o
hoéte. Ou encore une sélection des symbiontes en fonction du site hydrotherfnalE ] Re} \de
o[ * %o RO, Gds résultats ne sont pas encore générés. Cependant, les données acquises
sont de qualité suffisante pour étre analgsd) § E % }v vS pAE E]S E --a-die[}o]P}SC%
au moins 1000 séquences par OTUgvs E!Se S % E [ 23v S} o }apgroche qui sera

appliquée alasuite o[ v oC- } oty&d]tiqonelie ».

[UV %o}]VvS Ap § E}viu]<pesUioTls retehie€Eprééédemment sont aié@ux
EpsilonproteobacteriagGammaproteobacteriaAlphaproteobacteriaBacteroidetes Deferribacteres
MollicutesX >[ ve u o §§ § A}viu] S e U0 O oo E $@E}uA v
venant ainsi confortero }1Z2 & v H SCE ]S u vS§s * }vv wue piologigue] vs

D oZ P& pe u vsS 0o ]S HSE ]JSuUuvd « }Jvv o 5 E @ SFEUZS o}Vl

au cours de cette fin de thése.
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Discussion Générale

Discussion scientifique

De nombreux éléments chimiques présents dans les dépbts minéraux hydrothermaux (notamment les
dépbts de sulfures) présentent une valeur commerciale de plus en plus attragaaoteles hautes
technologies modernes. Cet attrait pour les minéraux et métaux et le développement des
compétences minieres en environnements profonds font peser sur ces écosystimeatangers
nouveaux (Glover & Smith, 2003, Ramirez-Llaral, 2011)X >[ A& %o alg]éessdriiwronnements

% @}wd V[ ¢S <u[puVv <y *S8]}v S U% U § %dientielsde moedifEdtong o

drastiques de ces écosystémes suite aux extractions miniéres. Il est donc impdetamieux

lu% E v E « VA]JE}vv u v3§ees proodssus biolmgiques qui les sous-tendent en
(}v 8]}vv u v8 v SUE oX [uV %}]v$ Apn }13}AE] WoiPlsp U DE E A]
PE v Z 00 H 8 U%e° | E} ~§35-a ] ( Eof vA]E}¥s u vd A vs

détérioration éventuelle.

THe <] §E A ]tes sedl@études portant suRimicarischaced[ § ] vE v }ju%we® ]e}v

[ ULSE ¢ e<(®asanovatal, 1993, Segonzaat al, 1993, Gebrulet al, 1997, Gebrulet al, 2000)
Ces travaux ont montré u[ oo § ]85 % u }v vS o}E-e<u[ quille abritdit @Esv }vSE
bactéries dans sa cavité céphalothoracique et son tractus digesstifje son régime trophique était

mixte, alliant symbiose et nécrophagie.

Récemment (durant la durée de cette these) le ge@hmrocaridut réaffilié au genreRimicaris et
Chorocaris chaceatst donc devenudrimicaris chaceiBien que présentant de nettes différences
morphologiques avec les trois espéces initialement connues duedrinnicaris R.chaceiposséde
également un certain nombre de points communs, dont la présencead#éties au niveau du

céphalothoraxet dans le tractus digestif.

Rimicarischaceiest donc un modéle biologique encore mal connu qui commence &\sutle
nombreuses questions. Il faut cependant bien commencer quelque part, et en tant que

microbiologiste, nous nous sommes tout naturellement intéressés[ *% S *Cu ]} X

Al uv 3CE Ao A8 i 8§ (( 3us régi@asagphalotEdkadidyes coloresdpar
des microorganismes chez cette crevette, ces observations étaient effectuées uniquemetgspar
%0 %0 E} Z o u] &} }%] o SE}v]«u 0 CP U pE [pv [WHA]* & v ¢

(Snake Pit). Nous avons donc décidé de compléter cette description, en refédisant bien le
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reconnaitre, la microscopie effectuée au siecle dernier (Casastoaly 1993, Segonzaet al, 1993)

Nous avons donc décidé de compléter ces observations avec des individus de différente gitas, D

une approche%. & o u] E}e }%o] o0 SE}v]«u SE veul]ee]}V ((]¥ EE00]-"

diversité morphologique établie en microscopie électronique a bakyede voir ce qui se déroule
dans § <} ue o [tem@tminéral des lames branchiostéges et des scaphognathites. Nous nous
sommes également penchés sur les bactéries associées au tube digestif pour lesquelles auréme do

V[ ]S ]S ipgecu[ % E ¢ v§X

Un volet totalement nouveau chez cette espéce, et néanmoins indispensable a I'éue d
éventuelle symbiose, a également été entrepris : l'analyse de la composition et digelzité

phylogénétique des bactéries présentes, dans le céphalothorax et dans le tube digestif.

L'ensemble de cette étude a souffert de la faible densité a laquelle ondroette crevette sur les
sites hydrothermaux, en comparaison avec l'espcexocula (2500 vs. 50 individus.f Segonzac
etal,1993*X > ¢ (] 0 ¢ %o}e*] ]0]S ¢ [usZcet®]faibl¢dendtéde population, et a la
difficulté de capture des spécimens, ont été une problématique constante diadhése : pas assez

[1v ]As]pqur faire suffisamment de réplicats biologiques, que ce soit en migigsca en biologie
moléculaire. Des échantillons précieux & ne pas abtnerpES}us Vv u] E}e }%] U
microanalyses par rayon X difficiles a optimiser car les échantillons avaient uctergi8D, ce qui est

o}]v [!SE péarkette mméthodologie.

Durant cette thése, de nouveaux morphotypes bactériens ont été identifiés auawniwi
céphalothorax et du tube digestif dRimicarischacei En tenant compte du faible nombre de
spécimens observés, des présence/absence de certains morphotypes en fonctidesdensiété
notées, qui pourraient étre expliqués par des variations dans la composition chimique des fluides
hydrothermaux des sites étudiés (ultramaphiques basaltiques). Cela laisse déja présager une
possible forme de biogéographie des symbiontes. Est-elle liésmea abbsence, ou une sous-
représentation de certaine o]Pv ve o[ VAIMEJuv {ipv3 « o Riljcarischacei
envers certaines lignées microbiennbs >[Z €3 % uaEdpaljlé de sélectionner ses symbiontes
afin de maximiser sofitness? Acesqu *S]}veU 0Z %% E} Z u}lo po JE Z pus

une réponse.

