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Introduction



L’océan profond

Durant de nombreux siecles, I'Homme a entretenu l'idée que les océans étaient un abime sans fond.
Ferdinand Magellan, grand explorateur du XVI®™ siécle, et premier homme (avec son équipage) a faire le
tour du globe en 1521, a encouragé cette idée, suite a une expérience menée durant cette expédition. Il
réalisa des sondages bathymétriques au milieu du Pacifique a I'aide d'un cordage plombé de 800 m, et fut
contraint d'admettre qu'il n'était pas en mesure de mettre en évidence la preuve de I'existence d’un fond de
la zone étudiée (Calgano, 2011). Ce que ne savait pas Magellan a cette époque, c’est que I'océan Pacifique
présente en trés grande majorité une profondeur supérieure a 800 m (Watling et al., 2013). Forbes émit plus
tard, suite a ses travaux a bord du HMS Beacon en 1843, la célebre Théorie Azoique, dans laquelle il démontra
via une étude effectuée sur des végétaux aquatiques que la vie dans les océans ne peut se développer au-
dela de 550 m (Forbes, 1843, Forbes, 1844, Forbes, 1859). Le manque de communication scientifique a cette
époque ne lui avait pas permis d’apprendre qu’en 1818, le capitaine John Ross, lors d’une mission
d’exploration dans les régions arctiques, remonta le premier organisme abyssal découvert par 'Homme.
C’est en effectuant un sondage bathymétrique dans la baie de Baffin, avec la méme méthode que Magellan,
mais avec un cordage plus long, qu’il découvrit un organisme fixé sur le cordage, dont les caractéristiques
morphologiques ne permettaient manifestement pas la nage. Il en déduisit que cet organisme, aujourd’hui
identifié comme appartenant au groupe des gorgonocéphales était présent sur le fond, dont la profondeur a
été estimée a 2 000 m ce jour-la (Ross, 1819, Anderson & Rice, 2006). Cette découverte ne fut cependant
dévoilée que plusieurs décennies plus tard, ne permettant donc pas de remettre en cause I’hypothése de
Forbes. C'est en 1861 que les premiers organismes abyssaux furent présentés a I’Académie des Sciences et
rendus publics via les travaux d’Alphonse Milne-Edwards, qui étudia un cable téléphonique endommagé

tendu entre la Sardaigne et I'Algérie, immergé entre 2 000 m et 2 800 m de fond.

Bien que la vie dans les profondeurs ait été démontrée, il a ensuite été pensé que bien que présente, elle y
était rare, notamment a cause de l'absence de lumiéere nécessaire a la photosynthése, des faibles
températures (environ 2°C), des fortes pressions (200 atmosphéres a 2 000 m de profondeur), et de la faible
concentration en nutriments (Riley et al., 1965, Prieur, 1998). Il s’avére que cette idée regue est vraie pour la
majorité des zones abyssales en ce qui concerne la macrofaune. Il existe cependant des environnements
profonds qui foisonnent de vie. Nous ne développerons dans ce manuscrit que les systemes hydrothermaux,
bien qu’il existe aussi les sources de suintements froids, les carcasses de baleines, les bois coulés (pour ne
citer que ceux-la). En 1976 a eu lieu une succession de plongées dans I'océan Pacifique avec I’Alvin au cours
d’une expédition franco-américaine, plus précisément sur la dorsale est-Pacifique (EPR, East Pacific Rise en
anglais), afin d'observer de visu des systemes hydrothermaux avec un intérét tourné vers la géologie. La
surprise fut de découvrir non seulement les systemes hydrothermaux en question, mais aussi un écosystéme

foisonnant de vie (Corliss et al., 1979).



L’hydrothermalisme océanique profond

Il est difficle de comprendre, voire de conceptualiser un écosysteme biologique ou microbiologique
colonisant les systémes hydrothermaux, sans comprendre (au moins dans les grandes lignes), le

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

Répartition et fonctionnement

Les systémes hydrothermaux sont des systemes géochimiques marins rencontrés tout autour du globe. lIs
sont tous la résultante d'une activité géologique et tectonique sous-jacente importante. C'est pour cette
raison que la majorité des sites hydrothermaux recensés a ce jour sont marins et présents le long des zones

de jonctions des plaques tectoniques (Figure 1).

30°E 60°E 90°E 120°E 150°E 180 150°W  1200W 90'W 60°W

Aleutian Arc

Hellenit
Asc

GalSpaeos

Rift

Mid-ocean ridge Arc volcano Back-arc spreading center  Intra-plate volcano —— Ridge & Transform F 4 \ 'ﬁ,’
@ Active A Active W Active & Other . Trench 2 2
o fi Al fi B unc d # Active Exclusive Economic Zones 'q’f, EJ

B

Figure 1 : Répartition géographique des systémes hydrothermaux océaniques profonds autour du globe. (Source NOAA)

Les autres sites hydrothermaux connus, non marins, ou ne résultant pas de I'activité aux points de jonction
de plaques, sont soit des sites hydrothermaux terrestres (aussi appelés site thermaux), ou des sites
hydrothermaux issus de points chauds. Un point chaud est une zone de remontée et d'émission locale de

magma basaltique, dont l'activité ascendante se traduit en surface de la lithosphere par une activité



volcanique. Pour n'en citer que quelques exemples : I'archipel d'Hawaii, les fles Samoa et Australes, I'ile de la
Société, ou encore les fles Gambier et Pitcairn (Hékinian & Binard, 2008). Leur activité n’est pas directement
liée a la tectonique des plaques, et permet méme de I’étudier. En effet, |'activité volcanique générée provient
d’un point chaud profond fixe et donc le point d’éruption ne se déplace pas, tandis que la crolte
lithosphérique oui (Foucault & Raoult, 2010) (Figure 2), laissant alors des chaines de volcans retragant le

mouvement de la plaque.

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

deux sont générateurs d’hydrothermalisme : I'accrétion et la subduction (Figure 2).

José F.Viail

Figure 2 : Représentation schématique des différents types d'hydrothermalismes (modifiée de I'USGS)

Les zones d'accrétion sont situées au niveau des dorsales océaniques : la dorsale médio-Atlantique (Mid
Atlantic Ridge - MAR en anglais), la dorsale est Pacifique, la dorsale Pacifique-Antarctique, ou encore les
dorsales sud-est et sud-ouest Indienne. Elles sont toutes marquées par une importante anomalie thermique
positive a leur aplomb, ce qui est corrélé avec une remontée de |'asthénosphére au niveau de cette zone
(aussi appelé rift). Elles forment ainsi des régions de production de crolite océanique présentant les plus
longues et les plus hautes chaines de montagnes de la planéte (Van Dover, 2000). Les nouvelles laves
générées (majoritairement basaltiques) 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 mouvement produit par conséquent une

activité sismique réguliere (Foucault & Raoult, 2010).



La subduction quant a elle, est un phénomene qui se traduit par la plongée d'une plaque sous une autre. Le
plus généralement, c'est la cro(ite océanique, plus lourde que la crolte continentale, qui plonge sous celle-
ci. Ceci se caractérise par la formation de fosses océaniques, ainsi que par de fortes activités sismiques, liées
aux frottements des plaques entre elles. Ces frottements sont aussi responsables de volcanisme andésitique
situé a la verticale de la plaque plongeante (Foucault & Raoult, 2010), créant ainsi 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 pouvoir générer d'hydrothermalisme, mais qui
présentera un intérét par la suite, est ce que l'on appelle une faille transformante. Il n'y a ni apport
(accrétion), ni absorption (subduction) de matiere. Ce sont des failles qui sont paralléles au mouvement des
plaques (Fouquet et al., 1994, Foucault & Raoult, 2010), et peuvent présenter des barriéres naturelles contre
la dispersion biologique (O'Mullan et al., 2001, Guinot & Hurtado, 2003, Guinot et al., 2003, Won et al., 2003,
Little et al., 2004, Johnson et al., 2006). Elles peuvent faire plusieurs kilométres de long pour plusieurs
kilometres de large, et peuvent aller jusqu'a entailler la crolte océanique sur plus de 3000 m d'épaisseur
(Hékinian & Binard, 2008). La plus célebre des failles transformantes est la faille de San Andréas, mais on
peut aussi citer la faille transformante de Garrett (Dorsale Pacifique Est), ou encore la faille de Kane (Ride

Médio Atlantique ; MAR) (Sykes, 1967, Karson & Dick, 1983, Pockalny et al., 1988).

Si on regarde a une échelle plus locale, la formation d'un systéme hydrothermal nécessite trois facteurs

principaux (Tivey, 2007):

e Une source de chaleur importante, fournie par du magma ou de la lave partiellement solidifiée (voir
ci-dessus).

e Un substrat perméable, ou présentant des fissures, comme par exemple un substrat basaltique
volcanique régulierement soumis a une activité tectonique (voir ci-dessus).

e Une source d'un fluide saturant (ou pouvant saturer) le substrat, comme par exemple de I'eau de

mer.

On remarque donc que la tectonique des plaques est un moteur puissant dans la génération de systémes
hydrothermaux. Le processus a la base de leur formation et de leur fonctionnement suit les étapes suivantes
(on prendraici I'exemple de systemes marins) : I'eau de mer s'infiltre dans le plancher océanique fissuré suite
a la sismicité locale, au refroidissement du magma en surface, ainsi qu’a I'effondrement du magma sous son
propre poids (le magma solidifié étant plus dense que le magma en fusion). Puis se rapprochant d'une source
de chaleur (comme une poche de magma), associée a de fortes pressions, I'eau rentre dans un état de
surfusion (ou état supercritique) (Norton, 1984, Bischoff & Rosenbauer, 1988), augmentant la solubilité des
métaux comme le fer (Fe), le manganése (Mn), le zinc (Zn) et d'autres composés solides tels que le soufre (S)

ou encore le silicate (Si), ainsi que des gaz volatiles provenant du magma comme I'hélium (He), le dioxyde de



carbone (COy), le méthane (CH4) ou le dihydrogene (Hz) (Norton, 1984, Alt, 1995, Tivey, 2007). Tous ces
composés sont par la suite lessivés des roches et expulsés sous forme de fluides hydrothermaux formant
ensuite un panache, caractéristiques de ces environnements. Ces fluides sont chauds (allant jusqu’a 400 °C),
anoxiques, souvent acides (pH 2-3), et chargés en éléments réduits (Charlou et al., 2002). Le contraste
important entre le fluide émis (pouvant atteindre jusqu'a 400°C) et I'eau de mer environnant (environ 2-3°C)
est tel qu'une partie des composés réduits dissous présents au sein du fluide précipitent, notamment les
minéraux, formant les cheminées hydrothermales, ainsi qu'un "nuage" (le panache) pouvant se disperser sur
de grandes distances. La composition des fluides varie d'un site a I'autre, mais aussi dans I'espace et le temps

(Johnson et al., 1986).

L'étude de ces fluides est trés intéressante car elle renseigne sur la composition des roches, et des systémes
géologiques sous-jacents d'un édifice hydrothermal donné. Ces fluides sont source de carbone et d’énergie
pour la vie a base de chimiosynthése (concept sur lequel on reviendra par la suite). Elle peut aussi permettre

d'estimer I'activité d'expansion locale de la dorsale (Baker et al. 1995; 2004).

Les systemes hydrothermaux de I’Atlantique

Historiquement, la dorsale médio Atlantique (MAR) a été la premiére dorsale explorée via le projet FAMOUS
(Stakes et al., 1984). Durant ce projet, de nombreuses découvertes ont été réalisées, mais I'observation de
systemes hydrothermaux de visu n’a pas été effectuée. Il faudra attendre les années 1985 pour que le site
TAG soit découvert au niveau de la MAR a 3670 m de profondeur (Thompson et al., 1988). De nos jours,
I’exploration de la MAR se limite principalement a deux zones. La premiére se situe au niveau du plateau des
Acores (38°N). La deuxiéme se situe plus au sud, il s’agit de la zone « Vema fracture » (11 °N). Quelques zones

ponctuelles situées en périphérie de I'lslande ont aussi été explorées (Fricke et al., 1989).

Sur ces deux zones (depuis 1985), une quinzaine de sites hydrothermaux actifs ont été répertoriés. Chacun
d’entre eux présente des caractéristiques environnementales qui leur sont propres, les deux principaux
facteurs régulant ces caractéristiques étant la profondeur et la nature des roches. Les sites présents a des
profondeurs importantes (>3000 m) sont plus stables dans le temps, une activité de 26 000 ans ayant été
rapportée sur le site TAG actif actuel (Rona et al., 1993, Lalou et al., 1995, Tivey et al., 1995). A contrario, les
zones situées a de plus faibles profondeurs (< 3 000 m), telles que Rainbow et Menez Gwen, sont plus
instables dans le temps et I'espace (Desbruyeres et al., 2000). Le deuxiéme facteur impactant ces
environnements, c’est-a-dire la nature des roches, permet de classer les systemes hydrothermaux en deux

catégories : les systémes ultramafiques et les systemes basaltiques.



Systemes ultramafiques versus systemes basaltiques

De la méme maniére que l'on trouve différents types de foréts sur le continent (forét boréale, humide,
méditerranéenne, de montagne...), il existe plusieurs types de systémes hydrothermaux. Nous n'en
présenterons ici que deux (ceux présents sur la MAR) : les sites dits ultramafiques et les sites dits mafiques.
Les sites ultramafiques résultent de l'interaction entre I’eau de mer et une remontée du magma profond
d'origine mantellique, tandis que les sites basaltiques sont basés sur des remontées de magma basaltique
basalte (Van Dover, 2000, Kelley et al., 2002, Fouquet et al., 2013). Cette nuance peut paraitre subtile pour
une étude de biologie, mais il n'en est rien. Car cette différence a un impact important sur la chimie des
fluides émis, notamment sur les fortes concentrations en méthane, fer et hydrogéne dans le cas des systémes
mantelliques/ultramafiques (Kelley et al., 2001, Charlou et al., 2002, Schmidt et al., 2007), chimie qui impacte

directement le développement microbien (Flores et al., 2011), donc la macrofaune.

La plupart des sites hydrothermaux de la MAR reposent sur un substrat basaltique, a I'exception de trois :
Rainbow (Fouquet et al., 1997) ; Logatchev (Bogdanov et al., 1995) et Ashadzé (Fouquet et al., 2008) qui
reposent sur un substrat ultramafique. La composition des fluides de ces trois sites présente de forts taux
d’hydrogéne, de méthane et de fer, mais sont relativement appauvris en sulfures par rapport aux sites

basaltiques (Charlou et al., 2002, Douville et al., 2002) (Figure 3).
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Mineral and gas end bers in Rainbow fluids compared to other fluids from the Mid-Atlantic Ridge
SW Logatchev MARK-112 TAG Broken spur  Rainbow Lucky strike Menez Gwen
(14°45N)  (23°N) (26°N) (29°N) (36°14N)  (37°1TN) (37°50'N)y

Depth (m) 3000 3460 3670 320043300 2300 1700 850

Tempermature 2 347/352 335/350 321/290 356364 365 170/364 275284
("¢

pH 78 i 3.943.7 31 = 2.8 3.53.7 4.2/4.3

Si{OH); (mM) <0.2 8.2 18.2/18.3 22.0 . 6.9 11.5/16.3 7.711.6

Cl (mM) 546 515 559/559 659 469 750 422/533 357381

Br (pM) 838 818 847 8RO/1045 749/765 1178 735/924 666/TI0

S0, (mM) 282 0 0 ] 0 0 0 0

Na (mM) 464 430 510/509 584 419/422 553 347/446 312319

Li (uM) 26 245 843/849 411 1006/1033 340 278/357 238274

K (mM) 9.8 219 236/23.9 18.0 18.1/19.6 204 21.1/26.7 22.1/23.8

Rb (pM) 13 271 10.5/10.8 10 13.0/13.6 36.9 22.7/39.1 203/294

Cs (nM) 23 385 177/181 110 139/146 333 200/280 330

Mg (mM) 53 0 0 0 0 0 0 0

Ca (mM) 10.2 273 9.9/105 26.0 11.8/12.8 66.6 31.3/38.2 29.7/33.1

Sr (uM) 87 138 50/51 99 42.9/48.0 200 67/119 100111

Ba (uM) 0.14 >4.5 =43 =19 >12.9=21.3 =67 10/52 =12

Fe (uM) <0.001 2500 2180/1832 1640 1684/2156 24050 30/363 <2/18

Mn (M) <0.001 330 491/493 1000 250/260 2250 84/446 59/71

Cu (pM) 0007 15/50 17/10 150 28.3/69.6 121/162 4/26 0.6/3

Zn (pM) 001 25/30 50/47 46 40.8/88.0 115/185 557 2.4/4.3

Gases

H>8 (mM) 0 0.5/0.8 5.9/5.9 6.7 8.5/11.0 2 2.53.0 <15

CO; (mM) 230 10.1 5.2/6.7 29734 6.0/7.1 16 13/28 17/20

33C(C0O,) =5 1l—=58 =43 = -84/ -100 90 =%y —-7.2/-10.6 —6.8/—-9.1
(%e PDB)

CH4 (mM) 0.0003 2.1 0.023/0.062  0.124/0.147 0.065/0.13 25 0.50/0.97 1.35/2.63

53C(CH.) - —13.6 - —-80/-95 - 18/ =19 — 158 =127/ =137 —18.8/-19.6
(%e PDB)

CO (nM) 03 - - - - 5000 - -

Ar (upM) 16 12 17/35 20/40 . = 11/30 11/38

N> (mM) 059 3.0 1.20/3.37 0.90/0.89 £ 1.8 0.61/0.97 0.60/1.90

H; (mM) 0.0004 12.0 0.19/0.48 0.15/0.37 0.43/1.03 16 0.02/0.73 0.024/0.048

Figure 3 : Composition minérale et gazeuse de fluides hydrothermaux de la MAR. Le site MARK-1/2 est aujourd'hui appelé Snake Pit
(Charlou et al., 2002).

Diversité des types d’émissions de fluide

Au-dela des aspects géologiques conditionnant notamment la chimie des fluides (et par conséquent
I’environnement chimique du site en question), certains aspects physiques liés a I'architecture des édifices
hydrothermaux sont a prendre en compte pour |'étude biologique de ces environnements. Pour cela, nous
allons décrire succinctement trois types d'émission de fluides (qui peuvent d'ailleurs potentiellement tous
étre retrouvés sur un méme édifice) : les fumeurs (smoker), les diffuseurs (diffuser ou beehive) et les rebords

(flange).

Les fumeurs (Figure 4a) sont les structures les plus caractéristiques des systemes hydrothermaux. Comme
expliqué précédemment, c'est le mélange entre le fluide chaud, chargé en éléments réduits dissous, et I'eau
de mer froide oxygénée qui entraine la précipitation de ces éléments et crée un panache hydrothermal
chargé de particules (Tivey, 2007). Ce sont ces précipités qui forment, a une échelle trés locale, les édifices.
Les fumeurs noirs sont caractérisés par un conduit central peu perméable, ce qui explique notamment la
faible dilution des fluides expulsés, leur température élevée (pouvant atteindre 450°C) ainsi que leur couleur

noire (due aux fortes concentrations en soufre et en fer) (Hannington et al., 1995, Van Dover, 2000). Il est
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aussi intéressant de noter qu’il existe des fumeurs blancs, tirant leur nom de la couleur du fluide émis, plus

dilué, moins chaud et de composition chimique différente (Tivey et al., 1995).

Les diffuseurs (ou ruches) (Figure 4b) sont des structures produisant des excroissances sur le coté ou le dessus
des cheminées. Elles sont trés poreuses et friables, et diffusent des fluides chauds pouvant aller jusqu'a
100°C. Le débit de ces structures est cependant moindre que celui des fumeurs (Fouquet et al., 1993,
Hannington et al., 1995, Van Dover, 2000). Les conditions physico-chimiques a I'échelle de ce type de
structures permettent la précipitation des sulfures sous forme de couches, entrainant ainsi une surface
extérieure concentrique nervurée faisant penser a des ruches sauvages (Hannington et al., 1995, Van Dover,
2000). A cause des fortes températures a la surface de ces structures, elles sont le plus souvent a nu, sans

colonisation microbienne ou animale d'aucune sorte (Haymon, 1983, Fouquet et al., 1993, Van Dover, 2000).

Les rebords (ou flanges en anglais) (Figure 4c) sont des structures latérales pouvant atteindre plus d’'un metre
de largeur et 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 sortie du fluide a la base de
cette structure est souvent corrélée a celle des sorties de fluide du fumeur auquel elle est reliée. En effet,
ces structures sont « greffées » sur les conduits principaux des fumeurs. Il en résulte donc un gradient de
température important dans le sens horizontal, ainsi qu'un gradient de température encore plus important
dans le sens vertical, notamment au niveau de l'interface fluide - eau de mer. Cependant, le fluide sortant
étant moins dense que I'eau de mer, il se retrouve emprisonné sous le réservoir, pour un court laps de temps
de I'ordre de 100 secondes (édifice Endeavour sur la ride Juan de Fuca) (Kerr, 1997, Van Dover, 2000). A la
surface supérieure de la structure, les conditions sont différentes. Le fluide ayant percolé a travers la matrice
présente une température allant de 10 a 80°C, et est plus dilué que le fluide initial, créant ainsi une niche
écologique plus propice au développement de la vie microbienne et animale (Lonsdale & Becker, 1985,

Lisitsyn et al., 1989, Delaney et al., 1992, Kerr, 1997).
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Figure 4 : Diagramme schématique (A) d'un fumeur, (B) d'une ruche, (C) d'un rebord. (Hannington et al., 1995).
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Les microorganismes, base du réseau trophique

Ou trouver des microorganismes en contexte hydrothermal

Comme expliqué précédemment, les environnements hydrothermaux sont des écosystemes dynamiques
résultant du mélange entre les fluides hydrothermaux et I’eau de mer. De forts gradients physico-chimiques
spatio-temporels sont présents. Les microorganismes occupent différentes niches écologiques (Karl, 1995,
Van Dover, 1995) qu’il est intéressant de connaitre, autant pour pouvoir élaborer des stratégies
d’échantillonnages correctes que pour mesurer la complexité phylogénétique, métabolique, biochimique et

physico-chimique qui peut résulter de ces microenvironnements :

e Les surfaces des dépots minéraux, les sédiments ou encore les animaux exposés aux fluides : en fait,
toute surface permettant une fixation des microorganismes que ce soit sous forme de biofilm ou de
tapis microbien. Il est a noter que les animaux comme support de fixation ne reléevent pas
obligatoirement de la symbiose (bien que les frontieres puissent étre minces).

e Le panache hydrothermal (le fluide hydrothermal dilué, que I’on trouve a plusieurs métres, centaines
de meétres, voire dizaines de kilométres de la source d’émission). Des formes a la fois libres ou fixées
(a des particules minérales par exemple) de microorganismes y sont présentes. Leur pérennité, a
savoir leur capacité a se maintenir dans ce type d’environnement reste encore aujourd’hui un débat
ouvert.

e lLafaune hydrothermale. On entend dans ce cas précis la notion d’association symbiotique entre un
métazoaire et des bactéries, notion qui sera plus largement développée ultérieurement.

e Les édifices hydrothermaux actifs. En effet, le caractere poreux et stratifié des édifices, associé a un
gradient a la fois thermique et chimique, permet le développement de microorganismes aussi bien
hyperthermophiles que mésophiles a I'intérieur méme de I'édifice.

e Lessédiments hydrothermaux. Bien que I'expulsion des fluides soit tres localisée sur les édifices, une
fraction moins importante de fluide percole au travers des sédiments environnants, ce qui est source

d’énergie pour les microorganismes en présence.

A noter, on ne retrouve pas l'ensemble de ces habitats de maniere systématique sur chaque site

hydrothermal.

La chimiosynthese

L'absence de lumiere, la pression hydrostatique, les forts gradients physico-chimiques font des systemes

hydrothermaux un milieu qui pour I'homme parait ou est inhospitalier, et est souvent qualifié d'extréme. La
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vie animale dans ce type d'environnements peut paraitre incongrue, ce qui n'est pas le cas. Cette vie peut se
catégoriser en deux groupes bien distincts : microbienne et animale. Nous traiterons dans cette partie de la

vie microbienne, puis de la vie animale.

Pourquoi commencer par la vie microbienne ? Parce qu’elle représente la base trophique de la vie de ces
environnements. En effet, I'absence de lumiéere rend la synthése de matiére organique via la photosynthese
inexistante au-dela de 500 m (Riley et 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 matiére organique synthétisée
en surface permet un apport de matiére organique régulier (en plus de carcasses d’animaux ou de bois...).
De plus, les fortes pressions hydrostatiques limitent le développement de la vie a une diversité d’organismes
présentant des adaptations a la pression. Des communautés microbiennes chimiosynthétiques, capables
d’utiliser les composés réduits des fluides comme source d’énergie et de carbone, se sont développées au
niveau des systémes hydrothermaux. Ces environnements, trés riches en composés réduits, sont de vraies
oasis de vie pour ces microorganismes chimiosynthétiques. Un certain nombre de métabolismes reste

cependant dominant, tels ceux impliqués dans le cycle du carbone, du souffre, du fer et de I’hydrogene.

Le cycle du carbone

La synthése de carbone organique de novo (autotrophie) peut se faire grace a deux sources d'énergie : la
lumiere (c'est la photosynthese), et I'énergie libérée par des réactions chimiques (c'est la chimiosynthese)
(Madigan et al., 2000). Plusieurs voies sont utilisées par les organismes pour fixer le carbone inorganique
(CO2 ou CH). Pour le CO; ce sont les cycles de Calvin-Benson-Bassham (CBB) et le cycle des acides
tricarboxyliques inverses (rTCA) qui sont utilisés. Au cours de ces cycles, le carbone inorganique est fixé sous
forme de molécules organiques permettant la croissance des microorganismes autotrophes. Certaines
molécules organiques pourront alors étre utilisées par les organismes hétérotrophes qui peuvent aussi

ensuite consommer les organismes autotrophes.

Le cycle de Calvin-Benson-Bassham

Le mécanisme biochimique impliqué dans la fixation du CO; le plus connu est le cycle de Calvin-Benson-
Bassham. Il est alimenté par du NAD(P)H et de I'ATP et comprend deux enzymes clés: la ribulose-1,5-
biphosphate carboxylase-oxygénse, aussi appelée RuBisCO, et la phosphorybulokinase. La RuBisCO catalyse
la premiére réaction de réduction du CO; et est largement répandue dans le monde du vivant. Elle est
présente chez les cyanobactéries, les bactéries pourpres, les algues, les plantes vertes, la plupart des
bactéries chimiolithotrophes, ainsi que chez certaines archae hyperthermophiles. Il existe en tout 4 formes
de RuBisCO : les formes |, Il, Ill et IV (Tabita et al., 2008). Les formes | et Il sont fréquemment retrouvées en
milieu hydrothermal et différent par leur structure tridimensionnelle et leur signature isotopique (Scott et

al., 2004, Scott et al., 2007, Tabita et al., 2008). La RuBisCO de type | est adaptée aux conditions oxiques
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tandis que la RuBisCO de type Il est adaptée aux conditions anoxiques (Robinson & Cavanaugh, 1995,
Haygood, 1996, Elsaied & Naganuma, 2001, Elsaied et al., 2006). La capacité des bactéries a I'autotrophie est
habituellement détectée en recherchant les génes codant pour les deux formes de RuBisCo : les genes cbb/
et cbbm, qui codent respectivement pour les formes | et Il de la RuBisCO (Shigematsu et al., 1999, Shively et

al., 1999).

Le cycle inverse de I'acide citrique (rTCA pour reverse TriCarboxylic Acid)

Le cycle rTCA est une voie métabolique qui a été reconnue en 1990 (Buchanan & Arnon, 1990), bien gu’elle
ait été proposée des 1966 sur un modele de bactérie verte sulfureuse Chlorobium thiosulfatophilum (Evans
et al., 1966). Comme son nom l'indique, le rTCA est essentiellement une inversion du cycle TCA (aussi connu
sous le nom de cycle de Krebs) et permet la synthése d’acétyl-CoA a partir de deux molécules de CO,. La
plupart des enzymes du cycle TCA sont réversibles, a I’exception de quatre, qui sont remplacées dans le rTCA
par la fumarate réductase, la 2 — oxoglutarate synthase, et les enzymes de clivage du citrate (la pyruvate
synthase et I'ATP citrate lyase). Une de ces enzymes réduit le champ d’utilisation de cette voie métabolique.
En effet, la 2-oxoglutarate synthase étant sensible a I'oxygéne, le cycle rTCA ne semble effectif que dans des
conditions anaérobies, ou au moins microaéophiles (Campbell et al., 2006). Bien que les exemples
d’utilisation du cycle rTCA de facon exclusive chez les Aquificales et les Epsilonproteobacteria ne manquent
pas (Shiba et al., 1985, Beh et al., 1993, Deckert et al., 1998, Hlgler et al., 2005, Campbell et al., 2006,
Nakagawa et al., 2007, Sievert et al., 2008, Reysenbach et al., 2009), I'exemple de I'endosymbionte
« Candidatus endoriftia persephone » du ver Riftia pachyptila est tres intéressant car une étude de
protéomique a permis de mettre en évidence I'utilisation a la fois des cycles CBB et rTCA, ce qui en
faitaujourd’hui le seul représentant microbien a posséder ces deux voies de fixation du carbone (Markert et

al., 2007).

La méthanotrophie

Dans les systemes hydrothermaux, le méthane, qu’il soit d’origine biotique ou abiotique, est oxydé par des
populations de microorganismes méthanotrophes en un aldehyde, puis en matiére organique lorsqu’il
atteint les zones oxygénées (Anthony, 1982). Dans la méthanotrophie, on ne dénombre a I’heure actuelle
gu’une seule enzyme clé : la méthane monooxygénase. Cependant, elle existe sous deux formes : une forme
soluble (sMMo : soluble Methane Monooxygenase), et une forme particulaire associée a la membrane
(pPMMo : particulate Methane Monooxygenase). Leur abondance dans le monde microbien n’est pas
homogeéne. La forme particulaire est retrouvée chez tous les méthanotrophes a I'exception du genre
Methylocella (Dedysh et al., 2000), la forme soluble quant a elle est moins représentée, et n’est signalée que

chez un nombre restreint de souches (Fuse et al., 1998, Shigematsu et al., 1999). L’utilisation du gene de la
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forme particulaire (pmoA) est un tres bon marqueur génétique, et aussi phylogénétique, sa phylogénie étant

convergente avec celle du géne codant pour I’ARNr 16S dans certains cas (Duperron et al., 2005).

Des populations de méthanotrophes existent au sein de la classe des Alphaproteobacteria et des
Gammaproteobacteria. On les retrouve notamment dans des tapis microbiens (Crépeau et al., 2011) et il en
existe aussi des exemples dans des symbioses entre métazoaires et méthanotrophes, notamment au niveau
des systemes hydrothermaux. C'est le cas pour les bathymodioles, notamment celles du genre
Bathymodiolus (Duperron et al., 2005, Duperron et al., 2006), ainsi que chez la crevette Rimicaris exoculata

(Zbinden et al., 2008, Guri et al., 2012).

Le cycle du fer

Chez les procaryotes, le fer joue un réle clé dans certains métabolismes aérobies et anaérobies. Il est essentiel
pour le fonctionnement d’'un certain nombre d’enzymes comme les catalases, les peroxydases, les

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

La ferro-oxydation

L'oxydation abiotique du fer étant tres rapide dans des conditions acides et oxiques, on a longtemps pensé
qgue les microorganismes des systémes hydrothermaux ne pouvaient pas réaliser la ferro-oxydation
(oxydation du fer ferreux: Fe Il), leur source d’énergie s’oxydant trop rapidement et le rendement
énergétique étant trop faible. Cependant, un certain nombre de bactéries tel que le genre Acidithiobacillus
(connu pour se développer dans les eaux de drainage des minerais et les stations d’épurations) (Yarzabal et
al., 2002, Yarzabal et al., 2004, Quatrini et al., 2007, Valdés et al., 2007, Valdés et al., 2009), ainsi que les
genres Gallionella, Leptothrix et Sphaerotilus appartenant a la classe des Betaproteobacteria et
Gammaproteobacteria sont déja identifiés comme capables de réaliser la ferro-oxydation en condition acide
(Nealson, 1997, Emerson & Moyer, 2002, Emerson et al., 2007). lls sont aussi capables de catalyser la
précipitation d’oxydes de fer (Nealson, 1997, Emerson & Moyer, 2002, Emerson et al., 2007). De plus, la
souche Mariprofondus ferroxydans isolée en 2007 d’un mont sous-marin prés d’Hawai (Emerson et al., 2007),
présente la caractéristique d’étre ferro-oxydante stricte a pH neutre. C’est la premiére souche ayant conduit
a la création de la récente classe des Zetaproteobacteria (Emerson et al., 2007). Cette classe sera ré-abordée

plus loin lors de la description de la symbiose chez la crevette Rimicaris exoculata.

La ferro-réduction

La ferro-reduction (réduction du fer ferrique : Fe lll) est une autre composante du cycle du fer. Elle est réalisée
en conditions anoxiques par de nombreux microorganismes organotrophes et lithotrophes. Compte tenu de
son potentiel redox, le Fe Il est un accepteur d’électrons tout a fait favorable énergétiquement dans un

milieu dépourvu d’oxygene (Lovley & Phillips, 1986). Parmi les souches isolées, on retrouve notamment des
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bactéries de la classe des Thermotogales ou de |'ordre des Deferribacteres, qui peuvent étre thermophiles,
psychrophiles, acidophiles ou alcalinophiles, ainsi que des archae de la sous classe des Achaeoglobales et des
Thermococcales (Jannasch & Mottl, 1985, Lovley et al., 2004). Chez de nombreuses hyperthermophiles
cultivées, on retrouve cette capacité a réduire le Fe lll, ce qui suggere que ce type métabolique est fortement

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

Le cycle du soufre

Dans un contexte hydrothermal, les composés soufrés sont apportés par le fluide apres lessivage des roches.
En association avec le fer, le cuivre ou encore le zinc (eux aussi apportés par le fluide), et au contact de I'eau
de mer, ces éléments précipitent en sulfures métalliques, et sont en grande partie a I'origine de édifices
hydrothermaux (Tivey, 2007). Il existe trois types de métabolismes associés au soufre : la sulfato-réduction,

la sulfo-réduction, et la sulfo-oxydation.

La sulfato-réduction

Le sulfate (SO4%) étant la forme la plus oxydée du soufre, il est utilisé comme accepteur final d’électrons pour
les microorganismes sulfato-réducteurs. Cependant, plusieurs types de donneurs d’électrons sont
possiblement rencontrés chez ces organismes, comme I’hydrogene, le lactate, ou encore le pyruvate (Rabus
et al., 2006). Le produit final de réaction est le sulfure d’hydrogene (H,S), qui est rejeté tel quel par la cellule,
ou bien utilisé pour former des acides aminés (Rabus et al., 2006). Le fait que le sulfate soit présent en
quantité non négligeable dans I'eau de mer (a hauteur de 8 %) permet a une forte diversité de
microorganismes d’utiliser cette molécule. On retrouve notamment des bactéries majoritairement affiliées
a la classe des Deltaproteobacteria, comme avec les genres Desulfovbrio, Desulfurimonas, Desulfobacter...,
la classe des Firmicutes avec comme genre principal les Desulfotomaculum (Pikuta et al., 2000), ou encore
les Thermodesulfatator avec les représentants du genre Thermodesulfobacterium et Thermodesulfatator
(Alain et al., 2010). On retrouve aussi des espéces d’archae du genre Archaeoglobus, qui ont d’ailleurs été

isolées de sources hydrothermales.

La sulfo-réduction

Le soufre élémentaire (S°) est un composé stable et insoluble. D’un point de vue écologique, la réduction du
soufre en sulfure (forme de respiration anaérobie) chez les archae est un processus majeur, notamment au
sein du genre Desulfurococcus. Dans les systemes hydrothermaux, un grand nombre d’espéces cultivées sont
capables de réduire le soufre élémentaire et présentent des métabolismes divers. En effet, un certain nombre
de chimioorganotrophes anaérobies fermentaires telles que les Thermococcales et les Thermotogales sont
capables de réduire le S°. Cependant, cette réaction n’est pas indispensable 3 leur croissance mais la stimule.

On trouve aussi un certain nombre de lignées pour lesquelles le soufre élémentaire est I'accepteur final
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d’électron. Ces microorganismes thermophiles et hyperthermophiles des genres Desulfurobacterium
(L'Haridon et al., 1998, Alain et al., 2003, L'Haridon et al., 2006), Balnearium (Takai et al., 2003) et
Thermovibrio (Vetriani et al., 2004), qui forment une lignée distincte au sein des Aquificales, ainsi que des

Crenarchaeota, Ignicoccus pacificus, (Huber et al., 2001) sont des chimiolithoautotrophes.

La sulfo-oxydation

L’environnement hydrothermal est un milieu riche en éléments soufrés plus ou moins réduits comme le S*
(ou H,S, sulfure d'hydrogéne), le S° (soufre élémentaire), le S;0s* (thiosulfate), ou encore le S;06*
(tétrathionate). Les microorganismes dits sulfo-oxydants présentent la capacité d’utiliser ces composés
comme donneurs d’électrons en catalysant leur oxydation. L'accepteur d’électrons est quant a lui
généralement I'O,. Cependant certains microorganismes utilisent le NO5™ (nitrate) lorsque I'O; est présent en
trop faibles concentrations. Cette situation se retrouve préférentiellement au niveau des zones de transitions
entre un milieu oxique et anoxique, comme la zone de mélange entre I'’eau de mer et le fluide hydrothermal.
Du point de vue écologique, les microorganismes sulfo-oxydants jouent un role majeur au niveau des
systémes hydrothermaux : I'oxydation des composés soufrés réduits étant une des réactions dominantes
dans la production d’énergie nécessaire a la fixation du CO,. Une partie non négligeable des bactéries sulfo-
oxydantes vit en symbiose avec des représentants de la faune. Nous pouvons citer le vestimentifere Riftia
pachyptila (Giovannelli et al., 2016), les bivalves du genre Bathymodiolus (Duperron et al., 2007), la crevette
Rimicaris exoculata (Zbinden et al., 2008), ou encore la galathée Shinkaia crosnieri (Watsuiji et al., 2010). On
parle dans ce cas de symbiontes « thiotrophes ». D’autres bactéries sulfo-oxydantes de types filamenteuses

se développent sous forme d’épais tapis microbiens dans les zones oxique/anoxique.

Il existe deux voies métaboliques d’oxydation d’éléments réduits contenant du soufre. La voie de I'adénosine
phosphosulfate (APS) réductase et la voie de la sulfite oxydase. Bien que la voie de la sulfite oxydase soit
souvent majoritaire, la voie de I’APS réductase est utilisée chez certains microorganismes bien connus
comme par exemple les Gammaproteobacteria symbiotiques des bathymodioles du genre Idas ou
Bathymodiolus (Duperron et al., 2005, Duperron et al., 2006, Meyer & Kuever, 2007, Meyer & Kuever, 2007,
Meyer & Kuever, 2007, Duperron et al., 2008). |l est intéressant de noter que I’APS réductase est une enzyme
utilisée a la fois durant la sulfo-oxydation et la sulfo-réduction. Elle fait donc partie des marqueurs génétiques

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

Le cycle de I'hydrogéne

Le dihydrogene est un donneur d’électron connu, a trés haut potentiel énergétique, mais encore peu
documenté dans les environnements a base chimiosynthétique, et son réle est potentiellement sous-estimé
(Jannasch & Mottl, 1985). Il est nécessaire aux enzymes de type des monooxygénases (méthane, ammonium)

ou de la méthanogénése (Nealson, 1997). Le dihydrogéne est aussi considéré comme un composé
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permettant la survie a long terme des formes de résistances bactériennes dans des environnements extrémes
(Morita, 1999). Depuis peu, il est considéré comme source métabolique énergétiquement aussi favorable
que le fer en contexte mantellique (Schmidt et al., 2008, Hiigler et al., 2011, Petersen et al., 2011). L'’enzyme
clé de ce métabolisme est une hydrogénase, dont le marqueur génétique est le gene hynL (Hlgler et al.,
2011). Bien qu’il puisse étre produit de maniere biogénique, en contexte hydrothermal le dihydrogene est
majoritairement apporté par le fluide, notamment sur les sites ultramafiques comme le site Rainbow

(Charlou et al., 2002).

La macrofaune, représentant visible des systemes hydrothermaux

Lorsque I'on s’approche de systéemes hydrothermaux actifs, I'abondance de vie est le premier élément
marguant comparé aux plaines abyssales. Le succes évolutif de ces organismes est indéniable, si on considere
leur biomasse, pouvant aller jusqu’a 50 kg par m? pour la crevette Rimicaris exoculata (Segonzac et al., 1993)
ou encore 70 kg par m? pour la modiole Bathymodiolus puteoserpentis (Gebruk et al., 2000). Ces
écosystémes, qualifiés d’oasis de vie, en possedent toutes les caractéristiques : abondance trés localisée
d’une ressource, présence d'organismes spécialisés, souvent endémiques (97% appartiennent a de nouveaux
taxons (du genre jusqu’a I'ordre)) et persistance de cette faune (Carney, 1994). Si les biomasses et les densités
y sont extrémement élevées, la diversité spécifique en revanche y est beaucoup plus faible que dans I'océan
profond avoisinant (Grassle & Maciolek, 1992). Les especes se distribuent en cercles concentriques autour
des zones d’émission de fluides en fonction de leur préférendum physico-chimique (Segonzac, 1992, Van
Dover, 2000). La distribution de sortie des fluides, la chimie, la température, la dureté du substrat ainsi que
la profondeur des sites hydrothermaux jouent également un role important dans la répartition des especes
(MacDonald et al., 1989, Sarrazin et al., 1997, Maas et al., 1999). Il est intéressant d’observer que les
organismes les plus abondants au niveau des sites hydrothermaux tels que Rimicaris exoculata,
Bathymodiolus azoricus, Riftia pachyptila, Alvinella pompejana, Ifremeria nautilei, Shinkaia crosnieri... sont
des organismes présentant tous une ou plusieurs symbioses connues a ce jour. L'association symbiotique
avec des bactéries semble donc étre une adaptation procurant un certain avantage écologique en milieu
hydrothermal. Ces organismes symbiotiques sont considérés comme des consommateurs primaires
(Desbruyéres & Laubier, 1983), de méme que les organismes brouteurs ou filtreurs qui se nourrissent de
bactéries libres. Un réseau trophique "classique" vient ensuite avec différents niveaux de prédateurs, des

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

Lorsqu’on entend parler de symbiose, on pense souvent a la définition suivante : association réciproquement
profitable de deux organismes vivants (acception frangaise du terme). Or la symbiose est un concept plus
complexe. La définition précédente représente la notion de symbiose au sens le plus strict du terme. D’un
point de vue plus généraliste, la symbiose peut étre vue comme une association entre plusieurs partenaires
(étymologiquement symbiose signifie « vivre avec »). Il est ainsi possible d’identifier d’autres types
d’interactions entre des partenaires qui pourraient relever de la symbiose. Nous pouvons citer le neutralisme,
I’antagonisme, la compétition, 'amensalisme, le commensalisme, le mutualisme ou symbiose au sens strict
du terme, le parasitisme et la prédation (Selosse, 2000). Toutes ces notions font appel a un systéme de
cohabitation (positive ou négative) ou chaque partenaire présente des caractéristiques physiques, chimiques
et physiologiques qui lui sont propres, découlant de son histoire évolutive, et auxquelles correspondent des
besoins et des stratégies spécifiques. Vivre ensemble suppose donc de rendre compatibles, pour un temps
plus ou moins long, les modes de vie des partenaires, et permettre leur rencontre, leur reconnaissance, leur
communication, et si le jeu s'y préte, établir et maintenir une relation. Pour la suite du sujet, nous choisirons
de définir le terme de symbiose comme une association de plusieurs partenaires pour lesquels la relation a
plusieurs permet un meilleur fitness que s’ils étaient séparés. Le concept de fitness étant déja difficile a
estimer sur le plan pratique pour de gros animaux terrestres dans un milieu propice a I'observation, nous le
simplifierons ici comme étant un état de développement théorique permettant un meilleur succes de
transmission de genes vers les générations futures. Par soucis de commodité, lorsque les partenaires sont de
tailles distinctes, nous qualifierons le plus grand des partenaires d’hote, et le plus petit de symbionte (Gaill

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

Plusieurs criteres caractérisent une association symbiotique : sa spécificité, sa durée, le caractére obligatoire
ou non, la localisation, le mode de transmission ainsi que les échanges entre partenaires. Concernant la
localisation, plusieurs cas sont possibles : la présence du symbionte a I'extérieur ou a l'intérieur de I’héte.
Dans le cas d’un symbionte présent sur la surface externe de I'héte, celui-ci est défini comme étant un
ectosymbionte, tandis qu’'un symbionte présent a l'intérieur de son hote est défini comme étant un
endosymbionte. Au sein des endosymbiontes, on distingue les symbiontes intra ou extra-cellulaires (situés a
I'intérieur ou l'extérieur des cellules de leur hote). Les exemples les plus étudiés d'ectosymbiose sont
I’'annélide Alvinella pompejana (Gaill et al., 1987, Desbruyéres et al., 1998) et la crevette Rimicaris exoculata
(Segonzac et al., 1993, Polz et al., 1998, Zbinden et al., 2004, Zbinden et al., 2008, Petersen et al., 2010). Les
exemples les plus étudiés d'endosymbiose sont I'annélide Riftia pachyptila (Felbeck, 1981) et la moule

Bathymodiolus azorius (Duperron et al., 2006).
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La transmission du/des symbionte(s) d’une génération a I’autre est une autre caractéristique importante, qui
a été le premier processus identifié pour comprendre |’évolution des associations symbiotiques (Lipsitch et
al., 1995). Trois modes de transmission de symbiontes microbiens sont connus : la transmission horizontale,
la transmission verticale et la transmission mixte (Bright & Bulgheresi, 2010). La transmission horizontale
implique une production de descendants aposymbiotiques (sans symbiontes) et un apport environnemental
de symbiontes, qui vivent aussi sous forme libre. L’hGte est exposé au minimum une fois a son symbionte
durant son cycle de vie, de I'état larvaire jusqu’au stade adulte. L'état symbiotique de la bactérie est donc
facultatif. Ces microorganismes peuvent étre retrouvés a proximité de I'habitat de I'hote, au niveau des zones
benthiques (sédiments) (Costa et al., 2001), pélagiques (Lee & Ruby, 1992, Gros et al., 2003, Aida et al., 2008),
et, dans certains cas, I’"h6te adulte peut libérer une partie de ses symbiontes dans un environnement proche
de sa descendance (Kiers et al., 2003, Salerno et al., 2005). Il s’effectue une sélection environnementale. La
transmission verticale quant a elle se réalise de parent a descendant(s) sans sélection environnementale. Elle
est réalisée principalement via une transmission du (ou des) symbionte(s) a I'ceuf, durant les étapes
embryonnaires, jusqu’au stade larvaire, voire pendant le développement a l'intérieur ou a I'extérieur du
parent (Bright & Bulgheresi, 2010). Certains cas montrent, via des analyses phylogénétiques, une
transmission mixte avec une transmission majoritairement verticale, et occasionnellement une transmission

horizontale (Shoemaker et al., 2002).