>[] vs](] S]}v S AE}viul«p e u] E}}EP v]eu « E A D EdafiitesE « v
aux Epsilonproteobacteria Gammaproteobaceria  Alphaproteobacteria  Bacteroidetes
Deferribactereset Mollicutes Outre une taxonomie commune en fonction des sites, ces différents
phylums sont rencontrés chez le modé&Rimicarisexoculata laissant supposer une similarité

eCu ]}8]< Z1 o pAE % o E A §ue pxXr bapgses de clpodPVia la
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& S38]}v [Kdh u}v3E pv viu &, seinblables oquelS%EPNS !SE SS v u o} E™
symbiose. De plus la « phylogénie » effectuée sur les différentes OTUdiédsntnontre une
proximité certaine avec les lignées rencontrées chez la crefRittdécarisexoculata A partir de cette
méme phylogénie, une inférence métabolique putative a été proposée a pargipsitionnement des
OTUs deE&psilonproteobacteriat desGammaproteobacteria ve o[ E & . FileAipAt cofpte
de la littérature concernant les lignées cultagdes plus proches, ou les activités métaboliques connues
des représentants incultivés les plus proches. Ces inférences métaboliques restent cependant a
nuancer, car la phylogénie, surtot} Ee<pdtmio L utv u] E} ] vU reomBuesgporr
étre robuste pour ce type de conclusion. Cela reste donc des hypotheses ai¢ toae biogéographie
des symbiontes en fonction des sites étudiés a aussi été proposée, mais reste spgchtatifet, le
viu E e <p Vv ¢ ~S vVvlv.o %E}(}v pE s <p v P e Val@ ]S V[ -
approchesdeclonages /o v[ *S }v % * %o}e*] O }v opE uv] E ((] .

(V)3

Cependant, de nouvelles méthodologies commeel <p v. P E'" % Eu §5 vS o (}]* [}
nombre suffisant de séquences, ainsi que la possibilité de réplicats biologiqueshgiques a

moindre colt. [ 3§ <t vige Al}ve }v VEE % E]eX

>[ ve u o0 s résultats laissent supposer de maniére indirecte une symbiose au niueau d
céphalothorax et du tube digestif chdimicaris chaceiavec une forte similarité partagée avec

Rimicaris exoculata

Par comparaison avec ce qui est connu cRémicaris exoculatatant morphologiqguement que
microbiologiquement, le régime trophique d@micarischaceisemble donc au moins partiellement
reposer sur la symbiose, complété par la nécrophagie (premier article) etlpaguestion du réle

écologique et de la place de cette crevette dans les écosystemes hydrothermaux.

La similarité des symbiontes partagés a\Rimicarisexoculatalaisse supposer une histe commune
W UV % ES P *Cu J}vsS ¢ 0] o[ VAJE}VV ueXd > EuPJ]E]}s&Z%ED]}u
mixte deR. chaceio & %o % E} Z e E A 33 e Z 0 o< e[ ~v EIRZ P * }u %
exoculata semble avoir évolué vers une spécialisation symbiotique typique siestémes
ZC E}SZ GGu pAE }tuu [ S o0 * % E ACepéadantiohyidgéniedashdtes « X
rapprocheRimicarischacei,présente sur la MARle Rimicarishybisae présente dans la fosse des

bu veX 0 %}e 0 «<pu *3]}v p JuE- o[ A}oers g sympioge ay%nt | o] 3]
conduit aR. exoculatadans un premier temps, puis R hybisaedans un second temps, tout en

maintenantR. chacetdans une évolution intermédiaire.
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Quele est donc o[ Z]-3éVJdlbtive de cette crevette : deux cousines avec un céphalothorax
hypertrophié et des colonisations abondantes (et méme spabiose trophique démontrée clze
Rimicarieexoculatg, etRimicarischaceisans cette hypertrophie caractéristique ? Cette symbiose est-
elle liée a la niche écologique occup&Rimicaricchaceiest-elle en train de perdre sa symbiose ? Est-
elle en train de simplement régresser sans pour autant perdre cette symbiBseelle en train

[ AlJou E A E+ u? >{CG]}é *Cu ]}8]lop <340 ( 8 WE % }pA vE A %o0]<u
de Rimicarichacei? La symbiose, qui semble conférer un meillfmessaux espéces hydrothermales
étant semble-t-il réduite ici, ceci expliquettaussi le shift entre le nombre de juvéniles qui sont
retrouvés en périphérie de édifices hydrothermaux (succés reproductif) par rapport aureomb

[ poS e« us3et@ivés (moindre succes de développement/croissance) ? Le débat reste ouvert,

et les idées nombreuses.

Pour commencer, il faudrait confirmer de maniére directe la symbioseRingzaris chacelPour cela,

des incubations sous pression, et en fournissant aux crevettes un substrat carboné chargé en carbone

C* que seuls les microorganismes pourraient assimiler, et transférer ensuite a la crevette, seron
nécessaires. Cette expériencg] %o * %ol 'SEE U@ vE]e §§ SZ ¢ U *Ju%oo ( ]S8 of

[ Z v§]oo}lve C vS ou ] ioB.Q&symbipse ropbique reste donc hypothétique.

>[ Su [V  %dliegdographie des symbiontes a été approfondie. En effet, le nombre

[ Z v8]oo}ve }sppsi]Hesvanalyses moléculaires a été suffisant pour initier une analyse de
métabarcoding sur différentes parties de crevettes (scaphognathite et tube digestif)ffdecuis
individus, provenant de différents sites hydrothermaux, et ceci pour les espéces de cieieitaris
chaceket Rimicarisxoculata La question scientifique relative a cette ségrégation biogéoguaphést
la suivante siune biogéographie des symbiontes existe chez les crevRtitescarichaceiet Rimicaris
exoculata est-elle due aux variations phgsichimiques existant entre les différents sites
hydrothermauxd o D ZU }u v (}v §]}v o[ eBbte, ou cesHeuk eifdts peuvent-ils
étre cumulatifs? Un lourd travail de traitement bioinformatique (et non de biostatistiqa&}té réalisé
pour cette analyse (développé tout au long du manuscrit) toujours en ches.analyses sont
cependant assez avancées pour confirmer que le jeu de donnéés A %0}]S o [UV %o}]Vvs
biologique et technique. Cependant, certaines limites ont été mises elerdse, comme le fait que
les tubes digestifs dRimicarieexoculatasont globalement trop petit$6o }UE % Eu SSE o A£SE
eu((]* uu vs8 [ E S§ E] V %o} lpE <u O ¢ *% Ju ve ¢}] v8 Vv 0Ce ¢ v ].
préliminaire, les premiers résultats montrent une distinction nette des populatiésglant dans le

céphalothorax de celle du tube digestif clieimicaris chaceCeci confirme les résultats obtenus dans
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le premier article. De plus, une certaine biogéographie semble exister mais ragtgr@fondir. La

<t *8]}v u ¢ g]o o [ Kd hde sifsdantexestib @n seuil suffisant pour répondre a notre

<l S]IVE-F % ¢ JvS E e+ wRlAp[KodEJ PA 0 u S$Z} }o}P] .dicddP}SC %]V
2).