Le dernier critére caractérisant une association symbiotique que nous développerons ici concerne les
échanges entre partenaires. En effet, la symbiose au sens ol nous lI'entendons a pour principale
caractéristique la présence de bénéfices réciproques entre les organismes de |'association, qu'ils soient de
nature trophique, ou concernent le fitness des partenaires. Le premier avantage pour le symbionte est de
pouvoir disposer d’une niche écologique dénuée de prédateurs, stable, et de disposer de substrats
métaboliques partagés ou inutiles pour I'hote (par exemple les déchets). Du point de vue de I'héte, le
symbionte peut apporter une certaine protection contre les pathogenes via compétition (nutriment ou
espace) (Selosse, 2000). Il peut aussi produire des composés carbonés assimilables par I’'hdte comme c’est le
cas dans beaucoup de tubes digestifs, et donc fournir un apport énergétique dans certains cas non
négligeable (voire le seul) (Selosse, 2000), ou encore présenter un rdle détoxifiant (Zachary & Colwell, 1979,
Zachary et al., 1983). Le symbionte peut encore jouer un role dans la mobilité de I'hote (Cleveland &
Grimstone, 1964), interférer sur son sexe ratio (Wernegreen et al., 2003), ou servir de source
bioluminescente dans le but de distraire un prédateur de I’'hGte, de rechercher une proie ou un partenaire
sexuel (Herring, 2002). L’efficacité de la symbiose, illustrée via les exemples ci-dessus, en fait un systeme tres
répandu, voire obligatoire, dans la nature, tant dans le monde procaryote qu’eucaryote, animal ou végétal.

Elle présente la possibilité de pouvoir intervenir a tous les niveaux de la vie de I'hote (développement larvaire,
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nutrition de I’h6te, détoxification, fitness, reproduction...), et influencer au final son évolution, tout comme

I’h6te influence celle des symbiontes.

Jusqu’a tres récemment, les modeéles d’étude des symbioses avaient pour beaucoup un intérét agronomique
ou médical. Les symbioses chez les animaux marins, notamment ceux des profondeurs ont été nettement
moins étudiées. Or cet environnement abrite de nombreuses associations originales dont I'impact écologique
est encore mal appréhendé. Depuis la découverte dans les années 70 d’oasis de vie dans les grands fonds, la
communauté scientifique a renouvelé son intérét pour ces sujets d’étude (Lonsdale, 1977, Paull et al., 1984).
L’existence dans ces environnements extrémes de telles associations pose de nombreuses questions sur leur
apparition, leur évolution, leur fonctionnement ainsi que sur leur réle écologique dans les océans (Fisher,

1990, Van Dover, 2000, Tunnicliffe et al., 2003).

Durant cette thése, nous nous focalisons sur I’étude de la symbiose chez les crevettes hydrothermales de la
MAR, et plus particulierement sur I'espéce Rimicaris chacei. Jusqu’a ce jour le modele Rimicaris exoculata

fait office de référence sur ce sujet. C'est pourquoi nous le développons ci-aprés.

Le modele Rimicaris exoculata
L’animal

Rimicaris exoculata est une crevette Caridé appartenant a la famille des Alvinocarididae et inféodée aux
écosystémes hydrothermaux atlantiques. Elle a été décrite pour la premiere fois en 1986 sur le site TAG

(Williams & Rona, 1986). Sa classification compléte selon la base de données WoRMS est la suivante :

Classification: Biota > Animalia (Kingdom) > Arthropoda (Phylum) > Crustacea (Subphylum) > Multicrustacea
(Superclass) > Malacostraca (Class) > Eumalacostraca (Subclass) > Eucarida (Superorder) > Decapoda (Order)
> Pleocyemata (Suborder) > Caridea (Infraorder) > Bresilioidea (Superfamily) > Alvinocarididae (Family) >

Rimicaris (Genus) > Rimicaris exoculata (Species).

Cette espéce est retrouvée uniqguement sur certains sites hydrothermaux de la MAR : Lucky Strike (Gebruk
et al., 2000), Rainbow (Desbruyéres et al., 2001), Broken Spur (Copley et al., 1997, Gebruk et al., 1997), TAG
(Williams & Rona, 1986), Snake Pit (Segonzac, 1992), Logatchev (Martin et al., 1997), Wideawake, Red Lion
(Koschinsky et al., 2006), et Ashadzé (Fabri et al., 2011). Cette crevette vit en agrégats (a I’exception des sites
Lucky Strike et Ashadzé ou on ne trouve que quelques individus) pouvant atteindre une densité 2 500
individus.m (Segonzac et al., 1993, Desbruyéres et al., 2001), a proximité directe des sorties de fluide. Elle
vit a des températures comprises entre 10°C et 30°C (Zbinden et al., 2004, Schmidt et al., 2008). Des

observations vidéo font état de crevettes traversant de maniére trés ponctuelle le fluide chaud en sortie de
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cheminée, certaines présentant méme des marques de brllures, voire le céphalothorax percé (Van Dover et

al., 1988, Segonzac et al., 1993, Gebruk et al., 2000).

D’autres especes du genre Rimicaris ont été décrites, notamment Rimicaris kairei, crevette endémique de la
ride indienne (Watabe & Hashimoto, 2002), ou encore Rimicaris hybisae provenant de la fosse des Caimans
(Nye et al., 2012). Tres récemment, un article (Vereshchaka et al., 2015) a proposé de revoir la taxonomie de
la famille des Alvinocarididae, incluant dans le genre Rimicaris toutes les especes du genre Chorocaris, y
compris Chorocaris chacei, qui avait été initialement décrite comme Rimicaris chacei (Williams & Rona, 1986).

Ce sont donc a ce jour 9 especes de Rimicaris qui sont recensées.

Seules 3 espéces possedent un céphalothorax hypertrophié : R. exoculata, R. kairei et R. hybisae. Les
dernieres classifications phylogénétiques les donnent comme étant des espéeces clairement séparées.
Cependant, il est a noter qu’a ce jour, R. hybisae, bien que présentant clairement un céphalothorax
hypertrophié et étant donc physiquement distincte de R. chacei, est trés proche de R. chacei, objet de la
présente thése, d’un point de vue phylogénie (Vereshchaka et al., 2015). A ce jour, de nouvelles études avec
plusieurs marqueurs génétiques montrent une trés grande proximité entre R. hybisae et R. chacei qui
pourraient avoir divergé tres récemment (Hernandez et al., in prep). De plus, comme R. exoculata, R. hybisae
présente une symbiose au niveau de son céphalothorax avec les mémes lignées (Assier et al., pers comm in
prep.). Ces résultats posent des questions tant d’un point de vue établissement de la symbiose, qu’évolutif

(voir article 1).

Comme tous les décapodes, le genre Rimicaris (Figure 5) présente un corps découpé en 20 métameres,
regroupés en trois tagmes : la téte, le thorax (qui comprend 8 métameres, dont 5 portent des pattes

locomotrices) et I'abdomen.

Figure 5 : Photographie du modéle Rimicaris exoculata.

24



Le terme céphalothorax correspond aux tagmes de la téte et du thorax qui sont recouverts par une carapace,
qui, lors d’observations dorsales, ne permet pas leur distinction (d’ol son nom de céphalothorax). Le genre
Rimicaris présente cependant la caractéristique singuliere de posséder un céphalothorax hypertrophié qui
représente pres de la moitié de sa longueur totale (Williams & Rona, 1986). Il abrite une communauté de
bactéries filamenteuses trés importante (Segonzac et al., 1993, Zbinden et al., 2004) . De plus, le genre
Rimicaris présente la particularité de ne pas posséder de rostre, et d’avoir des yeux fortement modifiés, ne
formant pas d’images mais possédant des photorécepteurs a la rhodopsine, sensibles aux trés faibles
intensités lumineuses par les cheminées hydrothermales. Cet organe pourrait donc étre un des systemes
sensoriels lui permettant de se repérer dans son environnement (Pelli & Chamberlain, 1989, Van Dover et

al., 1989, O'Neill et al., 1995, Nuckley et al., 1996, Chamberlain, 2000, Komai & Segonzac, 2008).

Les lames branchiostéges (ou branchiostégites) sont les replis latéraux de la carapace du céphalothorax. Elles
ont une forme incurvée qui forme un microenvironnement presque clos. Dans cette cavité céphalothoracique
se trouvent les scaphognathites (exopodites de la 2°™ paire de maxilles), en position dorsale, et les
exopodites de la premiére paire maxillipedes (que nous appellerons simplement exopodites), en position
ventrale. Tous les deux sont hypertrophiés et couverts de soies bactériophores. Les battements des
scaphognathites assurent la circulation de I'’eau de mer vers les branchies, situées dans la partie postérieure
du céphalothorax (Zbinden et al., 2004). La face interne de la lame branchiostége, les scaphognathites et
exopodites sont colonisés par de nombreux microorgansimes sur lesquels nous reviendrons ci-aprés (Zbinden

et al., 2004, Corbari et al., 2008, Corbari et al., 2008).

Le cycle de vie de cette espece n’est encore que trés partiellement connu, certaines zones d’ombre ayant
déja fait 'objet d’éclaircissements. Les femelles portent des ceufs, de couleur orange, protégés dans une
gangue de mucus, sous I'abdomen jusqu’a éclosion (Llodra et al., 2000, Guri et al., 2012). Une femelle
pourrait porter jusqu’a 800 ceufs dont les dimensions peuvent varier de 300 a 400 um (Tyler & Young, 1999).
Aucune publication n’a pu clairement définir la période de reproduction de cette espece, cependant, les
travaux du doctorant lvan Hernandez tendent a montrer une certaine saisonnalité, avec des pontes et des
incubations des ceufs durant les mois de décembre a mars (Hernandez-Avila et al., 2016). Les prélévements
de crevettes lors de la campagne BICOSE 2014 (campagne effectuée pendant les mois de janvier et février)

ont d’ailleurs montré une forte abondance de femelles gravides (portant des ceufs).

Rimicaris exoculata étant présente des sites hydrothermaux de la MAR, répartis sur plusieurs centaines de
kilometres le long de la MAR, une forte capacité de dispersion est soupgonnée. Des études de populations
basées sur des données de microsatellites ne montrent pas différenciation génétique entre les populations
des différents sites (Teixeira et al., 2011, Teixeira et al., 2012). Les larves de cette espece n’ayant jamais été

observées sous forme libre au niveau des sites hydrothermaux, une capacité de dispersion sur de grandes
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distances peut étre envisagée, comme c’est le cas pour d’autres especes d’invertébrés marins profonds

(Marsh et al., 2001, Hernandez-Avila et al., 2015).

Des regroupements de ce qu’on pensait étre des juvéniles de Rimicaris exoculata en périphérie des sites
hydrothermaux ont été nommés « nurserie » (campagne, BICOSE 2014). Cependant, il semblerait, aprés
analyses moléculaires, que ces regroupements soient en réalité des juvéniles de Rimicaris chacei, la
différenciation entre les deux espéces, au stade larvaire comme au stade juvénile n’étant pas aisée via des
données de vidéos ou méme des observations morphologiques (Hernandez-Avila et al., 2015). Cependant,
des juvéniles de Rimicaris exoculata ont déja été étudiés et présentent une coloration orange (identique chez
Rimicaris chacei) correspondant a des réserves lipidiques, réserves qui s’amenuisent avec les cycles de mue
(et donc la croissance) et du développement, jusqu’a disparaitre au stade adulte (Pond et al., 1998, Watling

et al., 2013).

Une histoire de mue

Comme tous les arthropodes, la crevette Rimicaris exoculata mue a intervalles réguliers afin d’assurer sa
croissance, son exosquelette chitineux n’étant pas extensible comme la peau des mammiferes. A chaque
mue, I'ancienne cuticule (que I'on appelle exuvie) est perdue au profit d’une nouvelle. Cette étape du cycle
de vie des arthropodes est coliteuse énergétiquement. Chez Rimicaris exoculata, un cycle de mue de 10 jours
a été estimé, ce qui est trés court par rapport a d’autre espéces de crevette, de méme taille, comme 'espece
cotiere Macrobachium rosenbergii dont le cycle de mue dure entre 41 et 98 jours (Corbari et al., 2008). Un
aspect intéressant du cycle de mue chez Rimicaris exoculata est qu’il peut étre corrélé avec la coloration que
prennent ces crevettes, en raison de I'accumulation de minéraux dans le céphalothorax. Lorsqu’un individu
vient de muer, il est blanc transparent. Puis, durant son cycle de mue, les branchiostégites se recouvrent
progressivement de minéraux (oxydes de fer sur le site Rainbow), donnant une couleur rouille a la crevette
(orange puis rouge), ou encore des sulfates de fer comme sur le site de Logatchev ou Ashadze, donnant cette
fois ci une couleur grise, puis noire en fin de cycle de mue (Zbinden et al., 2004, Corbari et al., 2008, Corbari

et al., 2008).

Tout comme pour le cycle de vie, le régime trophique chez Rimicaris exoculata n’est pas totalement élucidé.
Comme tout animal, cette crevette est hétérotrophe, elle a donc besoin de composés organiques afin de
pouvoir alimenter son métabolisme. La morphologie de son céphalothorax ne lui permet cependant pas
d’étre nécrophage, ni prédatrice, car ses appendices buccaux sont trop courts pour pouvoir lui permettre
toute préhension en dehors de la cavité céphalothoracique. Différentes hypotheses ont vu le jour quant au
régime trophique de Rimicaris exoculata (Van Dover et al., 1988). La premiére était que les microorganismes
présents sur les parois des cheminées pouvaient lui servir d’alimentation (Van Dover et al., 1988). Cette

hypothese fut partiellement réfutée par des analyses isotopiques (Polz et al., 1998) qui démontrérent que
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I'ingestion de ces microorganismes comme seule source de matiere organique n’était pas envisageable. Une
autre hypothese proposait que les bactéries présentes dans le céphalothorax pouvaient étre ingérées
(Casanova et al., 1993), ou encore que des molécules organiques produites par ces mémes bactéries
pouvaient étre transférées a la crevette via la cuticule interne de la lame branchiostege (Zbinden et al., 2004,
Guri et al., 2012). Une derniéere hypothese implique 'utilisation de la communauté microbienne présente au
niveau du tube digestive (Polz et al., 1998, Zbinden & Cambon-Bonavita, 2003, Durand et al., 2010). Parmi
toutes ces hypotheses, celle concernant le transfert de matiére des microorganismes vers la crevette a été
approfondie et a mis en évidence, grace a des incubations sous pression avec des substrats marqués
radioactifs (bicarbonate *C), un passage transcuticulaire de molécules organiques d’origines bactériennes

(Ponsard et al., 2013).

Une double symbiose intéressante
Le céphalothorax

La colonisation microbienne des lames branchiosteges, des scaphognathites et des exopodites chez Rimicaris
exoculata (figure 6) a été démontrée dans de nombreuses études (Casanova et al., 1993, Segonzac et al.,

1993, Polz et al., 1998, Zbinden et al., 2004, Zbinden et al., 2008).
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Figure 6 : Rimicaris exoculata, coupe transversale schématique du céphalothorax au niveau du bord antérieur de I'estomac. (modifié

de Segonzac et al., 1993).

Les symbiontes ont dans un premier temps été décrits comme appartenant tous a un unique phylotype
d’Epsilonproteobacteria (Polz & Cavanaugh, 1995). Les progrées des techniques de biologie moléculaire ont
permis de montrer que cette diversité était plus complexe, présentant d’autres phylotypes associés toujours
aux Epsilonproteobacteria, mais aussi aux Gammaproteobacteria, Zetaproteobacteria, Bacteroidetes,
Alphaproteobacteria, et Deltaproteobacteria, ces deux derniers phylotypes étant cependant moins
représentés (Zbinden et al., 2008, Petersen et al., 2010, Hlgler et al., 2011, Guri et al., 2012, Jan et al., 2014).
Des observations en microscopie électronique a balayage et transmission ont mis en évidence six
morphotypes de bactéries : un morphotype de filaments épais, deux morphotypes de filaments fins, deux
morphotypes de bacilles, et un morphotype de coques (ces derniers présentant des membranes internes
caractéristiques de bactéries méthanotrophes) (Zbinden et al., 2004, Zbinden et al., 2008). La diversité
phylogénétique connue de ces épibiontes étant supérieure a 6 OTUs (Zbinden et al., 2008, Petersen et al.,
2010, Guri et al., 2012), ces observations laissent donc penser qu’'un méme morphotype peut représenter
une certaine diversité phylogénétique plus complexe qu’initialement supposée (Zbinden et al., 2008). Lors
de chaque mue, le tapis microbien ainsi que les minéraux associés sont éliminés des branchiostégites,
scaphognathites et exopodites avec I'ancienne cuticule, laissant place a des surfaces vierges. La

recolonisation se fait progressivement sous forme d’ilots (Corbari et al., 2008, Corbari et al., 2008). Les
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bacilles semblent étre les premiers colonisateurs, suivis par les filaments dont le nombre et la longueur
augmentent au cours du cycle de mue. L'accumulation de particules minérales s’agrégeant autour des
filaments augmente jusqu’a former une épaisse crolte donnant sa coloration a la crevette. Durant la période
précédant la mue, I'épaisseur de I'encroltement minéral est tel qu’il englobe presque la totalité de la
longueur des filaments bactériens, ce qui les contraint dans I'espace, voire les « asphyxie », favorisant ainsi
I"apparition de figures de lyses cellulaires (Durand et al., 2010). La méthodologie qui a permis de corréler les
approches moléculaires et de microscopie est le FISH (Fluorescente In Situ Hybridization). Cette méthode a
permis de mettre en évidence la dominance de bactéries filamenteuses associées aux Epsilon et
Gammaproteobacteria (Petersen et al., 2010, Hlgler et al., 2011, Guri et al., 2012), ainsi que la présence de
bactéries de type méthanotrophes donnant a la bactérie une forme de « doonuts », car le compartiment
cellulaire présentant les membranes internes ne contient pas ou trés peu de ribosome qui sont répartis le
long des membranes externes. Ces derniéres sont affiliées aux Gammaproteobacteria (Petersen et al., 2010,

Hagler et al., 2011, Guri et al., 2012).

L’activité métabolique de ces symbiontes est devenue une question scientifique a part entiére. Différentes
voies métaboliques ont pu étre mises en évidence via I'étude de génes de fonction, notamment des voies
associées a la sulfo-réduction et sulfo-oxydation (via les genes AprA, APS et soxB (Zbinden et al., 2008, Hligler
et al., 2011)), la méthanotrophie (via le géne pmoA (Zbinden et al., 2008)), I'utilisation de I’hydrogéne (via le
géne hynL (Hlgler et al., 2011)), ainsi que la ferro-oxydation (Corbari et al., 2008, Zbinden et al., 2008). A
I’heure actuelle aucun marqueur génétique bactérien de la ferro-oxydation a pH neutre n’est connu. Le
métabolisme d’oxydation du fer chez les symbiontes de Rimicaris exoculata est supposé en raison des dépots
d’oxydes de fer au niveau du céphalothorax, et de la nature particuliere de ces dépots (Gloter et al., 2004).
La détection et I'affiliation de génes impliqués dans le cycle inverse de I'acide citrique (via le géne ac/B) ainsi
gue du cycle de Calvin-Benson-Bassham (via le géne cbbM) ont donné les premiers résultats confirmant le
caractére chimiolithoautotrophe des Epsilon et Gammaproteobacteria (Hugler et al., 2011). Les auteurs de
ces travaux ont posé I’hypothése d’une possible relation syntrophique parmi les épibiontes. Des données de
métagénomiques ont permis par la suite d’affilier certains des différents métabolismes rencontrés aux
phylotypes déja connus, notamment la sulfo oxydation chez les Epsilon et Gammaproteobacteria, ou encore
le cycle rTCA chez les Epsilonproteobacteria, et le cycle CBB chez les Gammaproteobacteria (Jan et al., 2014).
Chez les Zetaproteobacteria, les mémes données de métagénomique ont mis en évidence un métabolisme
associé a la ferro-oxydation ainsi que du cycle CBB. Ce phylotype pose encore beaucoup de questions

toujours sans réponse.
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Le systéme digestif

La crevette Rimicaris exoculata posséde un appareil digestif caractéristique. Le stomodeum (partie
antérieure = cesophage + estomac) ainsi que le proctodeum (partie postérieure) sont plus réduits que chez
la plupart des autres crustacés, favorisant ainsi une taille plus importante du mésentéron (dépourvu de

cuticule et siege de I'absorption) (Komai & Segonzac, 2008) (Figure 7).

Stomodeum

Mesenteron

Proctodeum

Figure 7: Représentation schématique des différentes parties du systeme digestif de la crevette Rimicaris exoculata.

Le contenu a la fois stomacal et intestinal est majoritairement composé de particules minérales typiques des
cheminées hydrothermales (Van Dover et al., 1988, Segonzac et al., 1993). On y trouve également des exuvies
de crevettes (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993). Les premiéres explorations du tube digestif chez
cette crevette ont été effectuées suite a des travaux utilisant des marqueurs isotopiques qui révélerent une
fixation significative de carbone marqué dans des extraits de tubes digestifs (Polz et al., 1998, Ponsard et al.,
2013). Des analyses moléculaires ont été entreprises et ont montré des communautés bactériennes
distinctes de celles rencontrées dans le céphalothorax, notamment des Epsilonproteobacteria (trés proches
des lignées retrouvées dans le céphalothorax), des Entomoplasmatales, ainsi que des Deferribacterales
(Zbinden & Cambon-Bonavita, 2003). Une étude plus récente (Durand et al., 2010) a mis en évidence un
phylum plus large que celui des Entomoplasmatales, les Mollicutes. Un certain nombre des phylotypes
rencontrés ne sont pas retrouvés dans I’environnement. Leur origine ainsi que leur réle restent donc un
mystere, mais laissent supposer une communauté microbienne spécifique. De plus, des observations

microscopiques ont mis en évidence un seul morphotype de bactéries filamenteuses tapissant les parois du
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tube digestif, et s’insérant entre les microvillosités des cellules de I'épithélium intestinal, ainsi que des
bactéries et des archae dans le bol alimentaire (Durand et al., 2010). L’association durable de ces
microorganismes vis-a-vis de leur hote renforce I'idée d’une association spécifique de par leur localisation.
En effet le mésentéron n’est pas soumis a I'éxuviation, I'épithélium intestinal n’est donc jamais renouvelé.
De plus, les cellules épithéliales ne sont pas en contact direct avec le bol alimentaire grace a une membrane

périthrophique qui englobe ce dernier.

Au sein du bol alimentaire, des morphotypes de coques et de bacilles ont été observés (Zbinden & Cambon-
Bonavita, 2003, Durand et al., 2010), dont certains sont affiliés aux archae. lls semblent cependant ingérés
de maniére non sélective (Durand et al. 2010). Toujours dans I'idée de confirmer et de mieux comprendre le
caractére spécifique de cette relation au sein du tube digestif, des lots d’individus de Rimicaris exoculata ont
été soumis a des périodes de jelines (de 8, 22 et 72 heures) en aquarium pressurisé (Shillito et al., 2008) afin
d’éliminer leur bol alimentaire. Ces expériences ont permis de montrer le maintien apres jelne des Epsilon,
Gammaproteobacteria, et Mollicutes, confirmant ainsi leur caractére spécifique. En revanche I'abondance
de Deferribacterales diminuait de maniére significative apres le jeline (Durand et al., 2010). Trois hypothéses
a ceci : les Deferribacterales dépendent des apports en minéraux tels que le soufre et le fer dans le bol
alimentaire, elles peuvent étre présentes de facon libre dans I'estomac et éliminées dans le bol alimentaire ;
ou elles pourraient étre strictement hétérotrophes et dépendre de la matiére organique présente dans le bol
alimentaire (Durand et al., 2010). Des analyses via des approches en métagénomiques sont en cours au

laboratoire pour essayer de confirmer ou infirmer ces hypothéses.

Le modele Rimicaris chacei

Rimicaris exoculata (figure 8) n’est pas la seule espéce de crevette hydrothermale pouvant présenter un
intérét en termes de symbiose. Rimicaris chacei, groupe sceur de Rimicaris exoculata, partage des traits
phylogénétiques, morphologiques et écologiques avec Rimicaris exoculata, en plus d’'une colonisation

bactérienne potentiellement symbiotique décrite dans la partie qui suit.

31



R. chacei © Laure Corbari

Figure 8 : A gauche, photographie du céphalothorax de Rimicaris chacei. A droite, dessin de description de Rimicaris
chacei (Williams and Rona, 1986).