Perspectives scientifiques

Plusieurs perspectives a ce travail peuvent étre egéss (en faisant abstraction des colts que cela

représente et des campagnes nécessaires pour un échantillonnage suffisant) :

- Etudier le cycle de vie deimicarichaceiafin de déterminer par exemple le temps nécessaire
o E o] S]}v [uVv dnpet. Cela permettrait de comprendre le « rythme » de
vie de cette crevette par rapport a celui Bémicarisexoculata
- Etudier au court du temps, de maniére saisonniere (par exemple), les vasiatigpopulations
microbiennes en fonction des saisons, ou des périodes de reproductinrdeafiéterminer si
un régime trophique, ou une modification de la symbiose est favorisé/entjeleen fonction
de certaines contraintes environnementales ou du cycle de vie.
- Etudier les communautés microbiennes présentes chez le méle et chez laefqoal
déterminer si le sexe est un facteur affectant la symbi@dele travail fait cheRimicaris
exoculatg.
- Réaliser une étude de métagénomique comparative des symbiontdRirdiarischaceiet
Rimicaris exoculatasur différents sites hydrothermaux afin de décrire les potentiels
P v SJ<cpue o eCu J}vS X /o * E ]S uUulu %o}ee] BE[VOOERE%BIUIEHL ¢
comparative.
- Capturer sur un site des spécimens Bémicarischacei pour les éloigner des édifices
hGC E}SZ CGu pAE 8§ S Eu]v E ] 0o & PJu SE}% Z]<Hvew ]S uv %o.
privilégiant la nécrophagie a la symbiose, ou vice versa. Ceci permaetissi de voir si la
crevette maintient une forme de relation pérenne avec les microorganismesdaisaht, ou
si elle éliminerd les symbiontes tout simplement. Sera-t-elle aussi par la suite capable de
rétablir une relation aussi efficace avec des microorganismes ?
- Capturer des individus adultes maintenus en vie a bord du bateau et les mettrengact
A 0 (Op] * % E}A v vE8 [uVv USE ¢*]8 ZC ®}RZ]EuspXe > ] %o

Cu J}vsS ¢ <}VvS§ % 0O [ oJu$§ & 1« ~] O E A B3 XS 9
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Z vP uvs [ 3]A]S o « «Qun phangethedt Jdaiis la composition de ses
communautés symbiotiques.
- Etudiero[ «<u]e*]8]}v 0 e<CRinfi¢arichacéillU o[Ju P pH 3E AJo i v }u

LEP/LM2E (thése en cours sur ce sujet).

Au-dela du simple fait de mieux cons(E o <Cu ]}  Z Rinodariaacej o[ ve u o

ces perspectives permettrait ppréhender les capacités de résilience de cette espéce. Il ne faut pas

oublier le contexte général dans lequel se trouve ce sujet de thése. Celui de fatad des lieux, état

de référence, + VA]JE}vv u v3e ZC E}S3Z GEu pAE Ve 0 s [ BEBan}]S S]}tv u
le cas deRimicaris chaceson régime trophigue mixte serait-il un avantage pour recoloniserlleuni

en cas de détérioration/destruction ? Serait-elle capable de rempRuaicarisexoculataet devenir

la nouvelleRimicarishybisaeversion MAR ? Serait-il possible de réintroduire des individus adwdtes d
Rimicarischaceisur un site détérioré, mais provenanZquv. p3E ]88 ZC E}3Z Edl o A}]+]vU

impératif d[us]o]e & -~ idneencarevinconnue) les stades larvaires de crevaity

Discussion personriel
/o 3 }v Avpo uluvd [ A}JE pv ] pee]}vobo @i Duraie}vv 00
§§ 3Z + U i[] Aluop E }vd & o MS [HV Z]uSiddle deRimitaris o[ * % &
chacei Si les conventionsi[ Aerft % Eu]e Z}]*]E o[]vS]Spo ulv epi s §Z

HiTUE [Zu]: 4 &aitoune foiRimicarischacei».

[UV %o}]VvS Au u 3$Ztefte ede @ aussi permis de générer beaucoup de données. Le
barcoding effectué suRimicarichaceiv. & % & « v8 <«u[pv (E S8]}v urantyig S Pv
thése (en plus des données de microscopie) [ USE ¢ +*% AlinpcanisnarkensisMirocaris
fortunata, ouRimicarissp. ont été étudieesU u J* 0 ¢ (E *p0S S V[}VS %}UE O[]veS VS %o
analysés. Les informations préliminaires (phylogénétiques) montrent tréement que Rimicaris
chacei § 1§ pv }v u} o ~[[Saglire possédat les communautés symbiotiques les plus
développées).>[ v oCe+0[ ve u O i U s tdutas espéces confondues a nécessité
quelques bouleversements au sein du laboratoire, notamment dans le traitenesnddnnées de
séquencage obtenues par PCRcyggd v (( SU o[ v 0Ce* u v 000 séquericesiavec i
les méthodes présentesp 0 }E 3}]E Vv[ 8§ ] vS 3}uS *Ju%o u v3 % * VA]e P

}ves § S]}v < e[ofS v [porotocole de barcoding largement décrit dans le chapitre matériel

S udZ} XD Jeeli[v Ale <}V %IMEkH}]}% %0 E %G » eWsE}i § 10
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membres du laboratoire, qui se sont trouvés intéreséés v[ ] v % ¢ Z & Z ce A 0}%0°
protocole que pour ma propre utilisati’U u ]Je pHee] %}uE PSEU]U pv PSEP] <u] V]
(}J& u vs pv %0 S o[FrjgsHEishdireux X% }UA}JE E]JE <«<pu[ v i vU %o &
été utilisé a ma connaissance pour 5 autres projets que le mien dont deusegsont pas d

laboratoire.

W } paialpse de données de métabarcoding, le constat a été le mémpayurde barcoding
Jo V[C A ]38 % + dispaniBl¢&p [pboratoire pour analyser les donnéesv E } péhipgup
projet ayant tenté de développer avec plus ou moins de succes, ses propres protofoleso C e e
Etantpv PE v %o *¢]}vv § Zv}o}P], ap#és plrelgpas vechirghes sur internet, je
*u]e Stu cp& o[ ES] o «u] o Zuvs s & P& v -IYRER 15 §Fv ~ ES
pas pour rajouter du contenu & mon manuscrit, mais pour montrer a ceuxajanti cette thése que
deux profils sur les 6 énoncés font entrer en jeu des biologistes. Certains, armés de,yudonwent
C EE]A EX [ 58 $3e @[ BAIE «<uE » 3E«dout faite]|%o)3rE o[ud]o]e 3]}v
Mothur, Qiime et FROGS, que ce soit pour simple machine de bureau (un mipiuissante tout de
méme) ou pour calculateur. Encore une fois] ( ]S o perddrin@ de développer ce travail pour
<U [ USE  o[uS]o]e VEX W}lulnt oI §5 (E |& prgbdEmaliq@Es scientifiqgues
plutdt que techniques gagme un temps précieux. Ainsi, peut-étre, le temps gagné permettraie-

comprendre plus vite les environnements profonds, avant leur destruction potentielle.
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Qonclusion générale

o[]JveS E pn u} o IRidicEisexqdulaty crevette au succes écologique (et médiatique)

a la fois par son régime alimentaire et la densité des populations rencontréggemures systemes
hydrothermaux,Rimicarischaceiest restéei e < | i}HE ve o[}u & e }ue]v X hv
gui ne prend pas la « grosse téte », semblant disposer du méme potsyitidiotique avec les mémes
lignées microbiennes que sa voisine, a lesfoi]e & § § ]e%o}e v§ [uv S}usS viv v Po]
régime trophique mixte, entre symbiose et nécrophagie. Dans un contexte épadogi économique
}M o[Z}uu SEN]S o[ VA]E}vv u v cible les} systenfgsshyEothermaux, la
plasticité que semble présentdimicarischaceilui permettra-elle de devenir la futarstar de ces

VAJE}vv u vse Atgrtiques ou la bataille pour le role de crevette en titre sera-t-il plus
difficile & obtenir que prévu 2dhalyse de la biogéographie des symbiontes en fonction des sites

hydrothermaux partagés entre ces deux espéces scellera-t-il le desRimdearischacei? Y

La suite dans une prochaine thése ?
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Bioinformatique associée au barcoding/ metabarcoding

ATTENTIONV % ES]|E % E PE %Z ~ips<p[ B % E u] E ES] o U
O[]Jv(}Eu S]<p S o 1}IV(}EuU S]«p X *  }u dnt vite fleentic difficitel}as %o} u A
comprendre ou a lire, la rédaction, le vocabulaire, ainsi que les tournures de phrases so
volontairement plus « légéres », de maniere a désacraliser cett® baf}J]E& «<pu[ *S o ]J}]Vv(}EuU §]«
Ve O e [pv %08k darcddihg/métabarcoding. Les laboratoires que sont le LM2E
(fremerlh Ke 8§ Dy ~hWD ¢ v[ C VS %0 ¢ %}UE }u ]Jv E oy%{}¥Ew SPopE S
et la bioinformatique, cet aspect de ma thése a donc été particulierement intéressamem
passionnant) 3§ u| lvv o] S8 Ve EES]|S Ve O U #inimd més

collégues ou futurs arrivants des laboratoires que sont le LM2E et AMEX.
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vivant, et est utilisée dans diverses disciplines. Son utilisation, biertrgs intéressante, reste plutét

1((] To [ © %o}UE PV V }%ZCE X Juu V[]u% }HES pUSUE0 u} v Pholl o0& JA vo
& o] o 0O % ]Joo e+ U o[uS]o]e S]}v o] 1I3IWIEwW <y v ee]
Ju% S v X > }jpusSloe [ v oCe s ]}V(}EU S]cp » o}vs VE}]E WA <}y
gratutsU Jo v[ v (E *8 % * u}]ve <u o %umigdeménten ligre gesdanjmanales

elue J(( & vSe 0 VP P % E}PE uu 3]}V ~%C3Z}vU YpZFol i A Y
[ £%0}]5s3Jpv §w}AU D Ju v }JE >]vpAEX % v vSU oJiss]o]e S]}v
nécessite bien souvent plusieurs heures, voire jours. Pour étre étudiés et,téstsg les choisiet

Aop E o0 HE % ES]v vV Y dius e « Jv(}EuU 3]}ve *}VIES o SEE}V} % Z
petit peu partout sur le net. Et si on gagnait du temps Z %]35E M KT SE}uA E o[]\
les outils, comment les utiliser... Ce chapitre ne sera bien évidemment pas exhaustif anpaigri but

[!S Bimple, didactique, et alimenté de diverses sources (notamment scientifiques),dafin

% Eu SSE V[Ju%}ES <4d 00 %o Ee}vv U Y 8§ P] & EGu @& Z uE
1}IV(}Eu §]<pu U 8 JMAE]E pv VIMA p ulv X ~p[po]Pw}uAvéU oP}E
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potentiel de la bioinformatique sera développée ici.

Trois buts principaux concernant ce chapitre sont a retenir : 1) faire office de « tutqrieirntoute

personne lisant ce manuscrit (du stagiaire au chercheur) souhaitant essayer et/ou utiliser la
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bioinformatique pour traiter ses données, 2) étre vulgarisé pour qu'aufommeation particuliere ne
soit prérequise (a part savoir utiliser un clavier, une souris, internetneiditeur de texte), 3) le tout
appuyé par des sources scientifiques et/ou communautaires.

Tout lecteur ne sera pas concerné de la méme maniére par toutes les parties de ce chapitre.

Le contexte général

L[JV(}EuU S]<p H eve 0O EP } p% pHVv % ES v}iv v Po]P o0e}]Sve ] v
politique, économique, social, scientifique... Bien évidemment, c'est I'aspect scieatifigi nous

intéresse ici. Que ce soit pour écrire des projets, gérer son emploi du tempserréatigarticle,

modéliser les courants océaniques, ou reconstruire le génome de votre anirdgétal ou
microorganisme préféré, il vous faut un ordinateur. Mais de la méme magigiteest difficile de faire

du béton avec une fourchette, ou peu utile de couper un concombee ane trongconneuse, il existe

différents types d'ordinateurs avec des utilités qui leurs sont propres.

Gomment choisr sa machine ?

Pour bien comprendre commes Z}]+*]E o[} & ]v poupnf@re deda b®informatique, il faut
(]E pv S3}uE +}pue o o A] E A}ISE }E Jv 8 UE % }EFREMmUL }p u S3E
Kv JeS]JvPu & 1] SE}]® %] * % E]V % 0 * %}uE& ( JE*X  }ve Z}A

x Le processeuW [ *$ opu] <pu] 8 v Z EP (] "o+« duace_U SE
0 E % ES]E ve o &E -S§lfaut,ghhdd ilffauts maiEilbhelfiéorise pas grand-
chose.

x La carte de mémoire vive Z De W [ 8§ 00 <«<u] 8 v Z EP P & & o]\
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comporte plusieurs mémoires différentes : 1) la mémoire cache. Elle est présentdedans
processeur, elle est trés petite (moins de 10 Mo le plus souvent), mais tres rapiges
temporaire. 2) la mémoire vive, moins rapide que la mémoire cache, mais plus grande et tout
aussi temporaire (qui va de plusieurs centaines de Mo, a plusieurs Go).n®nhaire de
Uuee X [*S§ 0 Je<p PE SE ]8]}vv o6sa|otty term@ les dgnnges,S} |
Juu A}e %Z}5}eU A] }eU } pu v3eU 0}P] JnamreymoinsFapidewghpE 3
les précédentes, mais bien plus importante en termes de capacité de stockage (de plusieurs

Go a plusieurs To).
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Figure36 : Comparaison schématique de la rapidité et du stockage associé aux diffépestsiéymémoire d'un ordinateur

47



x Lacarte graphiqgue. [ *S pv (}Eu %oE&} e WE }vS o[ & Z]S SUE *§
o[]v(}Eu 8]}v PE %Z]<u U }uu « A] JUUP e QU%00 e/ U~ ¢ ]
% 0] L @EEHe pervhet de lire photos et vidéos, films ou graphiques de travdispbsent
de capacités plus ou moins importantes selon le modéle choisi. Un processeual rpeut
(( SH E o0 - 0O HOoe [HV ES PE %Z]<p U Jo « & % Vv VS§
[ A vd P Y [ +Sette yai€Bn que certaines applications nécessitent une carte

graphique, les processeurs traditionnels sont trop long a répondre.