Le genre Chorocaris a été établi en 1990 lors de la découverte de I'espéece Chorocaris vandoverae (Martin &
Hessler, 1990). L'espéce Rimicaris chacei a cependant été décrite en 1986 (en méme temps que Rimicaris
exoculata) (Williams & Rona, 1986). Pour des raisons de différences morphologiques avec le genre Rimicaris
(notamment I'hypertrophie du céphalothorax), cette espece a été reclassée au sein du genre Chorocaris en
2008 (Komai & Segonzac, 2008), puis de nouveau reclassée au sein du genre Rimicaris en 2015 (Vereshchaka

et al., 2015).

D’un point de vue anatomique, les trois espéces de crevettes Rimicaris exoculata, Rimicaris chacei, et
Alvinocaris markensis présentent des différences / adaptations principalement au niveau du céphalothorax,
que I'on pourrait lier a la présence de symbiose (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993). En effet,
Rimicaris exoculata représente lI'espéce symbiotique, Alvinocaris markensis représente |'espéce non
symbiotique (semblable aux especes cétieres), et Rimicaris chacei semble étre un stade intermédiaire. La ou
Rimicaris exoculata présente des exopodites et des scaphognathites hypertrophiés qui s’étalent sur les deux
tiers de la carapace de I'animal, Rimicaris chacei présente des exopodites et des scaphognathites dont la
longueur est comparable a celle rencontrée chez Alvinocaris markensis, ne représentant qu’un tiers de la
taille de I'animal (Casanova et al., 1993). Chez Rimicaris exoculata, ces appendices sont densément couverts
des longues soies bactériophore, totalement absentes chez Alvinocaris markensis, et de taille courte et moins
densément réparties chez Rimicaris chacei (Casanova et al., 1993). La cavité céphalothoracique presque close
chez Rimicaris exoculata, ne permet pas aux pinces de sortir, mais reste dans une configuration
« traditionnele » chez Rimicaris chacei, a 'image de la configuration retrouvée chez Alvinocaris markensis,
laissant ainsi les 2 premiéres paires de chélipédes apparentes (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993).
Les volumes stomacaux different aussi entre ces trois espéces. lls sont réduits chez Rimicaris exoculata,
intermédiaire, chez Rimicaris chacei, et normalement développé chez Alvinocaris markensis, laissant

supposer une utilisation différente du systeme digestif (Casanova et al., 1993) chez ces crevettes.
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Ecologiquement, |'espece Rimicaris chacei est proche de Rimicaris exoculata. Rimicaris chacei est présente
sur plusieurs sites hydrothermaux de la MAR : Lucky Strike, Rainbow, TAG, Snake Pit et Logatchev (Gebruk et
al., 1997, Komai & Segonzac, 2008). Les deux especes, en plus d’étre présentes sur des sites hydrothermaux
communs, occupent des niches écologiques qui se recouvrent. Rimicaris chacei vit a proximité des agrégats
de Rimicaris exoculata mais aussi nettement plus en périphérie (Segonzac et al. 1993). Comme décrit dans
la partie précédente, Rimicaris exoculata vit a proximité directe des sources d’émission de fluides, qu'’il
s’agisse de fumeurs, de ruches (quand les conditions le permettent), ou de rebords. De plus Rimicaris
exoculata vit la plupart du temps regroupée en denses agrégats. L'espece Rimicaris chacei quant a elle, ne
vit pas en agrégats, mais plutét en petits groupes, en périphérie des agrégats de Rimicaris exoculata, ou
autour d’émissions diffuses de fluide. De plus, la densité de Rimicaris chacei estimée a 200, voire 300
individus par dm? (Segonzac et al., 1993) ou jusqu’a 50 individus/m? dans d’autres articles (Gebruk et al.,
1997) est bien moins importante que celle estimée pour Rimicaris exoculata qui est de 2500 individus par m?
(Segonzac et al. 1993). Cette différence de densité est telle que les individus de Rimicaris chacei peuvent étre
dénombrés sur une surface, tandis que les individus de Rimicaris exoculata doivent nécessairement étre
dénombrés dans un volume. Des stades juvéniles de Rimicaris chacei ont été localisés puis identifiés
(utilisation de loupe binoculaire) durant la campagne BICOSE 2014 dans une zone appelées « nurserie », en
périphérie de la zone active du site TAG. La présence d’individus adultes de Rimicaris exoculata sur cette
méme zone a tout d’abord laissé penser que les juvéniles en présence étaient de I'espece Rimicaris exoculata.
Il s’avére que ces juvéniles ont été génétiquement identifiés comme appartenant a I'espéce Rimicaris chacei

(Hernandez-Avila et al., 2015).

Le régime trophique de Rimicaris chacei est encore mal défini. Des fragments de cuticule sont retrouvés dans
son systéme digestif (Segonzac et al., 1993). Des analyses isotopiques, notamment celles de I'azote, montrent
que les juvéniles de Rimicaris exoculata pourraient étre des proies de Rimicaris chacei adultes (Gebruk et al.,
2000). Des comportements de prédation de Rimicaris chacei envers Rimicaris exoculata ont été observés in
situ, surtout chez des animaux blessés (communication personnelle Marie-Anne Cambon-Bonavita
Campagne BICOSE 2014 et observations personnelles des vidéos de campagne). Tout ceci pourrait laisser
présager un régime trophique de type prédateur, voire nécrophage, comme c’est le cas pour I'espéce
Alvinocaris markensis (Segonzac et al., 1993). Cependant, on retrouve aussi chez Rimicaris chacei une
colonisation microbienne, notamment au niveau du céphalothorax (Casanova et al., 1993, Segonzac et al.,
1993). Les mémes études indiquent aussi chez cette espece un régime de type prédateur, voire nécrophage,
tendent a montrer qu’une partie de I'apport énergétique pourrait étre d’origine symbiotique (Segonzac et
al., 1993). En effet, une quantité non négligeable du carbone retrouvé dans les tissus chez cette espéce serait
dérivé de bactéries chimiosynthétiques (plus précisément via une RuBiSCO de type Il) (Gebruk et al., 2000).

Des observations ont montré la présence de bactéries dans des régions protégées du céphalothorax, comme
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la membrane interne de la carapace (ce que nous avons appelé jusqu’ici lame branchiostége, ou
branchiostégite), sur les soies de la bordure des lames branchiostéges, sur les dents des maxillules, sur les

soies des maxilles, ainsi que sur les premiers maxillipedes (Casanova et al., 1993).

Différents morphotypes de microorganismes ont été observés: un morphotype de bacille, et deux
morphotypes filamenteux (Casanova et al., 1993). Les dimensions (Longueur/diamétre) du morphotype de
bacille sont de 0,53 0,8 um /0,2 3 0,4 um. Les filaments, quant a eux existent sous deux formes : l'une rare,
de petit diametre (0,2 a 0,5 um) ; l'autre plus commune, de grand diameétre (0,8 a 2,5 um chez Rimicaris
exoculata et 0,5 a 1 um chez Rimicaris chacei). Ces gros filaments, constitués par des cellules cylindriques
dont la hauteur est sensiblement égale au diametre, forment des chaines mesurant 0,5 a 1,5 mm chez
Rimicaris exoculata et 0,2 a 0,5 mm chez Rimicaris chacei (Casanova et al., 1993). L'ensemble de ces
observations, bien que similaires a celles rencontrées chez Rimicaris exoculata, indiquent une moindre
abondance de bactéries chez Rimicaris chacei (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993). Chez Rimicaris
exoculata, le céphalothorax a subi une adaptation morphologique se traduisant par hypertrophie du
céphalothorax permettant d’accueillir une symbiose développée. Chez Rimicaris chacei cette transformation
est moins profonde, ce qui indiquerait une adaptation moins poussée, et une symbiose qui semblerait alors
moins exclusive que chez Rimicaris exoculata (Casanova et al., 1993). L’espéce Rimicaris chacei pourrait donc
présenter un régime trophique mixte, mélant symbiose (comme chez Rimicaris exoculata) et
prédation/nécrophagie (comme chez Alvinocaris markensis) (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993,

Gebruk et al., 1997, Gebruk et al., 2000).

Le barcoding/metabarcoding dans le monde microbien

La philosophie autour du barcoding/metabarcoding

Depuis de nombreux siecles, identifier et catégoriser le monde vivant qui nous entoure est une part non
négligeable du travail réalisé dans le monde philosophique/scientifique. Cette identification a d’abord été
réalisée sur des facteurs morpho-anatomiques, jusqu’a "apparition de la génétique, venant compléter /
affiner I'identification du monde vivant.

Il devient donc nécessaire de trouver un autre facteur permettant de discriminer des especes entre elles,
autre que la reproduction et la morphologie. L’ADN est un élément constant dans le monde du vivant, ce qui
en fait un bon outil. Cependant, on ne peut pas (en 2017 tout du moins) obtenir 'ADN complet d’un
organisme aussi facilement qu’une photographie (d’un animal par exemple). La reconstruction de génomes
reste encore longue a traiter et colteuse (bien que tout ceci tende a diminuer). On se contente donc

d’étudier des génes bien précis. Bien s(r, leur choix n’est pas d{ au hasard. Dans un premier temps, il doit
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étre présent chez tous les organismes que I'on souhaite étudier. Ainsi, étudier un géne de fonction tel que
pmoA (un gene intervenant dans le cycle du méthane) alors que certains organismes de la population étudiée
ne sont pas capables de métaboliser ce composé, ne sert a rien si I'on souhaite identifier tous les
microorganismes en présence. Cependant, si on souhaite étudier uniquement la population de
microorganismes utilisant le méthane car les autres ne nous intéressent pas, le choix de ce géne peut étre
judicieux.

Un autre facteur a prendre en compte est ce que I'on appelle « I’horloge moléculaire ». Ce phénomeéne
naturel est plus compréhensible en I'expliquant a travers la structure d’'une protéine et fait appel a deux
notions : la sélection naturelle et les mutations génétiques. Les mutations font partie a part entiére du
systéme évolutif du monde vivant. Le but ici n’est pas de rentrer dans le détail des mécanismes liés aux
mutations génétiques. Cependant lorsqu’une mutation se produit, c’est sur ’ADN. Ce changement d’acide
nucléique, s'il a lieu au sein de la séquence d’un géne, peut avoir des conséquences sur |I’acide aminé qui sera
traduit lors de la synthése de la protéine correspondante au géne, et donc potentiellement sur I'activité de
la dite protéine. Si ce n’est pas le cas, la mutation a un effet neutre.

Si une mutation entraine une modification d’un acide aminé lors de la synthése protéique, et que ce
nouvel acide aminé modifie la structure de la protéine (ce qui n’est pas toujours le cas), deux possibilités
s’offrent a nous : la modification de structure n’est pas dans une région soumise a une pression de sélection,
la mutation n’a donc pas de conséquence notable, elle ne joue pas sur I’horloge moléculaire et est dite
« silencieuse ». La deuxieme possibilité est que le changement de structure de la protéine se fait dans une
région soumise a une pression de sélection. Dans ce cas, la fonction de la protéine peut étre compromise, et
selon I'importance de celle-ci, le pronostic vital de I'organisme concerné par cette mutation peut étre mis en
jeu. Un exemple est sGrement plus parlant :

L'insuline est une protéine indispensable a la régulation de la glycémie chez 'homme (et d’autres
animaux). Cependant, I'insuline n’est pas directement synthétisée lors de la traduction. Juste aprés la
traduction, 'insuline est sous une forme inactive et nécessite une modification post-traductionnelle pour
devenir active. Elle doit pour cela créer des ponts disulfures entre les chaines A et B (figure 12), et perdre sa

chaine C.
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Figure 9 : Représentation schématique des différentes sous unités de I'insuline et de sa transformation post-traduction.

De maniere simple, une mutation entrainant une modification de la structure protéique au niveau de la

chafne C aura moins d’impact (puisque cette partie est vouée a disparaitre) sur I'activité de I'insuline que si
elle a lieu sur la chaine A ou B. Une modification de structure sur la chaine A ou B pourra éventuellement
donner une insuline moins efficace, ce qui ne sera pas avantageux pour I'organisme. On distingue donc une
pression de sélection au sein d’'un géne (mutation concernant le site actif ou non), ainsi qu’une pression de
sélection sur la fonction méme du gene concerné. Le géne codant pour la couleur de vos cheveux est moins
vital que celui de I'insuline.
Tout ceci pour dire que plus un géne est soumis a une pression de sélection (selon son rdle), et moins il
évoluera vite dans le temps, puisque qu’une mutation peut entrainer dans le pire des cas la mort de I'individu
concerné. Donc selon la question évolutive a laquelle on souhaite répondre, il estimportant de correctement
choisir le géne utilisé comme marqueur.

Comme exemple il est possible de comparer I’horloge moléculaire de trois génes : celui codant pour un
Fibrinopeptide, celui codant pour I’'hémoglobine, et celui codant pour le cytochrome C, et de les comparer a
des événements de I’histoire du vivant relativement parlants : la différenciation entre les grands groupes du
monde animal. Le cytochrome C (et donc le géne correspondant) est soumis a une trés forte pression de
sélection. Il n’évolue donc que tres peu dans le temps. On peut donc retracer un événement évolutif tres
ancien avec ce gene, comme la différentiation entre les plantes et les animaux. Cependant, les mammiferes
étant un groupe animal trés récent dans le monde du vivant, il n’y a pas encore assez de mutations sur le
géne du cytochrome C chez ces organismes pour pouvoir les différencier avec ce géne. Pour cela, il faut donc
utiliser une protéine (et donc le géne associé) moins soumise a la pression de sélection, comme les
fibrinopeptides, qui évolue donc plus vite, et présentera donc plus de différences chez les mammiféeres que

le cytochrome C.

36



220

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Millions of years since divergence

o °

3 1o y

& 200 a® @ & & P

3] {Q@ R > é‘ &

s &

o 180 =

=} ==

=

= oW

[}

o

@ 140

o Fibrinopeptides

ot

5 120

=

D

o 100

=] .

» Hemoglobin

T 80

Q

o 60

o

£ Cytochrome ¢ f )
% 40 Separation
“— of ancestors
© 20

5 of plants
et and animals
&

=]

=

Figure 10 : Représentation schématique de I'horloge évolutive de Fibrinopeptides, de I'Hémoglobine et du cytochrome c au cours du

temps.

Donc plus on souhaite remonter loin dans le temps, plus le marqueur génétique doit étre soumis a une

forte pression de sélection.

La catégorisation et la classification d’individus dans une arborescence est couramment appelée aujourd’hui
phylogénie moléculaire par abus de langage, sans pour autant faire valoir d’aspects d’évolutions, notamment
en microbiologie (car elle est bien souvent issue de données génétiques). En plus des difficultés décrites
précédemment, cette arborescence se construit sous la forme de : Regne, Phylum, Classe, Ordre .... Espéce.
Mais se pose une question qui fait toujours débat dans le monde scientifique : celui de définir ce qu’est une
espece. Nous n’entrerons pas dans ce débat, ni n’en ferons un bilan bibliographique, mais un élément décrit
par les biologistes est que deux individus appartenant a la méme espece sont deux individus pouvant se
reproduire, et donner une descendance elle-méme capable de se reproduire.

Si cet élément de description d’'une espéce devient de plus en plus problématique, notamment en botanique,
il I'est encore plus dans le monde microbien. L’élément de définition précédent implique un facteur quelque
peu problématique ici, dans le monde microbien, ou la reproduction est principalement asexuée, basée sur
le principe de la mitose. Comment donc définir une espéce ? Comme dans cette thése nous nous intéressons
exclusivement au regne bactérien, nous focaliserons sur ce point. Depuis de nombreuses années le terme

d’« Operationnal Taxonomic Unit » (OTU) est utilisé pour définir une « espece bactérienne ». Il s’agit a
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nouveau d’un abus de langage de la ‘microbiologie moléculaire’. Une espece microbienne par définition est
un organisme microbien clonal décrit, et cette description répond a de nombreux critéres établis. Tandis que
pour une OTU, il s’agit d’'un ensemble de séquences nucléotidiques issues du géne codant pour la petite sous
unité du ribosome (16S) partageant une similarité de plus de 97% (ce seuil est néanmoins arbitraire et a été
établit comme seuil d’espece dans la description microbiologique pour la partie moléculaire Stakerbrandt et
al., 1994). Nous verrons plus tard que bien que ce seuil soit fixe et couramment admis, son utilisation, et les
interprétations qui en résultent n’en restent pas moins fluctuantes.

Le barcoding est donc dans le sens large du terme une méthode d’analyse visant a identifier des organismes
un a un via I'analyse d’un marqueur génétique, ici le 16S, car c’est un marqueur universel, long, présentant
des régions conservées, et variables. Le champ d’application du barcoding est cependant limité a une
identification d’un petit nombre d’individus (100 a 500 individus), le nombre de séquences devenant vite
trop chronophage a analyser. Le metabarcoding, quant a lui, a le méme but, mais pour un nombre

d’organismes beaucoup plus important (plusieurs milliers, millions, milliards d’individus).

La pratique

Si en théorie, I'identification d’un organisme dans un écosystéme semble simple, il I'est beaucoup moins dans
la pratique, qui plus est lorsque I'on souhaite mettre ne place du barcoding pour réaliser des analyses
écologiques.

En effet, il faut avoir conscience de certains biais qui peuvent étre introduits dans ce type d’analyses, résumés

(mais non développés) dans le tableau suivant.

Biais Barcoding Metabarcoding
Echantillonnage oul oul
Extraction d’ADN oul oul
Choix des amorces PCR utilisées Oul Ooul
PCR en elle-méme oul oul
Création des librairies oul oul
Séquencage NON oul

Figure 11 : Tableau récapitulant les différents biais méthodologiques pouvant étre rencontrés avant un traitement bioinformatique

de données de barcoding et de metabarcoding.
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Dans les faits, I'identification manuelle d’une centaine d’individus reste concevable, elle I'est moins pour
plusieurs millions.

Un facteur souvent limitant reste les bases de données. Il semble important de prendre le temps d’expliquer
de maniéere claire ce biais par rapport aux autres (puisqu’il a trait davantage a la bioinformatique). L’ utilisation
du géne codant pour la petite sous unité 16S est couramment admise pour les études de diversité, mais la
grande majorité des procaryotes, que ce soit pour les bactéries, ou les archaea, ne sont pas cultivables. Or,
on ne donne un nom de genre et d’espéce a un microorganisme comme on pourrait le faire chez les animaux
ou les végétaux qu’a partir du moment ou il est cultivable (et décrit selon des critéres d’usages fixes —
morphologie, mode de culture, optimum de croissance, données moléculaires, activités...). Comment donc
faire pour un microorganisme non cultivable, qui représente environ 95% de la diversité d’un écosysteme
donné ? Il n’aura tout simplement pas de nom, et son identification taxonomique restera sommaire. De plus,
on ne peut comparer que ce qui est comparable. Le géne codant pour la petite sous unité 16S, utilisé pour
identifier les procaryotes, fait environ 1500pb. A ce jour, seul le séquencage Sanger permet un séquencage
complet de ce géne (via les approches de barcoding, ie souche par souche). Ceci nécessite I'utilisation de la
méthode de clonage pour obtenir des fragments d’ADNr 16S complets. C'est une méthodologie longue et
co(teuse. Elle est donc de moins en moins utilisée sauf pour la description de souches. Le probleme notable
aujourd’hui est que de plus en plus de monde utilise les technologies de séquencage haut débit. Les
meilleures technologies en 2017 produisent des fragments de 300pb, qui utilisés en « paired end » (c’est-a-
dire un fragment séquencé dans les deux sens mais avec une portion de séquence commune pour les deux,
présentant des zones de recouvrement minimum de 10 pb) peuvent donner au maximum des fragments
d’ARNr 16S de 590 pb. Nous sommes donc bien loin des 1500 pb et de fait cela est limitant pour les analyses
phylogénétiques qui suivent : on ne peut travailler que sur des séquences d’une méme longueur et donc les
plus courtes limitent les analyses. De plus, différentes régions du 16S peuvent étre analysées selon les
auteurs. Il en existe 9 décrites chez E.coli, appelées couramment régions v1 a v9. Au probleme de séquences
de génes d’ARNr 16S incomplets, des régions étudiées pouvant varier en fonction de la question scientifique
ou des pratiques de laboratoires, il faut ajouter le nombre de séquences générées par les nouvelles
technologies de séquencage, souvent de plusieurs dizaines de millions de séquences, a plusieurs milliards. Il
est donc inconcevable d’enrichir les bases de données avec ce type de données et elles sont parfois
difficilement comparables.

Il faut donc bien avoir a l'esprit que l'utilisation du barcoding peut éventuellement participer a
I’enrichissement des bases de données, avec des séquences cependant incompletes, mais que le
metabarcoding, permettant d’identifier un beaucoup plus grand nombre d’organismes, génére des bases de
données beaucoup plus complexes a utiliser et traitées de facon différentes dans les banques de données.

L'utilisation des deux approches a donc un but différent: le barcoding pour aider a l'identification
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d’organismes isolés, tandis que le metabarcoding permet de répondre a des questions d’ordre écologique

globales (c’est-a-dire des études de populations), si le design expérimental est correctement réalisé.

Trois outils différents pour parvenir au méme résultat ?

Dans ce chapitre, il est important d’avoir a I‘esprit que nous ne parlons que du traitement bioinformatique
des données issues du séquencage. Nous ne discutons donc pas des différentes étapes qui pourraient
introduire des biais dans une analyse de barcoding / metabarcoding que sont la qualité de I'échantillonnage,
I’extraction d’ADN (manuelle, utilisation de kits divers...), le choix des amorces PCR et donc de la zone étudiée,
la PCR en elle-méme (choix de I'enzyme de réplication, nombre de cycles...), la création des librairies, le
séquencage et les biostatistiques. Cela peut sembler étre beaucoup d’aspects non abordés, mais
relativement bien connus des utilisateurs de ces techniques, et chacun mériterait son propre chapitre. Dans
ce travail je vais donc me focaliser sur la partie aval, moins classiquement connue: le traitement
bioinformatique des données obtenues.

La grande question reste donc : pourquoi parler de trois outils de traitement des données de séquencage,
pourquoi ne pas en prendre un et puis c’est tout ? A ceci je répondrai : pourquoi utiliser tel protocole/kit
d’extraction d’ADN, pourquoi choisir telle amorce PCR, pourquoi tel programme PCR ... Chacun d’eux génére
un biais et les panacher permet de limiter ces biais. Pour analyser les données de séquencage, il va falloir
déterminer certains parametres de qualité sur vos séquences car elles ne sont pas toutes exploitables. Pour
le cas du métabarcoding, il va falloir déterminer des critéres de recouvrement, il va aussi falloir aligner vos
données, les grouper (clusteriser), les assigner taxonomiquement... Il existe plusieurs outils, algorithmes pour
chacune de ces étapes, qui peuvent vous donner des résultats finaux différents. Alors comment choisir ?
Comment étre slr ? Essayons-en plusieurs, non pas pour déterminer lequel est le meilleur, aucun n’est faux,
sinon ils ne seraient pas publiés, ou méme utilisés. Mais essayons-en plusieurs pour vérifier que le résultat
obtenu par I'un est conforme a celui des autres. Cela ne revient-il pas a les comparer finalement ? Non, parce
gue ce qui sera intéressant ici, c’est de vérifier que la question scientifique que vous vous posez, ou vos
hypothéses de travail scientifique, sont bien soutenues par I'ensemble de ces outils. Je me répete, mais c’est
important : vous n’aurez pas a l'issue de ce chapitre, de réponse claire sur quel outil ou algorithme utiliser,
mais des scripts informatiques permettant d’analyser vos données de séquencage méme si vous n’étes pas
des professionnels de I'informatique. Ainsi, vous gagnerez du temps, a ne pas apprendre durant des heures
a utiliser tel ou tel outils, a tester chaqgue commande pour I'écrire comme il faut, tout sera déja fait. Vous
n’aurez plus qu’a vous concentrer sur le résultat scientifique. Vous pouvez cependant vous poser la question:

mais que font ces scripts, comment étre slir qu’il ne nous embobine pas ? La suite de ce chapitre est la pour

ca.
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Existe-il d’autres outils pour réaliser des analyses de barcoding/metabarcoding que Mothur, Qiime ou FROGS
? Oui, il en existe, notamment les OBltools, mais le choix a été fait ici d’utiliser Mothur et Qiime pour leur
popularité, et FROGS, car il me semble que c’est un Workflow prometteur, qui sera qui plus est sGrement

utilisé dans un projet d’envergure, ABYSS, au sein de mon laboratoire d’accueil a I'lfremer.