Dans le monde des sciences, il existe quatre grandes classes d'ordinateurs que lagspeigr a ces
trois pieces différentes de I'ordinateur. Pour faire de la bureautique, un ordinateur togt'dey a de
plus basique est suffisant. Dés qu'il s'agit de faire autre chose, il faut adapténdiendr a I'usage qui

en sera fait. Pour analyser ou générer des modéles graphiques, il faut & vomatetdiune carte

graphigue (qui n'est pas présente sur les ordinateurs de bureautique). Plupdediynalyse sera

poussé, plus la/les cartes graphiques devront étre puissantes. Dans le cadre ddsatiodél
mathématique, il faut davantage de calcul brut, donc un/des processeurs de bonne(s) glalité(

> EV] E 0 *¢ U <p] VIpe JvE8 E e+ ] ]JU 5 pv v ®meu}OBE AVAS WE |

notamment pour faire de la bicinformatigue.

Pour étre plus précis, certaines analyses, ou manipulations des donnédsigoiriop volumineuses
pour étre stockésdans la mémoire cache, et inutile a stocker sur la mémoire de masse. Ipésatih
gue ces informations soient stockées dans la mémoire vive. Cependant, le calcul peutté&veda
V[Ju% }ES <p 0 5C %o % E} e+ WEU ul'u o] AISEuIre E3% A %
sera simplement plus long, voire beaucoup beaucoup plusYoXg
A ce stade, la question qui doit briler vos lévres est finalement dqgiseje choisir comme ordinateur
pour faire de la bioinformatique a mon bureau ? Quel processeur utiliser, quelltité de mémoire
vive est nécessaire ? Ai- ¢}]v [uv ES PE % Z]<p M
WILE ( ]E 0 J}IV(}EuU Sl<p U p pv E -} |Epak HesBineAdirqudev| S v
iU SE ]5uvs [JuP ~ }uu cJu P e+ 300]3 EE PUEBZ]<p}X A
recul, les besoins en mémoire vive minimum sont de 8Go, idéalement {668 est un avis
personnel). Il va de soi que choisir 8@oD « (E %opue oJu]S v8 v § Bu ¢ [}uS]oe pus]
16Go de RAM. Pour donner un exemple qui sera développé plus tard danapiee; 8Go de RAM
A}pe % Eu $3E [ UBROGS, hais [dgsSMlothur. Alors que les 16Go vous permettront

[ 1 Bkoles deux. Pour finir, le processeur. Le leader du marché reste la marque Intel skeupleist
E SE}uA Ve vie u Z]Jv X v § EuU - <t 0]3 U 0[] ] W *qveS JOUe GbosE]JH
et les i7. Les processeurs de type i3 feront de votre ordinateur de bureau ucdeimadiable par

rapport & vos attentes. Les processeurs de type i5 sont destinés aux calculs importaets. Et
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processeurs type i7 sont destinés aux calculs et présentre architecture différente des i5 leurs

permettant %% E v E Vv Z P upuv % ES] . 0 Moe (( SH ¢ % E pv
% E]/E %oope 0 A X >[] 0 %}IUE o ]}V(IEIX Ao (ISpw AGIER <pe plE
si les processeurs i7 sont considérés comme meilleurs, il existe certains proseds type i5 plus

performante [UV %o}]VS$ A quedewré@quiEalest i7.

Vous avez maintenant toutes les cartes pour pouvoir choisir astucieusement votre matériaie

quotidien.

Quel *GSu  [ARIS v Z]IE

Une fois votre machine en vue ou achetdees %o} ¢ MV Uu}u vS 0 < *S]}v p*CeSu [ A

1 o %}pE (]E o JMNV(Eu S]cp W t]¢ pA-8 3 U Vv A} E /op
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> e oCe3 u » t]v JAeU D }p v }E <U O}V %o %o V3B G Le@%(E |V 5] %o> IV

utilisés. Sur le marché des ordinateurs portables et de bureau, Windows représaviten 90% du

marché, Mac moins de 10% et Linux moins de 5%. Ces nombres restent imprécis erdeaison

différentes sources consultéed ]Jo v[ v E ¢S % ¢ u}]ve <p o u i}E]S e % ES

incontestablement détenue$o E t]v }AeX WIPHE us v3U t]v }Ae pliseatétpat 0 *Ce3

pour faire de la bioinformatique. Contre toute attente ce sont les systemasgdsur le noyau UNIX

qui sont privilégiés par les bioinformaticiens. Pour mieux comprendre tout itesit nécessaire de

(1E pv % p [Z]<S}]E X

Pour cela remontons,v i6060U 0}Ee+<u D] E}}(S *}ES ¢}v % E u]-0BOS*C+S u |

(ancétre de Windows, mais complétement différent de celui-ci). Ce dernier est corafisgrcimais

[}]v ['SE JUSIU cpESIUS <5 [ [AH%BG] S« SMSnotdiment le systeme UNIX,

le plus connu de ses concurrents, qui est bien plus albbutbo o pLe %o pt]ee vS8U u ] ]((] Jo VRS

un mangue d'intérét de la part du grand public. Pourtant a cette époqsedéux systemes ont la

méme ergonomie, une console noire avec du texte blanc. La méme année ge@iiy fut initié par

Z] Zz €€ "8 oou vU Ve 0 VRS E E pv "N }%] _ -~ NlueluE 1((

commandes@E S vS o ¢« ulu «« [hE/yU § 0 J*SE] p & PE NIXEStu v3X (

aussi payant, et cher, et ne peut étre acheté que par des grosses sociétés ou destésiEnsplus
(JLEV]E pVv *CeS U [ £%0}]8 8]}v PE Sp]l¥U-Q3%E]|SEEh AE}]S

~e}uA vE pee] %% 0 K% vme}(puHogicielXlidrede @rod est un systéme dont on

peutav}]E o } <}uE Xes syplandes@ropriétairds juu t]v }AeU }vs Alpe v[ pE

jamais la recette. Pour faire une analogie simple, Windows est comme Gaxad i u ]Je A}ue v[ pE I

la recette. Par conséquent un logiciel libre de droit est le plus souvent g(pasittoujours, mais cela
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reste rare), il est donc possible de le copier, le modifier, et le redistribuetra gonvenance, sans

aucun souci.

GNU prone ainsi une philosophie informatique nouvelle visant a elolencode source au plus grand

viu E U S 0] & 0 }uupv puS ¢[C Jvs E *+ vS U 0]}E E o0 ¢ Z}e X
[ 3 uluovdpu[pv VIHA 00 % Ee}vv VSE Vv i pU >]vuevd}EA o o
% E}%E *Ce3 U [ £%0}]5 S]}IVX YU 0 E %% }ES HA0 © %bAE }%o0 & }E I M
§]1v3 }Ju%o uvs JE X > %E}i § 'Eh Al |&des pEgraiEmes dgibasd}v %o %o
~ }uu o0 }%] El }oo BEU 0 *pU%%E *+]}v ardisglie@Ersdprvalsl qnédit S ES
0 N "HE_ M *CeS u [ A% 0}]S S]}vU <p o[}yEBSWvoo o0 VMFEURK E&}i B
(Jv]S % €& }vv B 0o *CeS u [ £%o0}]S S]}v EhS}vpE>A¥pvp & hE 3 W <
par abus de langage A] v & <u o[}V %o%olLimax. Hi}UE [Zpu]

§ D KA ve S}us M [ S pv «C+3 u [ £%0}]5 &]kw Ap] pvs Jvs

développé et commercialisé depuis 1984, dont le noyau est directement basé sur UNIX.

Alors pourquoi faire @s vS [Z]*S}]E %o}uE >]VHAEU § ¢] % U %o}uE& D KN §t
parce que le systeme Windows est le plus commercialisé (et que le lecteur guiétesup sGrement

i nu8]o]le U S <p 0 *CeSu D K" 5 0 %ope }v E pAE o *X S
>[us]o]e S]}v >S]vpE % E& + VS }v  pv s EiBedtvgratpit, Ghlisé polr i3 P
majorité des outils de bioinformatiques développés I}UEU S <u[]o % U3 SE& ¢ *Ju% 0 U V?
sur un disque dur externe, et que la base UNIX est utilisée sur la maiesitgalculateurs (décrit plus
tard). Il sera donc plus facile de communiquer avec une machine dontweonsissez ou comprenez

a priori peu de choses.

NB : Depuis Windows 10, Linux (plus précisément Ubuntu) a été directement incapsysteme. Il

A}pe 3 Iv %o}ee] 0 [p3]o]e E ]JE 3 u vsS >|vuk uE APBEFEIAIES ]|V §
continuer a travailler sur vos logiciels Windows préférés. Pour lecplonaisseurs, la différence ave

0 s U Z]v s AJESH 00 ¢ 3 <u e L@ WEJSW3 10 ddine 8es résultats de
performances bien meilleurscp[pv  u Z]v  A]JESH 00 U % E «<p pHee] E %o]

nativement démarrée sous Linux.

Pour récapituler, les systemes Mac OS et Linux sont les descendants du systbtng@ls sont donc

Aelulo JE ¢ [UV %o}]VE Au o]Pv Juu v eU 33U <o FSXAe 3 p
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Windows Linux | Mac OS
Descendant de MCOS UNIX | UNIX
Interface graphique +++ + +++
Disponibilité de logiciels interfacés +++ + +++
Disponibilité de logiciels en lignes de commandes + +++ +4++
Utilisé en bioinformatique + +++ +++
Prix ++ 0 +++

Figure37 : Tableau comparant les avantages et inconvénients des systémes Winoxs et Mac OS pour faire de la

bionformatique.

Quelle distribution Linux utiliser ?

Ve 0 % ES] % E vi Uo *CeSu [ £A%0}]S S]}v >]ZE] %§uE E]:
effectuer la bioinformatique de ce chapitre, en association avec Windows. Il ragteléanéme un
probléme avec Linux qui peut étre perturbant : le choix de la distributicdm#/si ici le but premier
de Linux est de pouvoir faire de la bioinformatique, tous lessatéiurs Linux ne font pas de
bioinformatique. De plus, comme précisé précédemment, le systeme Linuxrestiéitdroit, il peut
donc étre copié, MODIFIE, et REDISTRIBUE. Ce sont ces deux derniers termesrpgrsantsi car
certains utilisateurdJ ¢} ] § U }luupv S ¢ JVv(}EuU S]<pu * }vS W% JUIE o [ >V]EY A& |)EE
le rendre plus esthétique, plus siio [uS]o]e $]}vY lieula de hombreuses distributions.

Ve uv 8§ Eu % ope }JuupvU ] Alpe Z § H pewtyAojSlesBptiorisEpdry, ]|E U
(ulo] o «U (JvI8]}ve H]EU }]eY [ 8 ]] opdlhve Z}vpAAU oA} upSERZ}]
A}SE ~u} 0 X WIUE *Ju%o](] E v }E o0+ Z}e U 0} PEP0IZ]cpn <p]A

les distributions.
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Figure38: Schéma de I'histoire de différents systemes d'exploitation.

> § GEu h pvdpu A}pe 5 e ve }ud (ujJo] EU § [ 8 vV} EuAHW %Fop 3
connue du grand public. Sivous souhaitéziy Jv]3] € o[ VA]J]E}vv u v$§ SE A ]Jo >]v.
h pvsp 8 pv Z}]A Jvs E ¢+ v8X > ¢0}P v 0 e35E®] vuSAE} Yool @ S e +S(
Zpu Jve X %oOUeU 0O U] iI}UE ¢}vsS (E <pu v8 & {&furono ¢ 0 u}]
v Po]P o U }uu ]Jo C U JUu% [HuS]o]e S uE- Pu%%E d Juivs U Jo C

} Hu v8 8]}V eu@E Jvs Ev X ~] A}pue A}lpe %o}e | Opementdéd perndd, ety o<p[pv

une réponse y a été apportée.

NB : Dans le cas[uS]o]e Fem€E da/distribution conseillée est Fedora. Le réseau informatique,

ainsi que le calculateur (développé ultérieurement) DATARMOR, sont configurésnequiuétsimples
[u8]o]e 8]}v A 8§38 ]*SE] pusS]ivX /o pouw toliie «aBde ¥echerchilevsur«p

internet, les réponses Ubuntu sont souvent adaptables sur Fedora. Apres tout, toutlistaésitions

sont basées sur le noyau Linux..., La base reste donc la méme.