Mothur et Qjime

Mothur est I'un des outils de bioinformatique les plus connu pour les analyses écologiques, des données de
séquencage issues de technologies Sanger, PacBio, lonTorrent, 454 et illumina (MiSeqg/HiSeq). C’est un outil
qui a été mis en ligne en 2009 et qui est la fusion de deux outils antérieurs développés par le méme
laboratoire : DOTUR et SONS. Mothur est disponible sous Windows en ligne de commande ou avec une
interface, ainsi que sous Linux et Mac OS. La version interfacée étant peu ergonomique et peu souple, c’est
pour cette raison que les scripts proposés ici concernent la version en ligne de commande. L'inconvénient
majeur de Mothur est sa consommation de mémoire RAM. Certaines étapes sont trés gourmandes, voire
limitantes si 'ordinateur utilisé n’est pas assez puissant (comme par exemple les commande align.segs ou
encore classify.seqs).

Qiime quant a lui est un outil semblable a Mothur en termes d’objectifs, richesses d’options, souplesse... et
inconvénients. Cependant, cet outil est disponible uniquement sur Linux et Mac OS. Les utilisateurs Windows

devront donc nécessairement utiliser une machine virtuelle (ou leur environnement Linux sur Windows10).

FROGS

FROGS est un outil différent de Mothur et Qiime, car il s’agit d’'un « workflow » (c’est-a-dire qu’il s’agit d’un
ensemble d’instructions/commandes d’un ensemble d‘outils) développé pour étre utilisé sur Galaxy (cf.
Matériel et Méthodes). Du fait que ce soit un workflow, il est trés peu, voire pas du tout flexible, mais traduit
I’esprit de ce chapitre : simplifier la vie des personnes souhaitant analyser des données de metabarcoding de
16S ou 18S de fagon ponctuelle. Pour souhaiter I'utiliser, il faut donc étre d'accord avec le choix des outils

employés.

Oligotyping

Ce quatrieme outil, est en fait plutdét une nouvelle méthodologie, une nouvelle maniére de voir les études
d’écologie basées sur le 16S. Le but de cette méthode est de pouvoir “enquéter” sur la diversité dissimulée
au sein d’une OTU. Elle se base sur I'utilisation de positions conservées dans la séquence de I’ADNr 16S afin
de chercher une “microdiversité” et créer ainsi des oligotypes. Ainsi, au sein d’une seule OTU, il est possible

de définir plusieurs oligotypes (Eren et al., 2013, Eren et al., 2014, Eren et al., 2014).
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Cette méthodologie se base sur |'utilisation de I'entropie de Shannon pour sélectionner les positions sur
I’ADNr 16S susceptibles d’étre intéressantes. Elle permet aussi d’éliminer une partie des biais liés a des
erreurs de PCR, ou de séquencage (Eren et al., 2013, Eren et al., 2014, Eren et al., 2014). Le script et les
analyses n’ayant pas encore abouti a des résultats au cours de ma these 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 explicité dans la partie bibliographique, les systemes hydrothermaux sont des
environnements géologiques actifs ponctuels répartis tout autour du globe a la jonction des plaques
tectoniques, et en majorité dans les grands fonds marins. La pression hydrostatique, le caractere aphotique,
et la toxicité des fluides font des systemes hydrothermaux des environnements tres intéressants, notamment
pour I’étude du monde vivant et de ses limites (aussi bien macroscopique que microscopique). En I'absence
de lumiere, les écosystemes de ces environnements sont basés sur la chimiosynthése microbienne, base du
réseau trophique. Dans ces environnements, les exemples de symbioses entre microorganismes et
invertébrés sont nombreux. A I'heure actuelle, sur la MAR, le seul exemple d’Alvinocarididae ou une
symbiose trophique est avérée est la crevette Rimicaris exoculata. Or d’autres especes de crevettes vivent
dans ces zones (Rimicaris chacei, Alvinocaris markensis, ou encore Mirocaris fortunata). Ces espéces peuvent-
elles présenter des interactions durables avec des microorganismes ? Si on part du principe que oui, les
conditions environnementales étant différentes selon les sites (composition chimique du fluide,
température, pression, pH...), les communautés symbiotiques peuvent-elles varier en fonction des conditions
physico-chimiques ? Par conséquent, peut-on mettre en évidence des phénomeénes de biogéographie des
symbiontes ? Quelles sont les capacités métaboliques des symbiontes ? Quel est le degré de plasticité
génétique chez ces symbiontes ? Les questions ne manquent pas, et sont trop nombreuses pour étre résolues
durant une thése. C'est pourquoi ce sujet vise a répondre principalement a deux points: 1) Décrire les
associations symbiotiques chez la crevette Rimicaris chacei, d’'un point de vue morphologique et
phylogénétique. Cette description permettra une comparaison avec la symbiose connue chez Rimicaris
exoculata. 2) Mettre en évidence (ou non) un caractere biogéographique des symbiontes sur les sites de la
MAR via une approche de séquencage haut débit (et traitement des données via I'oligotyping), pour Rimicaris

chacei et Rimicaris exoculata, avec une comparaison possible entre les deux espéces et entre sites.

L’ensemble de ces données permettra de discuter de I’évolution de ces deux especes sceurs, présentant une

niche écologique et des symbiontes proches.

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

hybridation in situ en fluorescence (FISH)).

Cette these assez descriptive s’est aussi construite dans le cadre particulier et relativement émergent de la
découverte de nombreux minerais et métaux présents dans les dépoéts minéraux hydrothermaux
(notamment les dépots de sulfures). Ces composés présentent une valeur commerciale de plus en plus

attrayante pour les technologies modernes. L’attrait pour ces minéraux et métaux, ainsi que le
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développement des compétences minieres nouvelles en environnements profonds font peser sur ces
écosystémes des dangers nouveaux. L’exploitation de ces environnements par 'Homme n’est qu’une
question de temps, et présente des risques potentiels de modifications drastiques pour ces écosystemes
suite aux extractions miniéres. Il est donc important de mieux comprendre ces environnements et I'ensemble
des processus biologiques qui les sous-tendent dans leur fonctionnement naturel. D’'un point de vue
écotoxicologique, cela revient a faire une étude a trés grande échelle du temps zéro (état de référence), c’est-
a-dire de I’environnement avant sa détérioration éventuelle potentielle. Cette thése descriptive participe

donc a I'établissement de cet état zéro.

Nous présenterons ci-apres les deux articles scientifiques prévus lors de I'élaboration du sujet de these. Le

premier est soumis. Le deuxiéme article est en cours de rédaction.
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Matériels et Méthodes :
Les scripts mis en place pour
traiter les données de maniere
automatique ou semi-

automatique
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Dans cette partie, seul le volet bioinformatique que j’ai développé au cours de la thése est développé car
il ne pourra pas étre explicité dans les différents articles scientifiques. Le volet prélevement des
échantillons, fixations a bord du navire, ainsi que les techniques de microscopie sont décrites dans le

matériel et méthodes du premier article.

Protocole de barcoding sur banque de clones

Durant ce travail de these, un jeu de données issues de banque de clones et séquencage Sanger a permis
I'obtention de 4954 séquences exploitables. C'est un trop grand nombre de séquences pour étre analysées
manuellement comme cela est classiquement le cas au laboratoire. C’'est pour cela qu’un protocole semi-
automatique a été créé au cours de mon travail, pour des utilisateurs Windows, qui n’a cependant pas encore

son script (Windows étant différent de Linux, le langage de programmation est lui aussi différent).

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

e  Mothur (gratuit)

Les deux logiciels payants que sont Geneious© et Excel peuvent étre remplacés par d’autres outils comme
par exemple Benchling pour Geneious© ou encore libre office pour Excel. Bien que les explications soient
faites pour les logiciels cités ci-dessus, il est possible de s’en sortir avec d’autres, le seul incontournable étant
Mothur. Pour répondre tout de suite a la question de pourquoi utiliser Mothur, c’est parce que c’est le seul
des quatre outils cités plus haut disponible sous Windows qui reste le principal systeme d’exploitation du
commerce. De plus, les utilisateurs utilisant d’autres systemes d’exploitation pourront tout a fait utiliser ce
protocole en utilisant leurs propres outils favoris, puisque le seul logiciel incontournable est Mothur, qui est
le seul disponible pour Windows, Mac OS et Linux.

Différentes étapes sont nécessaires pour traiter vos données a I'issue du séquencage Sanger.
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Elimination des séquences de mauvaise qualité

Lors du séquencage, quatre principaux problémes peuvent subvenir :
- Le séquencage a tout simplement été raté. C’'est-a-dire que pour des raisons techniques et non
biologiques, il n’y a pas d’amplification de signal.
- Il n'y apas assez d’ADN dans le puits a séquencer pour qu’il soit amplifié.
- Deux colonies différentes ont été mises en culture dans un seul puits (pouvant étre lié au
repiquage des clones). On obtient donc une double séquence.
- Aucun ADN d’intérét n’a été inséré dans le vecteur, et la colonie a quand méme été envoyée a

séquencer. On séquence donc du vecteur.

Dans les trois premiers cas, soit le prestataire de services (lors de la récupération des données), soit le %HQ
(sur Geneious©) peut renseigner sur la qualité des séquences. J'ai pu remarquer (remarque personnelle) que
lorsque le %HQ est inférieur a 30 %, les séquences ne sont pas exploitables (de maniéere systématique), et
gu’entre 30 % et 40 %, il faut regarder chaque séquence indépendamment.

Dans le dernier cas, ni le %HQ ni les procédures du prestataire de services ne peuvent identifier la présence
d’une séquence de vecteur. Ce type de séquence est identifiable lors des premiers alignements (car elle
déstabilise I'alignement) et une simple identification sur la base de données NCBI (via un BLAST) permet de

confirmer s’il s’agit bien de vecteur de clonage ou d’une autre erreur.

Tri des séquences

Dans le cas de I'obtention de séquences issues de banques de clones et donc, par conséquent, d’'une étape
de clonage, il est important d’avoir a I'esprit que certains vecteurs de clonage, pour des questions de
rendement (en étude de diversité tout du moins), ne présentent pas de sélection d’orientation de l'insert

lors de I'étape de ligature. C'est le cas notamment des vecteurs TOPO XL® et TOPO TA®, qui présentent une

Thymine au niveau de la zone d’insertion du fragment d’ADN a cloner (Figure 15).
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CG CTC GAG CAT GCA TCT AGR GGG CCC AAT TCG [CCC
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M13 Forward (-20) Primer
CTG GCC GTC GTT TTA CAA
GAC CGG CAG CAA AAT

EC AAT TCA
AT TTA AGT

CGT CGT GAC TGG GARA AAC
1T GCA GCA CTG ACC CIT TIG

Figure 12 : Représentation schématique du vecteur de clonage TOPO TA®.

En effet, cela se base sur le fait que la polymérase présente la particularité de rajouter une série poly « A »
a la fin des étapes d’élongation lors d’une PCR. Le clonage se fait donc par ligature A-T et le sens d’insertion
de celle-ci dans le vecteur est donc aléatoire. Par la suite, le séquencage Sanger est initié a partir d’'une

amorce (ou primer en anglais). Le début du séquencage ne présente en général pas une qualité suffisante
pour étre utilisé (Figure 16).

GTAA-T.GTATAGGG-GATTGGG_T.TAGATG.ATG.T-GAG

Figure 13 : Capture d'écran d'une portion de séquence de mauvaise qualité au format .AB1.

Afin de pouvoir obtenir le début de séquence de notre géne d’intérét, il est possible d’utiliser une amorce
déja présente sur le vecteur, comme I'amorce M13 Forward, ou encore 'amorce M13 Reverse, en amont et

aval de l'insert. C'est la solution que j’ai personnellement choisie pour exploiter mes données. Cependant,

ce choix induit nécessairement un inconvénient dans le traitement des données : les séquences obtenues

sont soit séquencées dans le sens direct, que I'on appellera Forward, ou encore dans le sens indirect, que

I’on appellera Reverse (Figure 17).
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Figure 14 : Principe schématique d'une étape de clonage.

Si on prend I'exemple de I'utilisation des amorces universelles ES8F et U1492R, la totalité du gene codant pour
la petite sous unité du ribosome (16S) a été amplifiée et clonée, mais le séquencage du gene n’est que partiel.
En effet avec une réaction de séquencage, on obtient donc soit le début, soit la fin de la séquence de I’ADNr
16S. 1l est théoriquement possible d’avoir un chevauchement de séquences (début et fin du gene) et ainsi
avoir un gene d’ARNr 16S complet. Cependant, bien que la longueur maximale de séquengage Sanger
atteigne actuellement 900 a 1 000 paires de bases, il est fréquent d’avoir des séquences plus courtes et ne
pas pouvoir reconstituer le géne dans sa totalité. Bien évidemment, un choix d’'amorces permettant le
séquencage d’une zone plus restreinte du géne a étudier reste possible. Il faut cependant tenir compte de la
perte d’information que cela engendre, et du fait que les bases de données contiennent principalement des
débuts de génes d’ARNr 16S, souvent autour de 600 pb, qui de facto limite les analyses ultérieures.

Tout ceci pour expliquer que I'on obtient, dans le cas de l'utilisation des amorces E8F et U1492R pour
amplifier notre géne d’intérét, un jeu de données comportant a la fois un lot de séquences « Forward », et
un lot de séquences « Reverse ». Or les alighements ne peuvent se faire que sur des séquences comparables,
donc sur des zones du gene identiques. Ne pouvant donc étre analysées simultanément (notamment d’un
point de vue étude de diversité et « phylogénie »), il est nécessaire de séparer les séquences « Forward » des
« Reverse ». Comment faire ? Il existe plusieurs méthodes (toutes via bioinformatique bien s(ir). Trois seront
présentées ici. Bien évidemment il existe sirement d’autres méthodes. L'exemple sera ici donné avec le
logiciel Geneious©.

Quelle que soit la méthode utilisée, créez un dossier Forward et un dossier Reverse (pour y classer les

séquences correspondantes) dans votre jeu de données.
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Premiére méthode

On utilise un alignement pour séparer les séquences « Forwards» des « Reverses». La méthode

d’alignement MUSCLE, par exemple, en plus d’étre rapide, permet d’obtenir un résultat ou les séquences

sont rassemblées par similarité. Concrétement, on observe un jeu de séquences en haut, et un autre en bas

de I'alignement, correspondant aux séquences « Forwards » et « Reverses » séparées. Si cela ne fonctionne

pas, c’est que certaines séquences peuvent altérer I'alignement, comme par exemple des séquences

identifiées comme du vecteur (c’est-a-dire que le plasmide s’est refermé sur lui-méme sans avoir inséré de

géne d’intérét). Ces séquences doivent étre supprimées du jeu de données. Cette méthode n’est pas celle

gue je recommande, car cela ne fonctionne pas a chaque fois, et une fois les deux lots de séquences identifiés,

le tri restant manuel, et les séquences (dans I'alignement) n’étant pas classées par numérotation mais par

similarité, le tri est plus long (et fastidieux).

Seconde méthode

Cette méthode est trés semblable a la premiére. Cette fois ci, on utilise I'alighement Geneious © (lent... trés

lent... et peu efficace), mais qui présente I'avantage de séparer en deux clusters les séquences « Forward »

des séquences « Reverse » comme dans la premiere méthode (mais de maniéere plus visuelle) (Figure 18).
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Figure 15 : Capture d'écran d'un alignement réalisé avec I'algorithme Geneious.
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Les séquences restent classées dans I'ordre de vos données initiales, mais le tri reste manuel. Cette méthode

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

Troisieme méthode

On utilise cette fois-ci la fonction « Recherche » (Ctrl + F) pour rechercher les primers dans le jeu de donné.
- Onsélectionne I'ensemble des séquences a traiter.
- Onouvre la fenétre de recherche (Ctrl + F)
- On entre la séquence de l'une des deux amorces utilisées en PCR initiale (ici E8F : 5

AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3’). Puis on clique sur « rechercher » (Figure 19).

1of81sen
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Figure 16 : Capture d'écran de la recherche d’une amorce PCR dans un lot de séquences sous Geneious.

- Onobserve que I'amorce E8F a bien été trouvée dans la séquence numéro 02 de la banque de clones.
Pour la suite, avec un code couleur des nucléotides adéquate, il est facile de noter (sur papier ou dans
un fichier texte) quelles séquences sont des « Forwards ».

ATTENTION, avant de noter quoi que ce soit, ne vous amusez pas a réitérer la recherche de I'étape

précédente (c’est le coup a faire des erreurs), et vérifiez que vous étes bien en début de séquences

(ici le résultat de recherche est trouvé entre les bases 83 et 102 (ce qui correspond au début de la
séquence, puisqu’en amont de I'amorce, on trouve une portion du vecteur). Il vous suffit donc de
faire travailler vos yeux (on s’y fait trés vite rassurez-vous) et de rechercher le code couleur
correspondant a votre amorce. Ne cherchez pas la totalité de I'amorce, ceci ne sert a rien. Pour

exemple, quand je cherche I'amorce E8F, je cherche le code couleur IGIG'ITI'. Les séquences 02-03-
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04-05-07-08-12 sont des séquences « Forwards ». Par simple présence/absence (de I'amorce ESF),
on peut donc en conclure que les séquences 09 et 11 sont des séquences « Reverse ». Il vous suffit

donc de placer les bonnes séquences dans le bon dossier.

wence View | Virtual Gel | Lengths Graph | Text view [ Info|
G W Grextract GFR.C. 5D Transate @) Add Amnotation | & Alow Editing @2 Annotate & Predict Save ROEO0 ?
@ 7 ] o 02 i 0
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3. NautSPOSFU12PLO4FKST_TD_04 ab1 TGATGGATATCTGEAGAATTICGED
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«

Figure 17 : Capture d'écran de la visualisation d'une amorce dans un lot de séquences sous Geneious.

Pour vérifier que vous ne vous étes pas trompé dans votre tri, un simple alighement des séquences
Forwards (uniqguement), puis des séquences Reverses (uniquement) vous confirmera votre bon
classement ou non. En effet, on observe qu’aprés recherche de I'amorce E8F dans I'alignement
(Figure 20), I'identité (barre verte) sur la zone de I'amorce est verte, ce qui signifie que 100% des
séquences présente I'amorce E8F dans le tri réalisé. Dans le cas contraire, ou par exemple une
séquence « Reverse » se serait glissée parmi les « Forwards », cette barre d’identité serait un
mélange de rouge et de marron. La couleur rouge signifiant qu’a une position donnée (par exemple
le 50 nucléotide de I'alignement) est partagée par moins de 30% des séquences. La couleur marron
qguant a elle indique que la position donnée dans I'alignement est partagé entre 30% et 100% des
séquences. A ce moment-la il suffit de rechercher la ou les séquence(s) mal triées pour les remettre

dans le bon dossier.
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Figure 18 : Capture d'écran montrant la barre d'identité d'un lot de séquences sous Geneious.

« Nettoyage » des séquences

Cette partie du traitement des données est celle qui génere a mon sens le plus de biais lié a I'intervention du
manipulateur. Jusqu’ici, le type de fichier utilisé pour analyser les séquences est le format .AB1. Ce format
de fichier contient a la fois la séquence texte (composé de A-T-C-G) mais aussi le chromatogramme généré
par le séquenceur Sanger. L'inconvénient principal de ce format est qu’il correspond plus ou moins au format
brut de sortie du séquenceur. Il contient donc les fins des séquences générées, y compris les nucléotides
aberrants dus a un signal trop faible et plus ou moins anarchiques, inhérents aux appareils de séquencage. Il
n’y a donc aucun filtrage qualité. A l'inverse, les fichiers .FAS (fasta) fournis par les prestataires de services
ont subi un filtrage qualité, mais ces criteres ne sont pas fournis par les prestataires de services. Comment
donc déterminer quel format est le meilleur ? Le fichier .AB1 avec les informations brutes qui permettent de
mieux travailler les séquences, mais sans filtrage qualité ? Ou le format opposé fasta, pré filtré mais sans
information ? Quel format donne les séquences les plus longues, tout en gardant une qualité suffisante ?
Avec prés de 5000 séquences (issues de 57 banques de clones), j’ai effectué un nettoyage manuel de toutes
les séquences. A la suite de quoi jai comparé statistiquement la longueur des séquences nettoyées
manuellement, des séquences filtrées par le prestataire de service via un test de Student. La p value est de
2.2*107® avec I’hypothése HO suivante : les jeux de séquences ont une longueur moyenne identique. Le
nettoyage manuel permet cependant d’éliminer les nucléotides notés « N » qui sont souvent présents dans

les séquences au format fasta.
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La premiere étape du « nettoyage » des séquences est le choix de la méthode d’alignement. En effet, selon

vos préférences ou vos objectifs, le résultat peut différer.

La seconde étape consiste a enlever la ou les amorces que vous avez utilisées(s)

en PCR, ainsi que la partie du vecteur précédant I'amorce. Pour cela, recherchez
I’amorce qui vous intéresse (voir chapitre « tri des séquences »), cliquez sur I'icbne
« Allow Editing » et supprimez tout ce qui précede le dernier nucléotide de
I"amorce. C'est un choix personnel de retirer 'amorce, il vous est possible de Ia
garder, il vous faudra cependant supprimer la portion de séquence correspondant

au vecteur de clonage.

La troisieme étape (qui n’est pas la plus simple) est de déterminer a quelle

position arréter la séquence (et donc supprimer la fin de la séquence de moins
bonne qualité). J'ai pu remarquer que les premiéres erreurs de séquencages sont
dues a des homopolymeres, c’est-a-dire des répétitions d’'un méme nucléotide

plusieurs fois (exemple : IGGGGITIGT qui présente un homopolymere de 4 G).

®
Figure 19 : Capture d'écran
d’une  zone  d'alignement
mettant en évidence un

polymere de Guanine devant
étre corrigé.

C’est I'un des problémes principaux rencontrés quelle que soit la technologie de séquencage. Il se présente

sous la forme suivante dans un jeu de données : Figure 22. Dans un cas comme celui-13, il est intéressant de

supprimer la position qui correspond au premier « G », si le nombre de séquences présentant la méme erreur

a cette position est faible (2 a 3 séquences dans le jeu de données par exemple). Si ce n’est pas le cas, est-ce

vraiment une erreur, ou une réalité biologique ? Typiquement, c’est le genre de cas ol une erreur peut étre

générée par 'homme. En cas de doute, je conseille de laisser I'information plutét que de la supprimer, elle

pourra toujours étre supprimée ultérieurement.
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Comme précisé précédemment, la longueur d’une séquence avoisine généralement

les 900 bases. Apres suppression des amorces et du vecteur, c’est aux environs de

la position 900 (+ ou — 100 bases) dans I'alignhement que le chromatogramme

présente des erreurs dues a une perte générale du signal. C’'est la deuxieme source

d’erreurs qui peut étre introduite par le manipulateur : avoir une séquence longue,

mais présentant trop d’erreurs (et qui devient fausse, surtout a la fin). Dans le cas

d’étude de diversité, la diversité qui sera calculée ne sera donc pas issue d’une

réalité biologique, mais d’erreurs de séquencage.