La hoinformatique en tant quetelle

Il faut savoir qued bio-informatique est un domaine non pas pluridisciplinaire mais présentant
plusieurs domaines de compétences spécifiques, tout comme la microbiologie est représantise

0 ]J}o}P] u}lo po ]JE U o] MOSHUE Y N po u bidlihfamatigue(s@at vSe ¢ %o
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représentés par des genres de bioinformaticiens ayant des qualifications qui leur spreagron peut

en citer 7 (tiré du si :

« Le scripteur
Nous commencons tres fort en entrant dans un monde dangereux : le monde des trolls. Euni dffe

scripteur dit langage de programmation de prédilection. Vous aurez dtoitita le python, c'est lg
langage le plus puissant du monde, le perl, c'est juste bon a avoia faatéte, le ruby est san
contestation possible le langage du futur... Bref je ne vais pas tous vdagdeon y passerait I
iIJUEV ~A}E IvU 0o o B%3UEE bodd

Souvent incollable sur toutes les petites astuces de ce dernier, il affectiégaéeanent de maitrise

%oOpeeX 'v E O U VS
ses différentes librairies exotiques pour sublimer ses résultats.

Le scripteur est utilisé bien souvent pour l'analyse de gros jeux de dbimlégijues. Il aimera s'aide
des diverses banques de données biologiques mises a sa disposiliowedniou en interne dans sg

laboratoire.

Le bash lover
Ceux-la n'ont besoin que d'une seule chose pour pouvoir travaillererramal. La puissance de
dernier fait que, quand on maitrise son langage, tout devient possible. Ces bioit@nsasont

souvent assimilés a des "maitres jedis" ou sont généralement les grands "gourous" des labes.

"

paun
ordinateur. Pour peu que le bash soit en fond noir avec le texte en vert (Matrix) et la vous auee

effet toujours assez impressionnant pour nos amis biologistes de voir un homnher

respect de vos collegues...

Blague a part, ces bioinformaticiens sont souvent assimilés aux scripteurs. Meaissudibut pas leu
dire, car dans leur téte c'est bien deux mondes différents ! On ne mélant¢gsgaschons avec le
serviettes ;-) . Sans parti pris, je pense pouvoir dire que les deux se valeauaggaux. L'un aimer
partir de zéro, I'autre aimera avoir des petites fonctions magiques déja tolites dsappeler de temp|

en temps.

Le codeur fou

Ce genre-la est assez paradoxal. Il aurait tres bien pu s'en teniioéntiatique pure et dure, des 1

des 0 avec un poil d'algorithmique. Mais ces gens-la aiment I'idée de poamthiner les choses, e

allier la biologie a l'informatique les a sans doute séduits. QuoigLelsoudemanderez, bizarremer,
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leur solution ne tendra jamais vers la facilité. Leur esprit complexe et tordu Eseasouvent g

réinventer la roue. Certaines rumeurs vont jusqu'a dire que ce sont des infeemaijui cherchen

I'amour, mais nous n'irons pas jusque-la. lls aiment manier plusieurs langkgissa connaitre leurs

forces et leurs faiblesses et utiliser le bon langage au moment propice tout enrjuldifiachoix grace

a une multitude d'arguments qui tiennent la route mais qui peuvent malheureusersensduvent
étre assimilés a du troll.
Le plus souvent ce bioinformaticien est nécessaire pour construire des dakesées, implémente

des logiciels ou encore concevoir des interfaces web pour des biologistes.

L'élu (50% bio - 50% info)

Une espéce assez rare mais qui mérite d'étre citée. Etre bioinformaticiemydtesta allier la biologie

et I'informatique, mais la difficulté c'est de faire ca de maniére équitable. En effet, il est racésee

—*

=

cr

un bioinformaticien une pipette a la main, et pourtant ¢a paraitragsgue logique ! Ce genre-la est

donc capable a la fois de réaliser ses expériences sur la pailldeslegtnalyser ensuite grace a I'ol
informatique.

C'est la définition la plus parfaite de ce que peut étre un bioinformatitiais, c'est pourtant la moin
répandue. Peut-étre parce qu'a un moment donné il faut quand mémsircleoitre biologie ol
informatique car les deux cases ne rentrent pas dans les papiers de I'administration ?
Ces bioinformaticiens sont donc rares, mais existent. D'un c6té, on se surprend a les @avitulé
pluridisciplinarité quasi parfaite, et d'un autre non car on $edil n'est pas possible de s'impliqu

réellement dans les deux a la fois vraiment a fond. Il doit rester un goQt d'inachevé...ou pas.

Le pousse-boutons

lls sont souvent comparés au "bas niveau" de la bioinformatique, quand bien nsésmntildéja
acceptés dans la caste tres noble du bioinformaticien. Leur fonction est en efifeted'les scripts
logiciels ou bases de données existantes pour en tirer des informations ou desstéSalgros et ef
exagéré, ce bioinformaticien la est une sorte de technicien a qui on daimméza de données et q
maitrisera un/plusieurs outils pour en extraire ce qui lui sera demdtdéhéorie, il faut donc "juste
étre capable de savoir lire un/plusieurs manuel et de savoir interpréter des donnégijbies.
Ca peut étre marrant/reposant un moment d'appartenir a ce genre de bioinfari@atia, mais n'y
restez pas trop longtemps sans quoi vous risqueriez d'y perdre votre flamme.

Le matheux

Une espéce intéressante ! En effet, souvent lorsque qu'une équation apparait dangserggion,

la plupart de l'auditoire (composé de biologistes et/ou de bioinforcreats) prend peur ou bien to

util

N

p—

it
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simplement décroche d'un seul coup d'un seul. Alors que notre matheux, lui, sera complétsomaht fa
par cette petite équation toute béte qui, pour lui, sera la simplement par évidefes. un fait : les
maths sont aussi présentes dans le monde de la bioinformatique. On peut les catetiezsadoses
(ou je pourrais plutét dire les éviter, pour certains), ou bien alaeckhr a utiliser leur force pour
arriver a nos fins. Mais tout le monde n'a pas I'esprit des mathématiquesi &gtjgue sirement que

cette catégorie de personnes reste appréciée dans notre milieu, bien que souweatiecamprises

Uy

On parle en effet d'une science théoriqgue mise en relation avec une sciengeégppfas toujour
évident, mais notre matheux lui, il y croit dur comme fer et vous prouvera par™guebes maths

sont l'avenir de la bioinformatique.

Le padawan
Et pour finir en beauté, j'ai choisi de vous parler de ceux qui tnolve@oie, la lumiére, osons méme

jusqu'a dire la sagesse. Il n'est en effet plus trés rare de voir des biologistes de formation faire les yeux
doux a la bioinformatique qui les aide de plus en plus dans lemeuttale tous les jours. Bien que la

discipline se répande de plus en plus de nos jours, tous les laboratoméspas encore leur
bioinformaticien, ni plateforme de bioinformatique. Il faut alors que les pauvres biologistes se
débrouillent par leurs propres moyens. Les plus courageux s'aventureront a lvetéeale notre

magnifique discipline. La motivation sera leur seule alliée. Aprés de longuesdbradss articles de

bioinfo-fr.net, a faire et refaire les exercicegrdealindet a arpenter les divers tutoriels a droite et a

gauche, généralement ils donneront des bioinformaticiens d'une efficacité spectaculaire.

A n'en pas douter, ils seront un jour le départ d'une nouvelle race de bioinformaticiens. »

[ %o & » ¢ ]J(( ® v§ ¢ « E]%S]}veU 0o -+u]s SE A ]po *8 A vs
padawan. En effet, les scripts qui seront accessibles a tous sous peu sur le site &itdumon
patronyme vincentaprem@ S U Vv[}VS %o * %o}uE WUS & A}ops]}vv E o «]v U
analyses qui peuvent apparaitre complexes aux non utilisateurs courants. Alogaiporéaliser des
scripts accessibles a tous ? Pour que mon travail perdure durant les quelques anr@esau sein
ujv.o }E S}E [ M ]JoU %}pE S}us SC% VHE]E]U&E SEGE ulys |5e°]
réalisés pour analyser les données selon différents paramétres. Réaliser des scripts samtrat
analyse compléte est donc devenuv ¢+ JE X "]« progréamation» e« o E]% S V[ ¢S %o *
}%3Ju]le 8 0 <pu[pv AE ] Jvip@EO 5 J& W JV[ v E 5 vE % « 8}]ve ((]
[UV %o}]VS Au  J}o}PJlcp U }v 18]} v 0 * usSlo]J* & }EE S u vsX
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Encadrement stagiaire

Encadrement de David Francois durant son stage de M1 (2mois) sur de la microscopie FISH
(Fluorescentn situhybridization) pour un sujetintituléz Z & Z [UV %}S v8] oo <Cu ]}
bactérienne chez Rimicaris chacei.

Formations suivies.

Imagerie scientifique (MNHN)

Phylogénie : sl %} ES o[ Vv 0Ce o[ Alous]}v ~DE,E-
Worshop Métabarcoding (Ifremer)

Metarbarschool (université de Grenoble)

Anglais intensif (UBO)

Aide a la publication en anglais (UBO)

Fortran 95 (UBO)

LaTeX (UBO)

Prévention des risques radiologiques (Ifremer)

Initiation & R (MOOC internet)

Formation donnée.

>[ v( & o[Ju P &] <] vs](]J<p ~(}&uU S]}v ]vSs Ev po }CE S}E

Participations grand public.

Forum des étudiant Azimut 2016 et 2017.
Fétes de la science 2017.

Nuit européenne des chercheurs 2086 ~W E} t S]}v [UV %o}*S E }H O -«

Participation a des colloques:

International :
Congreés international Deep Sea Biology Symposium session 2015 (poster)
National :

CONNECT 2015 (poster)
CONNECT 2016 (oral)
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Autres oraux hors colloques :

- Journée UMR BOREA 2014 et 2015
Forum des doctorant LM2E 2015 et 2016
Journée LEP 2016

- IHCEV o[ ~D 1iio

Autres:

- Création de la Newsletter du LM2E version web et participation a la rédaction de la

Newsletter durant les années 2015 et1®)
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Poster CONNECT 2015 et Poster du Congrés international Deep Sea Biology Symposiua0$6ssi
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Posters de la Nuit Européenne des Chercheurs 2016 et des Fétes de la Science 2016
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Description de la diversité microbienne associé€horocaris chacei

une possible double symbiose.

] veih SE * % U A%O0}E U 0 ¢« (}v e} Ve %} 0EE HBEETE %o E
ul]v] & u}lv ] o X >[Ju% $§ s dctijites reste encore inconnu, notamment sur les cibles
privilégiées que sontleaC+5 u « ZC E}SZ CEu p&£L£ 35 o PE- }eCeS u X SE /
crevette Rimicarischaceiet a sa potentielle symbiose avec des bactéries hydrothermRleshacei
présente une alimentation mixte, nécrophagie et symbiose, plasticité alimentaire qui paétreaun
atout en cas de modification de son environnement. La proximité phylogéméttacologique de€.
chaceiavec une autre crevette hydrothermal&imicarisexoculata,laisse supposer une possible
histoire commune de leurs symbioses.

Deux compartiments biologiques des crevettes ont été étudiés au course deavail, le
%Z 0}SZ}YE £ S o Sy ]P «3](U A] MAE %% E} D+ [Juwkso] u vsS ]

moléculaire. Nous souhaitions répondre a deux questions jiiv 0 « ~ie E]JE o SC% [ °°]
entre la crevette et ses « symbiontés [puv %o} ]vS A panatdGE@eeZe} phylogénétique. (2)
Evaluer le degré de similarité entre les symbionteCdehacej et R.exoculatavia une approche de
métabarcoding. Notre but est de déterminer si une possible variation dstldbdition des symbiontes

eS8 Z1 o UE *% < v (}v 3]}v p ]38 ZC @E}SA|EYvey J}IB]BIVY v
(}v 8]}v o[ * %o E A 33 Su ] ~ &ssdcigtidh detcseddux facteurs. La

1}1v(}EuU S]<p C VS Uv % ES Ju%ke}ES VvS§ ve o[ v oCe } qvPWv o
une partie du manuscrit lui est dédiée pour « désacraliser SC% [ v 0Ce X

Mots clés :Rimicaris (Chorocaris) cha¢®imicaris exoculatahydrothermal ; symbiose,
métabarcoding.
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Description of the microbial diversity associated witbhorocaris chacei

A possible double symbiosis.

Deep-sea ocean may soon represent deep-sea mining industry future. However, these
environments are still poorly explored. Therefore, mining issues on deep-sea ecosy®® not yet
evaluated, mostly on their main target: the deep-sea hydrothermal vents. Our study foousad
shrimp,Rimicarishaceiand to its potential symbioses with chemoautotrophic microbial comities
This shrimp have a mixotrophic behaviour, mixed between necrophagy andiasisabit could
therefore have a potential trophic plasticity in case of steep environmental modditatMoreover,
C.chaceiis closely related t&Rimicarisexoculata,n terms of both phylogeny and ecology. This could
let suppose a common symbiosis history, presenting nowadays two different levels of association.

Two potential symbiotic microbial communities have been studied here,located in the
cephalothorax and the other in the digestive tract, using two complementary ajghes: microscopy
and molecular analyses. Two main points have been focused in our work: (tibDegsthe shrimp
and its associated microbial communities in terms of morphology, rejeer&énd phylogeny. (2) Using
a metabarcoding approado evaluate the similarity level shared betweéhchaceiandR.exoculata
associated microbial communities. We intend to analyse a possible genetitaraeimong symbionts
of the two hosts, whether it would be linked to the hydrothermal vent origin (geograpir to the
studied shrimp (host), or both of them. As bioinformatics was an important ffantyovork to analyse
barcoding/metabarcoding data, a part of my thesis is dedicated to explain these analyses as b tutoria
for all future users.

Keywords Rimicaris (Chorocaris) cha¢®imicaris exoculatahydrothermal ; symbioses,

metabarcoding.
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