Une fois les séquences raccourcies, il peut subsister des erreurs de séquencage qui

peuvent étre corrigées manuellement (notamment en fin de séquence). Les corriger

peut étre intéressant. Par exemple Figure 23, on observe en deuxiéme position de

) y la cinquiéme ligne un G alors que les autres séquences présentent un T. Se pose la
Figure 20 : Capture d'écran

dune zone dalignement question d’une erreur de séquencage. En effet, il s’agit bien d’une erreur de
mettant en évidence une

erreur d'identification d'un  séquencgage puisque le chromatogramme affiche deux pics a la méme position, un
nucléotide a partir d'un
chromatogramme. premier correspondant a une guanine, et le second a une thymine. En regardant
I’ensemble des nucléotides de cette position, on constate que toutes les autres
séquences présentent une thymine, et que la position précédente présente une guanine. Il s’agit ici d’un cas
ou le chromatogramme du nucléotide qui nous intéresse présente un reste de la position précédente, que
I'algorithme d’identification du prestataire de services identifie mal. On peut donc corriger ce « G » en « T ».
D’autres types d’erreurs peuvent survenir, et je ne serai pas exhaustif sur ce point, car moi-méme je dois

passer a coté de certains types d’erreurs. Il faut garder a I'esprit qu’encore une fois, ce type de manipulation

peut introduire certaines erreurs liées au manipulateur.

Détection de chimeéres

L’étape suivante (qui peut étre facultative) consiste a chercher des séquences chimériques. C’'est-a-dire des
séquences qui peuvent paraitre propres et intéressantes, mais qui sont en réalité une association artificielle
(et donc un biais technique lié a la PCR) de deux morceaux de séquences (ou plus) en une seule. Pour cela, le
plus simple est d’utiliser les sites en ligne de détection de chiméres comme_DECIPHER. Cependant,
I'algorithme ressortant dans les forums comme étant le plus performant semble étre UCHIME (comme par

exemple sur le site drive5.com). L’utilisation la plus simple de cet algorithme se fait via le logiciel Mothur.
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Analyse des données avec Mothur

Le graphique suivant reprend les différentes étapes qui seront utilisées, ainsi que les commandes concernées

a chaque étape :

le nombre de fichier(s) généré(s)

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

par Mothur (O=Output),

et pour chaque input et output I'extension des fichiers concernés.
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Figure 21 : Schéma récapitulatif du protocole de barcoding sous Mothur.

Il ne sera développé dans cette partie que I'aspect théorique des différentes étapes, et non I'architecture des

commandes associées a

a chacune. Vous pourrez donc appliquer ici les commandes sans réfléchir si vous

souhaitez calquer votre traitement des données a celui ci-dessus.
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Pour commencer, il faut savoir qu’avec 4 fichiers qui concernent vos séquences, et deux fichiers de bases de
données formatées pour Mothur, vous pouvez faire 'ensemble de votre analyse. Les fichiers bases de
données peuvent étre téléchargés sur le site de Mothur. Si vous choisissez I'option télécharger, il faut étre
conscient que ces fichiers bases de données sont générés et maintenus par I'équipe de développement de
Mothur et ne sont donc pas forcement a jour. Par exemple, au moment ou j'écris, la base de données SILVA
proposée sur Mothur est la version 128, or Silva va bientot publier sa prochaine version qui ne sera peut-étre
pas mise en ligne tout de suite sur le site Mothur. Pour ce qui concerne 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, dans Geneious, de sélectionner I'ensemble de vos séquences d’intérét,
puis >File>Export>Selected documents... . Choisissez un nom de fichier sans espace (a remplacer par _ et

surtout pas par —) et sans accent, et le format fasta.

Pour obtenir le fichier .name, restez sur Geneious et exportez vos données comme pour le fichier .fasta, mais
cette fois changez le format de fichier et choisissez Comma-separated table values (*CSV), puis sélectionnez
uniquement la ligne « Name », puis OK. La prochaine étape nécessite d’ouvrir le fichier .CSV généré avec
excel, puis de simplement copier la colonne A dans la colonne B, et de supprimer la premiere ligne.
« Sauvegardez sous » ce fichier au format « Texte (séparation : tabulation) (.txt) ». Ceci donne la BD suivante

(zoomée pour bien voir).
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Figure 22 : Ensemble de captures d'écran permettant la création manuelle d'un fichier .name pour Mothur

Afin de créer le fichier .group, utilisez le fichier Comma-separated table values (*CSV). Dans la colonne B,
rentrez le nom de I'échantillon correspondant a votre séquence. Puis « enregistrez sous » le fichier au format

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

Et pour finir, le fichier .align, qui est un fichier .fasta réalisé avec votre méthode d’alignement préférée,
toujours avec les mémes séquences que les fichiers .name et .group. Il faudra cependant changer I'extension
de ce fichier de .fasta a .align en sortie d’alignement. Ce fichier n’est a réaliser qu’aprés la commande

remove.seqs (voir plus bas).
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On peut maintenant attaquer le traitement des données avec Mothur. La premiere partie va expliciter les
commandes, la seconde sera le script direct, ou il ne vous faudra plus que lancer des lignes de commandes,
en remplacant WWW par I'adresse 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 données), UUU votre fichier .tax
(base de données), tout ceci sans l'extension de fichier. Par exemple, pour la commande
summary.seqs(fasta=XXX.fasta), remplacez XXX sans I'extension pour 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.seqs

Cette commande permet de récapituler un certain nombre d’informations sur le jeu de données. Un fichier
.summary est généré mais ne sera pas utilisé par la suite. L'information intéressante est quant a elle affichée
directement sur la fenétre Mothur comme suit (encadré en rouge) :

Elle nous indique que 2.5 % des séquences ont une longueur inférieure a 628 pb (cette valeur varie selon le
jeu de données naturellement). Je vous conseille dans un premier temps d’évincer ces séquences de votre
jeu de données car étant trop courtes, elles limiteront la longueur de votre alignement. Par conséquent, vous
réaliseriez par la suite un clustering limité par la longueur des séquences de votre jeu de données les plus
courtes et ne représentant que 2.5% de votre jeu de donnée. Si jamais ces séquences devaient vous sembler
importantes, il vous sera toujours possible de refaire le protocole, sans éliminer ces séquences (une fois le

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

T =
¥ mothur.exe - Raccourci Sl - - _— ﬂ‘ﬂ—hj

mothur » summary.seqgs{fasta=Forward_2254_sequences._fastal

lnabhle to open Forward 2254 sequences.fasta. Trying output directory F:sBioinfor
matigquesSequences_analysizsForuvard 2254 sequences.fasta

Uzing 1 processzops.

Start End MBazes Ambigs Polymer MumSeqs
43 43 1
628 628 57
g17 §17 Sed
858 858 1128
1691

2198
2254

746 746
1171 1191
838.77 838.77 8

== R=p R g Fy VY

5]
5]
5]
875 875 5]
5]
5]
5.

19876

F:~BioinformatiguesSequences_analysis Forward_2254_sequences.summary
It took B zecsz to summarize 2254 seguences.

mothur >

Figure 23 : Capture d'écran d'un résultat de commande summary.seqs sous Mothur.
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Screen.seqs

Pour cela, nous allons utiliser la commande screen.segs, qui permet de sélectionner des séquences selon
certains criteres, et générer un fichier .accnos des séquences ne respectant pas les conditions choisies. Ici,
nous filtrerons uniquement les séquences en fonction de leur longueur, le filtrage qualité et chimere ayant
normalement déja été fait auparavant. Nous récupérerons ainsi un fichier .accnos contenant le nom de

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

Remove.seqs

Il faut ensuite supprimer les séquences de votre jeux de données ne correspondant pas a vos attentes (fichier
fasta), de votre fichier .name et de votre fichier .group, sinon Mothur cherchera des séquences qui n’existe
pas/plus... et affichera des messages d’erreurs, et refusera les commandes que vous lui lancerez.

C’est aprés cette étape qu’il vous sera nécessaire de réaliser le fichier .align en enlevant les séquences

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

Classify.seqs

Le but est de créer des OTUs, et de leur assigner une taxonomie. Pour faire ceci, Mothur fonctionne « a
I’envers ». C’'est-a-dire qu’une fois votre matrice d’OTUs réalisée, Mothur utilise I’affiliation taxonomique de
chacune de vos séquences composant une OTU pour déterminer la taxonomie de votre OTU. Il faut donc
commencer par affilier une taxonomie a chacune de vos séquences. Pour cela il faut comparer vos séquences
a une base de données (que vous avez normalement déja téléchargée). Il existe plusieurs méthodes
d’affiliation taxonomique proposé par Mothur ne nécessitant pas de données alignées : wang (par défault)
qui est une méthode probabilistique, kmn qui est une méthode par recherche de mot, et blast, qui est un
blast local comme sur le site du NCBI, sauf que la base de données consultée est celle que vous avez
téléchargée (type SILVA).

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

Dist.seqs

C’est I’étape avant le clustering. Comme les méthodes de clustering proposées par Mothur sont basées sur
les distances génétiques, il est nécessaire que les séquences soient alignées. C’'est a cette commande que vos
données alignées (.align) avec votre algorithme préféré rentrent en jeu. Une simple matrice de distance est

générée a partir de ce fichier. Il est donc important que vos données soient parfaitement alignées.
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Cluster

Cette étape est celle qui probablement géneéere le plus de débat dans le monde du barcoding, métabarcoding.
En effet, cette étape est celle qui va définir vos OTUs. Mothur propose 6 méthodes de clustering différentes

(expliquées ci-apres avec le plus de simplicité possible) :

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

n’étre ni précises, ni répétables, elles ne seront donc pas décrites car peu usitées.

Furthest neighbor (furthest) : cette méthode considére comme OTU toutes les séquences ayant moins de 3

% de dissimilarité entre elles.

Nearest neighbor (nearest) : cette méthode considere qu’une séquence appartient a une OTU si celle-ci a

moins de 3 % de dissimilarité avec séquence cette OTU en question.

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

séquence la plus abondante au sein 'OTU concernée.

Vsearch dgc (dgc) : une séquence appartient a une OTU si elle présente moins de 3 % de dissimilarité avec la

séquence représentant le centre (en termes de distance) de I'OTU concernée.

Comme explicité précédemment, il n’existe pas de bon algorithme, il faut tester selon son jeu de données.

Classify.otu

Cette étape est le complément de la fonction classify.seqgs. Elle permet d’assigner une taxonomie a une OTU
en fonction de la taxonomie des séquences qui la compose. C'est une assignation taxonomique consensus
qui permet de limiter les assignations a un degré d’arborescence trop haute et qui pourraient se révéler

fausses.

Make.shared

Pour pouvoir faire de I'écologie notamment via des calculs d’indice de diversité alpha (intra échantillon) ou

encore beta (inter échantillons), il est nécessaire de disposer d’un tableau de contingence. C’'est cette

commande qui permet de le réaliser.
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Pour continuer sur les calculs d’indices de diversité alpha et/ou beta, Mothur propose plusieurs commandes:

Rarefaction.single

Cette commande permet de sortir sous forme de tableur, toutes les données permettant de construire des

courbes de rarefaction.

Summary.single

Cette commande permet de calculer des indices de diversité alpha via un grand nombre de calculateurs :
sobs ; chao ; ace ; jack ; bootstrap ; simpsoneven ; shannoneven ; smithwilson ; bergerparker ; shannon ;
npshannon ; simpson ; invsimpson ; coverage ; gstat ; boneh ; efron ; shen ; solow ; logseries ; geometric ;
bstick. Faire la description de chacun de ces indices ne présente ici aucun intérét, les plus couramment utilisés

sont sobs, chao, simpson, simpsoneven, shannon, shannoneven, d’apreés la littérature.

Summary.shared

Cette commande permet de calculer des indices de diversité beta sous la forme de tableau a double entrée.
Comme pour la commande Summary.single, un grand nombre de calculateurs sont disponibles : sharedsobs
; sharedchao ; sharedace ; anderberg ; hamming ; jclass ; jest ; kulczynski ; kulczynskicody ; lennon ; memchi2
; memchord ; memeuclidean ; mempearson ; ochiai ; sorclass ; sorest ; whittaker ; braycurtis ; canberra ;
gower ; hellinger ; jabund ; manhattan ; morisitahorn ; odum ; soergel ; sorabund ; spearman ; speciesprofile
; structchi2 ; structchord ; structeuclidean ; structkulczynski ; structpearson ; thetan ; thetayc. Encore une
fois, faire le descriptif de chacun de ces calculateurs ne présente pas grand intérét, le plus communément

utilisé est I'indice de Braycurtis dans la littérature.

Tree.shared

Cette commande est plutdt intéressante car elle permet la création d’un dendrogramme représentant la
similarité des différents échantillons (relatif au fichier .group) entre eux selon le calculateur choisi (cf

commande Summary.shared).
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Heatmap.sim

Cette commande est identique a la commande précédente, sauf qu’elle permet de troquer la représentation

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

Figure 24 : Représentation de la similarité des échantillons présentés dans le premier article de cette thése avec l'indice de diversité
Bray-Curtis sous la forme d'une heatmap.

Dans le cas ou vous souhaiteriez réaliser des analyses « phylogénétiques », il peut étre intéressant de
récupérer la séquence représentative de chaque OTU. Mothur dispose aussi d‘'une commande pour cela, la

commande :
Get.oturep

Cette commande permet de récupérer les noms et les séquences représentatives de chaque OTU. Deux

méthodes sont proposées : la méthode des distances (distance), qui permet de récupérer le nom et la

séquence centrale de I'OTU, et la méthode 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 nombre de séquences
est souvent faible, les chances qu’elles soient rigoureusement identiques est faible, le choix de la méthode
d’abondance semble donc peu justifiable.

NB : Il peut vous sembler intéressant de récupérer les représentants de chaque OTUs pour les deux

méthodes. Prenez garde car c’est la méme 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 précédente, il est possible de générer un
fichier tableur contenant toutes les informations de vos réves. Seulement trois fichiers nous intéressent dont
les extensions sont : .shared ; .rep.name ; .cons.taxonomy ; .list.

Ouvrez ces trois fichiers dans votre tableur préféré, et collez leur contenu les uns a c6té des autres, a
I’exception du fichier .list. Il faut pour ce fichier récupérer la ligne ou il est écrit 0.03 dans la premiére colonne,
et effectuer un collage rétro transposé (c’est une option des collages spéciaux) dans le tableur ou vous avez
réuni I’ensemble des autres fichiers.

Vous voici maintenant avec un fichier tableur dans lequel vous disposez du nom de chaque OTU, sa
classification taxonomique, sa séquence représentative, sa répartition dans chaque échantillon (en nombre

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

Worflow Mothur

Il s’agit ci-dessous (encadré bleu) de I'ensemble des commandes a lancer sous Mothur afin d’obtenir une
analyse compléete d’étude de diversité microbienne de type barcoding. Comme précisé précédemment, il
est nécessaire de remplacer WWW par I'adresse 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 donnée), UUU votre
numéro de version de base de données SILVA (ex : 128), tout ceci sans 'extension de fichier. Le texte de
couleur verte correspond aux parameétres qu’il vous est possible de changer, tel que la méthode de

clustering... (cf. précédemment).

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

summary.seqs(fasta=XXX.fasta)

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

remove.seqgs(accnos=XXX.bad.accnos, fasta=XXX.fasta, name=YYY.name, group=2ZZ.group)
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classify.seqs(fasta=XXX.good.filter.fasta,template=silva.nr_vUUU.fasta, taxonomy=silva.nr_vUUU.tax

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

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

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

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

group=Z2ZZ.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-chao-ace-jack-bootstrap-simpsoneven-shannoneven-

smithwilson-bergerparker-shannon-npshannon-simpson-invsimpson-coverage-gstat-boneh-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

Pourquoi utiliser différentes architectures informatiques afin de réaliser la méme

chose ?

L'importance du travail réalisé dans cette partie de métabarcoding a été la rédaction de différents scripts

réalisant en une seule commande toute une analyse de métabarcoding avec I'outil concerné.

L’ordinateur de bureau

Si vous avez suivi les conseils donnés en tout fin de chapitre précédent, vous disposez d’une bonne machine
capable d’effectuer le protocole de barcoding sur banque de clones sans trop de difficultés. Cependant, les
ressources d’'une machine de ce type pour réaliser une analyse de metabarcoding compléte demanderont
toutes les ressources de la machine, pouvant aller jusqu’a vous empécher d’utiliser des logiciels quotidiens
par mangque de ressources (ou alors il faut étre trés tres treés patient). Alors pourquoi faire un script pour ce
type d’architecture puisqu’elle ne sert a rien ? En fait si. Il vous est tout a fait possible de réaliser une analyse
partielle de metabarcoding, sur une partie restreinte de votre jeu de données total. Quel intérét ? Tout
simplement parce que ces scripts “vous poseront des questions” a chaque étape importante, concernant des
parameétres nécessaires a la suite du traitement, mais venant juste d’étre produit. Ceci vous permettra de

finaliser une premiére fois I'une des analyses. Pour passer a I'étape suivante.

Un calculateur type DATARMOR

Ceci est I’étape suivante : utiliser un calculateur. Ici I'exemple est pris avec DATARMOR, calculateur Ifremer,
mais le principe est le méme sur d’autre types de calculateur. En tant qu’utilisateur, vous disposez de trois
espaces qui sont a vous.

Le premier est ce que I'on appelle “home”, c’est un espace de stockage sauvegardé ou vous
pouvez stocker les fichiers que vous désirez, ils sont sauvegardés. Pour DATARMOR, cet espace fait
50 Go par utilisateur.

Votre deuxieme espace est un espace temporaire nommé “work”. Cet espace est d’une
capacité plus importante (500 Go par utilisateur sur DATARMOR), mais les fichiers sont supprimés au
bout de 15 jours.

Et enfin, un espace nommé “scratch” qui a la méme fonction qu’une poubelle. Tout ce quiy

est mis est immédiatement supprimé et non récupérable (autant faire attention a ce dernier).
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Le gros avantage de ce type de machine, qu’il faut voir un petit peu comme un ordinateur de bureau
fonctionnant sous Linux (en ligne de commande), c’est qu’il dispose d’une puissance bien supérieure a une
simple machine. Pour DATARMOR, il est possible, le temps d’un calcul, d’avoir 240 cceurs (un ordinateur
normal dispose de 4 a 8 cceurs), et 1 To (1000 Go) de RAM. L'inconvénient, c’est que des gros calculs doivent
lui étre soumis (en ligne de commande). C'est-a-dire que vous lui soumettez un script, et celui-ci s'exécute
en arriere-plan. Il ne peut donc pas vous poser de question comme pour l'ordinateur de bureau une fois le
script lancé. Tous les parametres doivent étre connus deés le début (d’ou la partie amont avec I'ordinateur de

bureau pour préparer le travail).

Galaxy

Galaxy est un superbe outil pour tous les allergiques de la ligne de commande. En effet, il s’agit d’une
interface web dans laquelle il est possible de faire de la bioinformatique sous forme de « presse bouton ».
Aucune ligne de commande a faire. Le réve me direz-vous. En fait, pas tant que ¢a. Une fois que I'on s’est
résigné a apprendre la ligne de commande, Galaxy peut devenir un peu frustrant. En effet, vous étes
dépendant d’un service dédié a Galaxy. C'est ce service qui met en place les outils dont vous avez besoin
(Mothur et Qiime disparaissent des Galaxy, car trop lourds a maintenir et difficiles d’utilisation pour les
néophytes), qui régle les problémes, ou qui corrige les bugs, et fournit les différentes ressources
informatiques a chaque logiciel. Pourquoi serait-ce donc un inconvénient ? Principalement car les ressources
de Galaxy sont limitées, alors qu’il utilise lui aussi le calculateur. Vous ne pouvez donc pas choisir si vos calculs
se feront vite, tres vite, ou tres tres vite, comme sur le calculateur. De plus, Galaxy n’a le droit qu’a une partie

de la puissance du calculateur. Une fois que trop de monde sollicite la plateforme Galaxy (quelle qu’elle soit)

une file d’attente se met en place, et elle peut étre longue. Alors que le calculateur beaucoup moins.

Vous comprendrez donc que votre ordinateur de bureau, bien que pouvant étre performant, ne peut pas
étre votre seul outil de bioinformatique, il n’est qu’un intermédiaire, un lieu de test, et qu’il faudra ensuite
passer au calculateur, ou a Galaxy. Ou tout simplement directement aller sur Galaxy, avec les inconvénients

qui y sont associés.

Les scripts

L'idée derriére chacun des scripts, qui je le répete, ne fonctionnent que sur Linux, que ce soit sur I'ordinateur,
ou sur un calculateur, est toujours la méme. L'utilisateur lance un premier script (dans un invité de
commande) qui créé tous les dossiers et fichiers nécessaires au bon déroulement du second script, celui

d’analyse des données. De maniére concréte, le premier script créé un dossier sur le « bureau » de
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I'utilisateur (si celui-ci n’existe pas, il est lui aussi créé) appelé soit Mothur, Qiime, ou FROGS (selon I'outils
que vous voulez utiliser). Dans ce dossier, deux nouveaux dossiers sont créés : le premier s’appelle « Input »,
et le second « Output ». Puis dans le dossier « Input », un fichier « propriete.txt » est créé. Celui-ci contient
déja les informations qui vous seront nécessaires a |'analyse. Il vous suffit par la suite de rentrer les
parametres que vous connaissez dans le fichier « propriete.txt ». Dans le cas d’une analyse sur ordinateur, si
certains parameétres sont manquants, parce que vous ne les connaissez pas encore, ils vous seront demandés
ultérieurement. Dans le cas d’une analyse sur calculateur, ils devront tous étre renseignés. Vos données a
analyser devront par la suite étre mises dans le dossier « Input ». La derniere étape est de lancer le second
script, en précisant un nom de projet. Les données a récupérer seront ensuite mises automatiquement dans
le dossier « Output » précédemment créé. Pour ce qui est des parameétres qui auraient pu vous manquer, ils
sont directement rajoutés dans le fichier « proprietes.txt », qui pourra directement étre utilisé avec le script

pour le calculateur. L’ensemble de ces informations est représenté graphiquement dans la figure 28.

Etape 1 Etape 3

Traitmement
des données

> Script 1

Input

Propriete.txt

Copier
vos données

Remplir
les propriétés

Etape 2

Figure 25 : Représentation schématique du principe global des scripts générés durant cette thése.

Décrire de maniére exhaustive chaque ligne de commande des différents scripts ne présente aucun intérét
pour comprendre ce qui se déroule lors du traitement des données. Il sera donc fait une description des

différentes grandes étapes avec les trois outils que sont Mothur, Qiime et FROGS. Bien évidemment, il existe
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des workflows pour chacun de ces outils sur internet. Comme il avait été précisé précédemment, aucun
nouvel algorithme ou outils n’a été inventé ici (je n’ai pas réinventé la poudre), le travail effectué a été de le
rendre plus accessible a quelqu’un qui ne sait pas utiliser de la lighe de commande, ou qui présente une peur

phobique de I'informatique.

Lors de la réception des données de séquencages provenant du prestataire de services, les fichiers de
données peuvent prendre plusieurs formes, qui sont résumées dans la figure 29 ci-dessous (seulement trois

exemples donnés) :

amplicon

Cas N°1 Cas N°2 Cas N°3

Fasta R1 echantillon 1

Fasta R1 echantillon 2

Fasta R2 echantillon 1

Fasta R2 echantillon 2

Fichiers récupérés

Echantilon1_R1 fastq
Echantilon2_R1.fastq
Echantilon1_R2 fastq
Echantilon2_R2.fastq

Fasta echantillon 1

Fasta echantillon 2

Fichiers récupérés

Echantilon1.fastq
Echantilon2.fastq

Fasta echantillon 1-2-...

Fichier récupéré

Echantilon.fastq

Figure 26 : Représentation schématique d'exemples de données pouvant étre regues d'un prestataire de séquencage haut débit.
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Dans le premier cas, les données ressemblent a ce qui se qui rapproche le plus des données brutes sorties du
séquenceur. Nous disposons pour chaque échantillon des données R1 et R2, il faudra donc assembler tous

les amplicons, mais la différenciation des différents échantillons est réalisée.
Dans le second cas, les données recues sont séparées par échantillon, et chaque séquence a été assemblée.

Dans le troisieme cas, chaque séquence a été assemblée, mais la différentiation entre les différents

échantillons n’est pas faite, il sera donc nécessaire de faire une étape supplémentaire.

Vous comprenez donc que dés le départ, il est possible de recevoir différents types de données formatées
de différentes maniéres. Des étapes de préanalyses sont donc nécessaires pour arriver a un format qui

s’approche plus facilement du cas numéro 2.

Durant ce travail de thése, il a volontairement été demandé au prestataire de services un format de données
correspondant au cas numéro 1, afin de disposer des données les plus brutes possible, et ainsi avoir la main
sur chaque étape de prétraitement et traitement des données. Par conséquent, au moment de la rédaction
du manuscrit, seul le format de données correspondant au cas numéro 1 est reconnu et validé par les

différents scripts.

Bien que les différents outils Mothur, Qiime et FROGS permettent de parvenir au méme type de données
finales, la « philosophie » de traitement des données est différente. C’est pourquoi chaque « philosophie »

sera décrite pour chaque outil.
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Mothur

[ Données de séquencage ] [ Création d’un fichier .oligos J
| |
\ A
{ Démultiplexage des séquences J
(création des contigues)
\J
[ Filtrage qualité J
\
[ Recherche de séquences uniques ]
v
[ Alignement des séquences ]
[ Eliminationtes chimeres ]

\

[ Assignation taxonomique de chaque séquences j

[ Clustering (création des OTUs) J

v

— L Assignation taxonomique de chaque OTU J

- [ Récupération d'un représentant par OTU j

\z

[ Création de la table de contingence ]

\Z \Z

[ «Phylogénie» J [ Etude de diversité (alpha et beta) J

Figure 27 : Schéma simplifié du protocole de traitement de données de type metabarcoding sous Mothur.

Mothur est un outil plutot gourmand en ressources informatiques pour plusieurs étapes du traitement des
données. Apres démultiplexage et filtrage des données, Mothur propose de réaliser une étape visant a
chercher les séquences dites uniques. Cela consiste a rechercher dans le jeu de données, tous échantillons
confondus, des séquences rigoureusement identiques au nucléotide prés. Pourquoi une telle étape ? Afin

d’éviter dans de futures étapes de répéter une méme tache plusieurs fois inutilement. Prenons I'exemple qui
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suit directement la recherche de séquences identiques : I'alignement des séquences. Pour nous humains, il
est plutot simple d’appréhender I'alignement de deux séquences identiques : nous n’avons pas besoin de
chercher a les aligner entre elles, elles sont identiques. L’ordinateur ne comprend pas intuitivement ce type
de logique, il effectuera un processus d’alignement normal méme si les deux séquences sont identiques. Oui,
mais puisqu’elles sont identiques, I'alighement ne devrait pas prendre beaucoup de temps ? En effet,
individuellement, le temps perdu a effectuer cette tache est faible, mais rapporté a des millions de
séquences, cela peut faire beaucoup de temps. D’ou une recherche de séquence unique. Cette perte de
temps est ainsi éliminée. D’un point de vue concret, cette étape de recherche de séquence unique est utile
principalement pour I’'étape d’alignement, de recherche des chimeéres, et la classification taxonomique. Ce
sont les trois étapes les plus gourmandes en ressources informatiques et en temps (plusieurs heures). D’ou
I'importance d’essayer de réduire les inconvénients précédemment cités avec |'utilisation de séquences

uniques.

L’étape d’alighement des séquences est réalisée contre une base de données, en I'occurrence la base de
données SILVA. Cette méthode d’alignement est « rapide » en comparaison de ce qui peut étre réalisé avec
d’autres méthodes telles que MUSCLE, MAFFT, CLUSTALW, CLUSTALX ... En effet, des méthodes comme
celles-ci présentent un inconvénient majeur dans le cas d’alignement avec de nombreuses séquences : le
temps de calcul augmente de maniére exponentielle. En effet, ces méthodes procédent comme suit : nous
prenons les deux premiéres séquences du fichier qui nous a été soumis, et nous les alignons. Nous prenons
ensuite la troisitme séquence, que nous alignons avec les deux premiéres, tout en vérifiant que nous ne
pouvons pas réaliser un meilleur alignement global. Puis nous prenons la quatrieme séquence.... Plus le
nombre de séquences augmente, plus les calculs sont longs a effectuer, d’ou un effet exponentiel du temps
de calcul en fonction du nombre de séquences a aligner. A l'inverse, aligner des séquences contre une base
de données est « plus simple » car I'alignement global optimal est déja réalisé, surtout avec la base de
données SILVA. Donc l'alignement se réalise simplement en cherchant a aligner les séquences soumises

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

L'étape suivante intéressante a décrire pour comprendre la philosophie Mothur est I'assignation
taxonomique de chaque séquence du jeu de données. Pourquoi effectuer cette lourde tache ? L'intérét n’est
pas immédiat, il est lié notamment a I’affiliation taxonomique des OTUs. Plut6t que d’effectuer I'affiliation
taxonomique d’une OTU en fonction d’une séquence (son représentant ou séquence type), Mothur réalise
une affiliation taxonomique des OTUs qui est consensus a toutes les séquences qui la composent. Cela
permet de limiter les erreurs d’assignation taxonomique en tant que telles, et les doutes quant au niveau

d’assignation taxonomique dans I'arbre du vivant.
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Le clustering sur Mothur est une étape plutét limitée d’un point de vue nombre de méthodes proposées. |l
n’en existe que 6 en 2017, et elles sont toutes basées sur des méthodes de distance. En plus de la méthode
utilisée, il faut donc avoir a I'esprit que le résultat peut aussi étre lié au biais d’alignement (effectué ou non
dans Mothur pour les plus expérimentés), puisque c’est sur ces résultats que sont basés les calculs de

distances.

Il n’est pas fait état ici des méthodes d’analyses phylogénétiques ou de diversité (alpha et beta) car il pourrait
en étre discuté durant de nombreuses pages d’un point de vue choix de méthode... Or, les différents outils
qgue sont Mothur, Qiime ou FROGS proposent chacun une panoplie (ou non) d’outils permettant d’analyser
d’un point de vue scientifique, et non plus technique, les résultats de séquencage obtenus. lls sortent donc
de la thématique abordée ici, au méme titre que I'ensemble des biais pré séquencage évoqués

précédemment.
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Qiime

[ Création du Mapping file J
( Données de séquengage J [ Validation du Mapping file J
Démultiplexage des séquences
(création des contigues)
( Elimination des chimeéres j
( Clustering (création des OTUs) j

v

— [ Récupération d’'un représentant par OTU j

— [ Assignation taxonomique J
[ Création de la table de contingence J
\4 Y ¥
( «Phylogénie» J ( Ftude de diversité (alpha et beta) J

Figure 28 : Schéma simplifié du protocole de traitement de données de type metabarcoding sous Qiime.

La philosophie de I'outil Qiime est plus simple que celle de Mothur : proposer le plus d’outils possible
compatibles entre eux a un utilisateur souhaitant analyser des données. Qiime se soucie un peu moins des
différentes possibilités qu’il propose, il cherche simplement a en proposer le plus possible (c’est un avis
personnel, partagé par de nombreux utilisateurs lorsque I'on lit durant de nombreuses heures les forums de
bioinformatique). Il n’en reste pas moins que cela fait de Qiime un outil plus souple que Mothur, mais par
conséquent plus dur a prendre en main d’un point de vue scientifique, puisque les choix sont tellement
nombreux qu’un néophyte en traitement de metabarcoding peut vite prendre peur. Cependant, le Workflow
proposé ici se veut plus simple que celui proposé pour Mothur. En effet, il n’y a pas d’étape de recherche de
séquences uniques, d’alignement des séquences, ou de double assignation taxonomique. Comparée a

Mothur, I'étape principale ici est celle de clustering, puisque Qiime propose 16 méthodes de clustering
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(contre 6 pour Mothur), dont certaines ne sont pas basées sur des méthodes de matrice de distance (comme
SWARM, UCLUST, USEARCH ou SUMACLUST). Au-dela de I'aspect philosophie, I'utilisation de Mothur et
Qiime dans cette thése vise aussi a comparer une étape tres importante dans I'analyse de données de
metarbarcoding : le clustering par méthodes de matrice de distance des autres méthodes de clustering sur

notre jeu de données.

FORGS

( Données de séquengage J
Démultiplexage des séquences
(création des contigues)

v

[- Filtrage qualité ]
Clustering (création des OTUs) J
Elimination des chimeres J

\

Assignation taxonomique de chaque OTU J

\4

\ (

Création de la table de contingence ]
( Etude de diversité (alpha et beta) }

Figure 29 : Schéma simplifié du protocole de traitement de données de type metabarcoding sous FROGS.

La philosophie liée au workflow FROGS est la plus simple des trois outils d’'un point de vue de I'utilisateur :
proposer une analyse compléete de données, qui soit le plus rapide possible, la moins gourmande en ressource
informatique possible, et avec un minimum d’options possible. Le gain de temps principal de ce workflow est
lié au fait que I’élimination des chimeres est effectuée apreés le clustering. Ainsi, au lieu de chercher si chaque
séquence est chimérique ou non, cette étape est effectuée sur les OTUs. Normalement, si tout se passe bien,
le traitement des données donne moins d’OTUs qu’il n’y a de séquences. D’ol un gain de temps dans la
recherche des chimeéres. Le clustering prend cependant un peu plus de temps (toujours moins long que si la

recherche des chiméres avait été fait avant le clustering). Si le point fort de FROGS est la faible quantité
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d’options proposées, cela représente aussi son principal défaut. Le clustering ne peut étre effectué que par
la méthode SWARM, et I'affiliation taxonomique des séquences uniquement réalisée par BLAST contre une
base de données. Si I'utilisateur n’est pas d’accord avec ces choix méthodologiques, il n"a qu’une seule

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

Chorocaris (Rimicaris) chacei

symbiont : high morphological
and genetic similarity with

Rimicaris exoculata (MAR)
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Introduction a la problématique

A I'heure actuelle, peu de choses sont connues sur I'éventualité d’'une symbiose chez la crevette Rimicaris
chacei. Cette crevette endémique des sources hydrothermales de la ride médio-atlantique (MAR) vit en
périphérie des agrégats de Rimicaris exoculata (voir partie introduction bibliographique). On I'observe en
groupes composés de peu d’individus contrairement a I'autre espeéce, et elle est relativement peu mobile.
Des études préliminaires ont été menées en 1993 et ont montré la présence de communautés microbiennes
dans le céphalothorax mais de moindre mesure que celles observées chez Rimicaris exoculata. Ainsi, le peu
qgue I'on connait de cette espéce amene plusieurs questions. La premiére est |'identification taxonomique et
le positionnement dans I’arbre du vivant de ces microorganismes observés dans la cavité céphalothoracique.
La seconde est de savoir si les bactéries observées et décrites en 1993 (sur un seul site, Snake Pit (Casanova
et al., 1993, Segonzac et al., 1993)) sont présentes sur tous les sites ou Rimicaris chacei est rencontrée. La
troisieme est de savoir s’il y a bien une symbiose, et si oui, est-elle comparable (et donc proche) a celle
retrouvée chez Rimicaris exoculata, que ce soit d’un point de vue morphologique ou phylogénétique, les deux
espéces étant répertoriées sur des sites similaires, et dans des niches écologiques trés proches. De plus,
I’observation d’un comportement nécrophage chez cette crevette (Segonzac et al., 1993) laisse penser a un
mode de nutrition compensatoire a la symbiose chez cette espéece (nutrition mixte, nécrophagie). La question

d’une présence de communautés microbiennes dans le tractus digestif se pose donc.

Les approches méthodologiques de cet article sont basées sur des observations macroscopiques, de la
microscopie et de la biologie moléculaire. La macroscopie, via des observations vidéo a pour but d’observer
le comportement des crevettes Rimicaris chacei dans leur environnement. Tandis que des observations
d’organes (pré disséqués a bord du bateau durant les campagnes) via loupe binoculaire, ont pour but
d’observer d’éventuels signes de colonisation microbienne et de permettre la sélection d’individus pouvant

présenter un stade avancé de colonisation.

Les observations en microscopie électronique a balayage (MEB), microscopie électronique a transmission
(MET) et observations de coupes histologiques ont pour but de cartographier la répartition des bactéries sur
les différents tissus bactériophores et dans le tractus digestif, ainsi que de caractériser les populations
microbiennes présentes d’un point de vue morphologique. Ces approches permettront également de décrire

et analyser les dépoOts minéraux associés aux colonisations microbiennes.

Des microanalyses par rayons X ont été effectuées afin de caractériser d’'un point de vue qualitatif la

composition atomique de cet encrolitement minéral.

D’un point de vue biologie moléculaire, I'’étude du gene codant pour la petite sous-unité du ribosome (16S)

a été réalisée par banque de clones afin de : 1) déterminer la diversité bactérienne de nos échantillons par
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identification taxonomique des microorganismes identifiés, 2) comparer les populations microbiennes en
fonction des sites hydrothermaux étudiés (Lucky Strike, Rainbow, TAG et Snake Pit) 3) rechercher une
différence de populations microbiennes entre les différents organes étudiés (lame branchiostege,
scaphognathite, tube digestif) 4) réaliser une comparaison « phylogénétique » des OTUs avec celles connues

dans la littérature et en particulier celles associées a Rimicaris exoculata.

Enfin, I'utilisation de microscope a épifluorescence et de la méthodologie de fluorescence par hybridation In
situ (FISH) a été réalisée afin d’essayer de corréler les observations microscopiques (notamment la

morphologie des microorganismes rencontrés) avec les données moléculaires (taxonomie).
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Rimicaris exoculata

Abstract

Rimicaris chacei Williams & Rona 1986, formerly known as Chorocaris chacei, is a caridean
shrimp living in deep-sea hydrothermal ecosystems. This shrimp is endemic of the Mid
Atlantic Ridge (MAR) and live at the periphery of R. exoculata Williams and Rona 1986
aggregates. Unlike R. exoculata, R. chacei lives in small groups of several individuals, rather
motionless. Although devoid of the characteristic hypertrophied cephalothorax of R. exoculata
that harbors the ectosymbionts, a bacterial community has also been observed in the
cephalothorax of R. chacei. Previous data on morphology, behavior and isotopic values
indicated a diet based on a combination of feeding on its epibiotic bacteria and scavenging or
occasional predation. In this study, we propose a pluridisciplinary approach to describe the
morphology, distribution and phylogeny of the microbial communities associated to R. chacei
from several MAR sites. Microbial communities have been observed on mouthparts,
branchiostegites and digestive tracts. The bacterial distribution pattem reminds, in less developed,
that observed on R. exoculata. The main lineages are affiliated to Epsilon and
Gammaproteobaciteria in the cephalothorax and to Deferribacteres, Mollicutes, Epsilon and
Gammaproteobacteria in the digestive tract. Hypothesis about the role of these communities

and the symbiosis evolution among Rimicaris species are discussed.

Introduction

Besides deep abyssal areas showing very low biomass but highly diversified communities
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(Desbruyeres et al. 2001; Baker et al. 2010), deep sea hydrothermal vent ecosystems are spots
of high endemism harboring high biomasses, but a low biodiversity. Though mainly fueled by
chemosynthesis (Jannasch 1985), most trophic behaviors are present in these ecosystems,
such as grazing (Van Dover and Fry 1994), filter-feeding (Fiala-Médioni et al. 1986),
predation and scavenging (Segonzac ef al. 1993). However, the highest biomass encountered
around the vent emissions (for review see Dubilier ef al. 2008) rely on trophic symbioses,
based on chemosynthetic microorganisms (Jannasch 1985). Among the best known examples
are essentially endosymbioses, such as the giant tubeworm Riftia pachyptila Jones 1981 from
the East Pacific Rise (EPR) (Corliss ef ai. 1979, Cavanaugh et al. 1981; Felbeck 1981,
Felbeck et al 1981) or the Bathymodiolus mussels distributed in almost all chemosynthetic
based ecosystems (Belkin ef al. 1986; Childress ef al. 1986; Duperron et al. 2005; Fujiwara et
al. 2007, Duperron ef al. 2008; Southward 2008; Duperron et al. 2009). Among hydrothermal
crustaceans, symbioses are only reported in few species and as epibioses (Dubilier ef af. 2008;
Goffredi 2010; Tsuchida et al. 2001; Ponsard et al. 2013). The best-studied example is the
shrimp Rimicaris exoculata from the Mid Atlantic Ridge (MAR) (see references below).

The Rimicaris genus now comprises 9 species as it has recently been revised by invalidating
the genus Chorocaris and transferring or resurrecting the species of this genus into the
Rimicaris one (Vereshchaka er af. 2015). Among the Rimicaris genus, some species (R.
exoculata, R. kairei Watabe and Hashimoto 2002 and R. Ayvbisae Nye, Copley and Plouviez
2011) present inflated branchiosegites, a carapace ovate-oblong, broader than abdomen and
about twice as wide as deep in greatest dimensions (i.e. hypertrophied cephalothorax), with
exopodites of the second maxilla (scaphognathites) and first maxillipeds greatly expanded
anteriorly and conspicuously setose on dorsal and ventral faces. These characters have leaded
to a great confusion in systematics because some Rimicaris species (former species belonging

to the genus Chorocaris) do not harbor these morphological features.
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To date, among the 9 species of the genus Rimicaris, R. exoculata is the most extensively
studied, in particular with regard to its dual symbiosis. The first one is located in the gut (Fig.
1A). A dense bacterial population of long thin (0.2 pm x 15 pm) single-celled bacteria is
present between the microvilli of the midgut epithelium (Durand ef al. 2010), whereas rods
and cocci are also observed within the gut content (Zbinden and Cambon-Bonavita 2003).
This bacterial diversity is dominated by 4 major groups: Deferribacteres, Mollicutes,
Epsilonproteobacteria, and to a lesser extent Gammaproteobacteria (Zbinden and Cambon-
Bonavita 2003; Durand et af. 2010, 2015). The role of these lineages is still poorly
understood, as they seem not to be highly implicated in the host’s nutrition, in contrast to the
second symbiotic population located in the cephalothorax (Fig. 1B) (Ponsard et al. 2013).
There, bacteria are mostly present on the bacteriophore setae of the dorsal and ventral sides of
hypertrophied exopodites of the second maxilla (scaphognathites) and first maxillipeds, and
on the internal tegument of the carapace (branchiostegites) (Casanova ef al. 1993; Segonzac et
al. 1993). This community is composed of rod, coccoid, thick and thin filamentous bacteria
(Gebruk et al. 1993; Casanova ef al. 1993; Segonzac ef al. 1993; Zbinden et al. 2004). A great
phylogenetic diversity has been revealed within this community, bacteria belonging mostly to
the Proteobacteria phylum with two dominant groups: Epsilon- and Gammaproteobacteria,
and lower abundance of Alpha, Beta-, Delta-, and Zetaproteobacteria. To a lesser extent,
Flavobacteria, Bacilli, Clostridia and Aquificae are also present (Zbinden et a/. 2008, Petersen
et al. 2010; Higler ef al. 2011; Guri ef af. 2012; Jan ef al. 2014). Chemoautotrophy, along
with sulphide, methane, iron and hydrogen oxidation, were demonstrated as major
metabolisms within the epibiosis (Wirsen et al. 1993; Polz et al. 1998; Zbinden ef al. 2004,
Zbinden et al. 2008; Hiigler ef al. 2011; Guri et al. 2012; Ponsard et al. 2013; Jan et al. 2014).
The supply of organic carbon to the host by cephalothoracic bacteria has been demonstrated

by isotopic analyses (Pond et al. 1997, Rieley et al. 1999) and a direct nutritional transfer of
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soluble bacterial by-products to the host occur by transtegumental absorption across the gill
chamber integument (Ponsard et al. 2013).

Although R. hvbisae (Nye, Copley and Plouviez 2011) and R. kairei (Watabe and Hasimoto
2002) show similarly an inflated cephalothorax and expanded scaphognathites, with
numerous plumose-setae as K. exoculata; to date, dense coverage of bacteria was only
decribed from the scaphognathites of R. Avbisae (Nye, Copley and Plouviez 2011; Assier
2016).

Among species belonging to the invalid genus Chorocaris, none has been described with an
enlarged cephalothorax and R. chacei is the only one in which the presence of epibiotic
bacteria has been reported (Casanova ef al. 1993). R chacei lives along the MAR, in small
communities (up to 50 ind m™) in the periphery, when present, of R. exoculata aggregates (up
to 3000 ind m™?) (Gebruk ef af. 1997, Komai and Segonzac 2008). If this species does not
present the cephalothorax hypertrophy, its scaphognathites and exopodites nevertheless bear
plumose setae on both sides, although less numerous than in R. exoculata (Casanova et al.
1993). Dense filamentous microbial communities have been observed on mouthparts and
inside the carapace, but the area colonized are smaller than in R. exoculata (Casanova et al.
1993; Segonzac et al. 1993). The occurrence of bacteria in the digestive tract has not been
investigated yet. Stable isotope analysis showed that, in small adults of R. chacei, much of the
carbon is derived from chemosynthetic bacteria, but in larger individuals scavenging or
occasional predation on R. exoculata or mussels may occur, with still consequent input from

the epibiotic bacteria (Gebruk ef af. 2000).
In the present study, we intended to provide a detailed description and characterization of the

association between R. chacei and its microbial communities (in both the cephalothorax and

the digestive system) and to draw hypothesis about their roles in comparison with R.
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exoculata symbiosis. We used both microscopic and molecular approaches to fully localize
and describe microbial populations associated with R. chacei. The commonalities and the
differences between the symbiosis of R. chacei and of R. exoculata will be discussed by
wondering how two species with relatively close symbiosis can have overlapping distribution
(with or) without competition, opening questions on host evolution that could be driven by

symbiosis development.

Material and Methods

Sampling

Specimen of R. chacei were collected at several hydrothermal vents along the MAR (Table 1):
Lucky Strike (37°17°N; 32°16.3°W; 1730 m depth) and Rainbow (36°13°N; 33°54°W; 2350
m depth) during the BioBaz cruise (August 2013) and TAG (26°08°N; 44°49.6°W; 3700 m
depth) and Snake Pit (23°23°N; 44°56.1"W; 3480 m depth) during the BICOSE cruise
(January 2014). Shrimps were collected using the suction sampler of the Remotely Operated
Vehicle “Victor 6000 from the research vessel “Pourquoi pas? ”. Once on board, individuals
(Table 1) were dissected into body parts (branchiostegites (LLB), scaphognathites (Sc) and
digestive tract (foregut (FG) and midgut MQG)) (Figs 1A and 1B, as defined for R. exoculata).
For molecular studies, these tissues were directly frozen (-80°C) on board and DNA
extractions were performed in the laboratory. For TEM and SEM, samples were fixed in a
2.5% glutaraldehyde-seawater solution and later post—fixed in osmium tetroxide. For
Fluorescent in site hybridization, samples were immediately fixed for 2h in a formaldehyde
3%-sterile scawater solution and further treated as described in Durand ef al. (2010). In order
to observe well developed bacterial community in the cephalothorax, all specimens analyzed
in this study were chosen at preecdysial stage (i.e. just before the moult), based on their

branchiostegite coloration, as described for R. exoculata (Corbari et al. 2008a).
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DNA extraction and PCR amplification

DNA from all tissues (LB, SC, FG and MG) was extracted and purified using the
Nucleospin® soil kit (Macherey-Nagel) following the manufacturer recommendations.
Bacterial 168 rRNA gene fragments were PCR-amplified in 30 cycles at an annealing
temperature of 48°C, using the general bacterial primer set ESF (5° AGA GTT TGA TCA
TGG CTC AG 37) and U1492R (5" GTT ACC TTG TTA CGA CTT 37) (Lane 1991). They
were then purified with a Nucleospin® Extract II kit (Macherey-Nagel) following the

manufacturer recommendations.

Cloning and sequencing

The amplified PCR products were cloned using the TOPO TA cloning kit (Invitrogen)
following the manufacturer’s instructions. The plasmid inserts were controlled by
amplification using M13F and MI13R primers. Positive clones were then sequenced at GATC

Biotech (Germany) on a Sanger ABI 3730x1 DNA Sequencer.

Phylogenetic analysis

Sequences (165 rDNA) were checked for quality (length, HQ %, and number of repeated
nucleotides in sequences fixed under 6), sorted into “Forward” and “Reversed” sequences
based on PCR primer identification (E8F and U1492R respectively) and checked for chimera
with UCHIME (Edgar ef al. 2011) and Decipher (Wright ef al. 2012) algorithms. Sequences
were aligned using MAFFT (Katoh et af. 2002) algorithm and refined manually with
Geneious 8.1.8 © (Kearse et al. 2012). All phylogenetic trees were built with Geneious 8.1.8
©. Phylogenetic analyses were performed on the basis of evolutionary distance (Neighbor

Joining; Saitou and Nei 1987) using general time reversibility (GTR) model for correction
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matrix. The robustness of phylogenetic reconstructions was tested by bootstrap re-sampling
(1000) (Felsenstein 1985). Sequences showing more than 97% similarity using the Furthest
method (Schloss and Handelsman 2005) with MOTHUR software (Schloss et al. 2009) were
considered to be sufficiently related and were grouped in the same phylotype (OTU:
Operational taxonomy units). Rarefaction curves (see Supplementary Figs S1 and S2) were
created to estimate sequencing depth. Braycurtis calculator (Bray and Curtis 1957) was used
to generate B diversity matrix. Singletons were deleted from data to generate phylogenetic

trees but are present in diversity data.

The rarefaction curves and Simpson indices were obtained with MOTHUR (at 97%

similarity) for all libraries (Schloss ef al. 2009). Simpson index was calculated as follows:

Ef:oisn: (n: —1)
NN -1

L= D"_S:mpso.“._h =1- [
where Sq, representing the number of OTUs observed, n; the number of individuals for one
OTUs and N the total number of OTUs. Simpson index and related evenness of Simpson

index were calculated according to MOTHUR calculator (Schloss and Handelsman 2005

Schloss ef al. 2009).

Good’s coverage was calculated as a percentage, according to the following relation:
C=[1-(n/N)] x 100, where n represented the number of phylotypes appearing only once in a

library and N being the library size (Good 1953).

Fluorescent in situ hybridization (FISH)
The FISH protocol used was described previously (Durand et al. 2010). Briefly, 3%
formaldehyde fixed dissected tissues were embedded in polyethylene glycol distearate-1-

hexadecanol (9: 1) resin (Sigma, St.Louis, MO). Resin blocks were then cut into 6-10 um
ScholarOne Support 1-434/964-4100 B
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sections using an RM 2165 microtome (Reichert-Jung, Germany). Sections were hybridized
using several published probes (Table 2). The hybridization temperature was the same for all
samples treated (46°C). Observations and imaging were performed using an ApoTome Axio
Imager 7 with a COLIBRI system (Zeiss, Jena, Germany) using ZEN software (Zeiss, Jena,

Germany).

Scanning electron microscopy (SEM)

Before preparation, samples were observed with a stereomicroscope and photographed
(Olympus SZX12 equipped with an Olympus U-CMAD3 camera). Samples were dehydrated
through an ethanol series and critical point dried (Emitech K850). Samples were then gold-
coated with a JEOL JFC-1200 fine coater. Observations were performed with a scanning

electron microscope (Hitachi SU3500), operating between 5 to 25kV according to the sample.

X-ray microanalysis

Elemental energy-dispersive X-ray microanalyses (EDX) were performed on the samples
used for SEM. X-ray microanalyses and elemental mappings were carried out using a
scanning electron microscope (FEI Quanta 200) operating at 20kV, and acquired with an

energy dispersive X-ray detection system (SDD X-Max 80mm detector).

Light microscepy (LM) and Transmission electron microscopy (TEM)

Samples were carefully dissected into small pieces that were dehydrated through an ethanol
and propylene oxide series, and then embedded in an epoxy resin (Serlabo). Semi-thin
(600nm) and ultra-thin (60nm) sections were obtained from a Reichert-Jung Ultramicrotome
(Ultracut E) using a diamond knife. Semi thin sections were stained with toluidine blue for

observations by light microscopy (using Zeiss, Jena, Germany microscope). Ultra-thin
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sections were laid on copper grids and stained with Urany-less and lead citrate (Delta
Microscopies). Observations were performed on ZEISS 912 transmission electron microscope

operating at 80 k'V.

Nucleotide sequence accession numbers:
The sequences from this study are available through GenBank under the following accession

numbers: L'T855310 to LT855375 (16S rRNA sequences).

Results

Shrimp morphological observations

Light microscopic observations of the inner branchiostegites revealed two distinct areas (Fig.
1C): (i) the anterior part (corresponding to one third of the branchiostegite surface) showed an
orange coloration, due to mineral deposits, (ii) the posterior part facing the gills which was
translucent. On the most mineralized specimens, a band of mineral deposits also occurred
along the ventral border, which ascend posteriorly, probably beyond the area covered by the
sweeping of the long multidenticulate gill-cleaning setae present at the posterior end of the
scaphognathites (not shown). Furthermore, the ventral setae and edging close to the epimeral
border presented also the orange coloration observed on the branchiostegites. The
scaphognathites (Fig. 1D), which bear long bacteriophore setae on their both sides, were also
covered by orange mineral deposits. On samples from Lucky Strike (and to a lesser extent
those from Snake Pit), stereomicroscopic observations revealed the presence of a few small
black/grey mineral particles, on the branchiostegites and scaphognathites.

Stomachs and guts of shrimps from the Rainbow site were full of orange/brown content,
whereas those from Snake Pit and Lucky Strike were rather full of black/grey content, those

from TAG having both orange and black particles in their content (data not shown).
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Morphology and distribution of bacterin

SEM observations of the branchiostegites (Figs 2A and 2C) and scaphognatites (Fig. 2B)
showed a dense microbial coverage. Combining SEM and TEM, a total of 6 bacterial
morphotypes were observed: three type of filaments (Figs 2D and 3A-C), two rod-shaped
(Fig. 2E), and one coccobacillus morphotype (Fig. 3D-E). All these morphotypes were
present on branchiostegites and scaphognathites of shrimps of each studied vent site, except
for large filamentous morphotypes that were not observed on TAG site, and methanotrophic
like bacteria that were not observed on TAG and Snake Pit sites. It should be noted that the
specimen observed for the TAG site exhibited less developed bacterial colonization than
others (probably a somewhat earlier stage in the moult cycle), possibly explaining the absence
of certain morphotypes. Sizes and abundances of bacteria on vent sites where specimens were
collected are summarized in Table 3. Filamentous morphotypes comprised a large type (Lt,
Figs 2D and 3A) and two thin types: one with short and thin cells (type 1, Tf1, Figs 2D and
3B) and one with longer and larger cells (type 2, Tf2, Figs 2D and 3C). The length of thin
filament cells (type 2) was difficult to measure because of unclear septum identification
between each bacterial cell. Among the rods, the first type was longer and thinner than the
second type (Fig. 2E). Most of the time, rods were prostrate, resting on their long side. In
gsome areas, rods of type 2 were erected, standing up on their short side. The coccobacillus
morphotype (Fig. 3E) presented stacks of internal membranes characteristic of
methanotrophic like bacteria type I (Fig. 3D) (Hanson and Hanson 1996). They occurred in
small aggregates of 4 to 7 bacteria.

In all SEM observations (n = 4 individuals), bacterial colonization on branchiostegites and
scaphognathites was correlated with mineral deposits. Qualitative analyses with X-Ray

microanalysis revealed two major types of mineral deposits. The first, and largely dominant

ScholarOne Support 1-434/964-4100 11

13



OO~ L WhN =

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

FEMS Microbiology Ecology Page 12 of 57

mineral, was mainly composed of iron (major peaks Ke at 6.400 keV and Kfat 7.059 keV)
and oxygen, probably as iron oxides (presented here for Rainbow site, Fig. 3F). The second
type occurred only punctually and was mainly composed of sulphur (major Ko peak at 2.307
keV) and iron, but along with Cu (Ko at 8.041 keV and Kf at 8.907 keV), probably as
iron/copper sulphides (Fig. 3G from the Rainbow site). Same profiles were obtained for the
minerals associated with shrimp from the other vent sites.

Combining light and electron microscopic observations on shrimps from different vent sites,
we identified four distinet bacterial colonization areas on branchiostegites, as summarized in
Fig. 4A. The area 1 was characterized by a total absence of bacteria and mineral deposits. The
area 2 was characterized by the occurrence of a monolayer of the two rod morphotypes (type
1 colored in red and type 2 in blue on Fig.4A), and no associated mineral deposits. The areas
1 and 2 corresponded to the translucent part described above with macroscopic observations.
The area 3 was characterized by a thick bacterial mat composed of the three filamentous
morphotypes (Lf colored in green, Tf1 in orange and T12 in purple on Fig. 4A), as well as an
increasing amount of mineral deposits towards the fourth area. Above, inside and under this
deposit, rods of the two types were also present. The area 4 was similar to the third one, but
with a greater thickness of mineral deposits. It was also the only area presenting
methanotrophic like bacteria (Fig. 3D), clustering by four or five cells (colored in turquoise
on Fig. 4A). The areas 3 and 4 corresponded to the anterior part described above with
macroscopic observations.

Scaphognathites were usually heavily mineralized (Fig. 1D), showing occurrence of orange-
brown deposits on both sides, as well as on the bacteriophore setae, along with the different

morphotypes of rods and filaments (Fig. 2B).
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Cross-sections of R. chacei midgut (deprived of cuticle and where the nutrient absorption
occur) revealed large exchange surfaces as the epithelium displayed numerous invaginations
(Figs 5A and B). Semi-thin section observations of the gut content, delimited by the
peritrophic membrane, revealed that it was mainly composed of black and brown minerals,
probably as iron sulfides and oxides, along with organic matter in the form of few cuticle
fragments and ingested bacteria (filaments and coccoid cells). Epithelial gut cells were
densely colonized by a single morphotype of long (up to 20-25 pm) and thin (about 0.18 +
(.02 um (n=100)), unsegmented filamentous bacteria (Figs 5B and C), inserted between the
microvilli (Fig. 5D). These filamentous bacteria were observed in dense populations within
the gut of all specimens, with no visible difference in their distribution and abundance,

regardless of the vent site.

Diversity of Rimicaris chacei bacterial communities

Our results are based on few samples per site due to environmental and technical limitations.
Moreover, PCR and cloning approaches are somewhat limited by amplification quality and
number of clones treated. Considering all these possible bias, all samples were treated in the
same way all along the study combining multi approaches (microscopies, FISH and molecular
analyses), which enable us to make some comparisons between specimens and sites treated
(Qiu et al. 2001).

Good’s coverages were inferior to those of previous study on R. exoculata due to slight
differences in technical analysis. In Guri ef @/. (2012), and Durand et /. (2010), OTUs
(thresheld at 97%) were manually inferred from phylogenetic trees analyses. Here we used
methods specially developed for clustering, to limit phylogenetic tree possible bias and
manual assignment of O'TUs. Usually, this method creates more OTUSs than manual clustering

on phylogenetic tree, which explain slightly lower Good’s average of this study. However,

ScholarOne Support 1-434/964-4100 13

15



OO~ L WhN =

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

FEMS Microbiology Ecology Page 14 of 57

rarefaction curves are similar to those from previous studies (Guri et af. 2012; Durand et al.
2010) (see Supplementary Figs S1 and S2).

A total set of 1830 clones of 16S rRNA was sequenced (between 41 and 96 sequences per
library: i.e. branchiostegites, scaphognathites, foregut and midgut) to study bacterial
communities associated with R. chacei specimens. Taxonomy was assigned for each sequence
and summarized in Table 4. Furthermore, based on 97% of similarity, sequences were
clustered in OTUs (the number of O'TUs per taxonomy units is also summarized in Table 4).
In our data, 12 groups were identified (all samples combined), listed below according to the
number of clones: Epsilonprotecbacteria, Gammaproteobacteria, Deferribacteres, Mollicutes,
Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Candidate division OD1, Deltaproteobacteria,
Zetaproteobacteria, Lentisphaerae, Betaproteobacteria and Firmicutes. Studies based on
PCR amplifications and clone libraries are known to underestimate genetic diversity and can
be biased (Qiu ef a/. 2001). Nevertheless, our results showed that diversity associated with R.
chacei cephalothorax (i.e. branchiostegite and scaphognathite samples) was mostly
represented by Epsifonproteobacteria and Gammaproteobacteria related sequences, while
that of the gut (i.e. foregut and midgut samples) was mostly represented by Deferribacteres
and Mollicutes related sequences (Table 4). We then focused our study on these 4 main
lineages for phylogenetic analysis, using only forward sequences for quality in the
phylogenetic reconstruction, and excluding singleton OTUs.

Rarefaction curves (Supplementary Figs S1 and S2) indicated that clone libraries did not
exhaust all the diversity but reached the plateau. Good’s coverage confirmed rarefaction
curves observations, with an average of 80.75% (+/- 9.65%), describing correctly bacterial
communities” diversity associated to shrimps. A/pha diversity calculated with Simpson index
and Simpson evenness highlighted diversity profiles typical of symbiosis: a low observed

diversity, with low equitability, reflecting the dominance of some phylotypes. Alpha diversity
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was lower in the gut (1-Simpson< (.7) than in the cephalothorax (1-Simspon> 0.7). Beta
diversity based on Bray Curtis analysis confirmed differences between gut and cephalothorax

communities” composition (Supplementary Fig. S3).

1685 rRNA phylogeny among the Epsilonprotechacterial related sequences:

168 tRNA sequences related to the Epsilonproteobacteria within R. chacei cephalothorax
clone libraries were distributed in 24 OTUs, clustering within K. exoculata cephalothoracic
(Polz and Cavanaugh 1995; Zbinden et af. 2008, Petersen et al. 2010; Guri et al. 2012) and
digestive tract clone sequence groups (Zbinden and Cambon-Bonavita 2003; Durand et al.
2010; Durand ef af. 2015). R. chacei OTUS were mainly distributed within 2 phylotypes. The
first one was related to Sulfirovum species, and the second to Epsilon 1 to 4 groups according
to Petersen and collaborators' nomenclature (Petersen et al. 2010) (Fig. 6). However,
Sulfurovum related OTUs retrieved from R. chacei were also closely related to sequences
from hydrothermal vent systems worldwide. The closest cultured bacteria related to the most
represented phylogenetic group were Sulfirovum lithotrophicum (Inagalki et al. 2004),
Sulfurovum aggregans (Mino et al. 2014) and Sulfurovum sp. strain NBC37-1 (Nakagawa et
al. 2007). These species were all known to be sulfur-oxidizing chemolithoautotrophic
bacteria, isolated from hydrothermal vents. The other phylogenetic groups composed by
Epsilon 1to 4 were not represented by cultured strains, but were close to R. exoculata

symbionts clusters (Petersen et al. 2010).

165rRNA phylogeny of the Gammaproteobacterial related sequences:
168 tRNA sequences of R. chacei clone libraries affiliated to Gammaproteobacteria clustered
with previously described R. exoculata cephalothoracic (Polz and Cavanaugh 1995; Zbinden

et al. 2008; Petersen et al. 2010; Guri et al. 2012) and digestive tract clones (Zbinden and
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Cambon-Bonavita 2003; Durand ef af. 2010; Durand et al. 2015). Two main phylogenetic
groups were identified (Fig. 7). The first one was closely related to Methyloprofundus
sedimenti (Tavormina et al. 2015), Methylobacter marinus (Bowman ef al. 1993), and
Methylomonas methanica (Boden et al. 2011). These cultivated bacteria are known to be
methanotrophic bacteria. The second one was closely related to Thiothrix flexilis (Kanagawa
et al. 2000; Aruga ef al. 2002; Unz and Head 2015), Thiomicrospira frisia (Brinkhotf and
Muyzer 1997), Thiomicrospira psychrophila (Knittel et al. 2005) and Cocleimonas flava
(Tanaka ef al. 2011), all known to be chemoautotrophic sulfur-oxydizers. Five OTUs were not
related to these phylogenetic groups and were related to methanotrophic or thiotrophic
phylogenetic groups, close to environmental sequences retrieved from hydrothermal vents.
TAG SC 05,LS LB 82and LS LB 65 clones represent OTUS with respectively 2, 3 and 7
sequences in clone libraries and were close to environmental sequences. The two most
represented OTUs in our clone libraries (f.e. SP. MG 43 and TAG MG _ 17 clones) were only
retrieved from the midgut of R. chacei, respectively from Snake Pit and TAG, and did not

cluster with any known sequence related with hydrothermal vents or symbiosis.

1685 rRNA phylogeny of the Deferribacteres related sequences:

Compared to Epsilor and Gammaproteobacteria related OTUSs, the diversity of
Deferribacteres related sequences was very low, even if this taxonomic group was retrieved in
apparently high abundance in our samples. Only two OTUs were identified (Fig. 8),
exclusively in the midgut samples. The OTU, represented by the clone Rb MG 71, was
present at the 4 hydrothermal vent sites, whereas the other, represented by the clone
TAG MG 78, was absent at Lucky Strike. These 2 OTUS were closely related to previously
known R. exoculata gut symbionts (Durand et af. 2010). The closest cultured bacteria relative

to this phylogenetic group were Deferribacter thermophilus (Greene et al. 1997) and
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Deferribacter desulfuricans (Takai et al. 2003), both known to be heterotrophic thermophilic

and anaerobic metal-reducers, especially of iron or sulfur.

1685 rRNA phylogeny of the Mollicutes related sequences:

As for Deferribacteres, the diversity of Mollicute related clones was lower than that of
Epsilon and Gammaproteobacteria ones, but still well represented in our libraries obtained
from stomach and midgut samples. Three main (and one singleton) OTUs were identified
(Fig. 9) and were closely related to R. exoculata gut symbionts, but not to environmental
sequences. The OTU represented by the clone Rb_ FG 02 was present in the foregut of
Rainbow and Lucky Strike shrimps, and in the midgut of Rainbow shrimps. The OTU
represented by the clone SP MG 35 was present in the foregut of Rainbow and Lucky Strike
shrimps. The OTU represented by the clone LS MG 65 was present only in TAG and Snake

Pit midgut samples.

Fluorescent in sitn hybridization

We used FISH microscopy to merge as best as possible microscopic observations with
molecular analysis. Development and tests were done to determine optimal hybridization
temperature (here 46°C), stringency (here 40% formamide), and to check specific
hybridization for each probe listed in Table 2. Only Eub338 (universal bacterial probe), Epsy
549 (dedicated to Epsilonproieobacteria) and Gam42a (dedicated to Gammaproteobacteria)
presented clear hybridization results. Several trials using archaeal probes were carried out but
still remained unsuccessful (data not shown).

On branchiostegites and scaphognathites, Ipsilonproteobacteria and Gammaproteobacteria
were the most abundant hybridized cells. Both lineages were represented by filamentous

morphotypes. Epsilonproteobacteria were represented by large filaments and thin filaments
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type 1 and 2 (in yellow Figs 10A and 10B). Gammaproteobacteria were represented by thin
filaments type 1 (in red Figs 10A and 10B). Some rods hybridized with the Gam42a probe,
but the resolution of the image prevents from confidently associated them with one of the two
types described above. Methanotrophic-like bacteria, located on and in the mineral crust,
failed to give any conclusive fluorescent signal.

In the midgut, none of the probes tested hybridized bacteria, except the general bacterial
probe Eub338, as already observed for R. exoculata (Durand et al. 2010; Durand et al. 2015).
Furthermore, shrimps” epithelial cells were autofluorescent using Cy3 bandwidth. Using this
apparent bias, we were able to observe that bacteria were distributed in high density at the

apex of the midgut epithelial cells (Fig. 5B).

Discussion

We conducted here the first comprehensive study of microbial communities associated with
the hydrothermal shrimp Rimicaris chacei. We used several approaches, including
microscopy, molecular biology and FISH analyses that showed a close morphologic and

phylogenetic proximity with R. exocufata symbiosis.

Similarities between R. chacei and R. exoculata symbiotic communities

Our study confirms and deepens the first observations (Casanova er al. 1993; Segonzac et al.,
1993) on the localization and morphology of the symbionts of R. chacei, and highlights strong
similarities with R. exoculata symbiosis.

Firstly, although the bacteriophore tissues are less developed in R. chacei than in R. exoculata
(i.e. branchiostegites and scaphognathites are not hypertrophied, bacteriophore seta on the
scaphognathites are less numerous, areas covered by bacteria on the inner face of the

branchiostegites are less important), the cephalothoracic community of R. chacei also forms a
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dense bacterial mat on the anterior third of the inner side of the branchiostegites and on both
sides of the scaphognathites (Figs 1C and D, Zbinden et ai. 2004). In both species, epibionts
of the cephalothorax are associated with iron oxides and sulfides deposits (Figs 1C, 1D, 3F
and 3G, Zbinden et al. 2004, Corbari et al. 2008b).

Secondly, associated bacteria of the two species are morphologically similar. Using SEM
observations, Casanova et al. (1993) described 3 morphotypes (rods, thin and thick filaments)
among the cephalothoracic epibionts of R. chacei epibionts, the same ones that were also
described in R. exoculata by these authors, with bacteria of roughly similar sizes. Combining
SEM and TEM observations allowed us to refine this first description and revealed a larger
diversity with 6 bacterial morphotypes (see Table 3 for measures): i) two rod types : a long
thin and a short thick type (Fig. 2E); ii) 3 types of filaments including 2 types of thin
filaments, differing by the size and shape of their cells (Figs 2D and 3A-C), and iii) a
coccobacillus morphotype, corresponding to methanotrophic like bacteria, never observed
before in R. chacei. These 6 morphotypes correspond to those described for R. exoculata with
the same combined approach with SEM and TEM (Zbinden et o/ 2008)

In the digestive tract, only one morphotype was observed on all samples analyzed, located in
the mid-gut, inserted between the microvilli of the epithelial gut cells and separated from the
bolus by the peritrophic membrane. These bacteria are long thin filaments, made of individual
cells without any visible septum. Similar bacteria have been described in R. exoculata midgut
by Durand ef al. (2010). Observations of bacteria contained in the bolus are difficult due to
the important mineral load. Some rods and cocci were nevertheless observed (not shown),
most of them rather undamaged, as already observed in R. exoculata (Zbinden and Cambon-
Bonavita 2003).

Thirdly, associated bacteria of the two species are phylogenetically closely related.

Phylogenetic studies on R. exoculata cephalothoracic populations revealed a large
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phylogenetic diversity, dominated by two major groups: Epsilonproteobacteria and
Gammaproteobacteria, related to chemoautotrophic bacteria (Zbinden ef al. 2008; Petersen et
al. 2010, Guri et al. 2012; Jan et al. 2014). Phylogenetic analyses on K. exoculata gut
symbionts have led to the identification of four major clades: Mollicutes, Deferribacteres,
Gammaproteobacteria and Epsilonproteobacteria (Zbinden and Cambon-Bonavita 2003;
Durand et al. 2010; Durand et al. 2015; Cowart et al. 2017). The same 4 phylotypes are well
represented in our R. chacei clones librairies, with Epsilonproteobacteria and
Gammaproteobacteria more abundant in the cephalothorax as seen using FISH analyses, and
Deferribacteres and Mollicutes only present in the gut.

In this study, methanotrophic-like bacteria were observed on Rainbow and Lucky Strike, but
not on Snake Pit and TAG. In 2012, Guri et al. also evidenced methanotrophie-like bacteria
on adult of R. exoculata from Rainbow site, but not from Logatchev and Achadze, two
hydrothermal sites of the MAR, further south than our. Although both species host
methanotrophic-like bacteria at the Rainbow site, whose fluids are largely enriched in
methane, correlations with environmental parameters remain uncertain since Logatchev is
also enriched in methane while Lucky Strike is not (Charlou ef af. 2002). Further analyses are

needed to fullyexplain these differences.

Potential trophic role of symbionts and mixotrophy of R. chacei

The similarities, in terms of location, morphology and phylogeny of the symbiontic
communitics of these two specics of Rimicaris could suggest similaritics in the trophic diet of
the shrimp. Some morphological characters have to be taken into account when considering
the potential dict of R. chacei, compared to R. exoculata : 1) the stomach volume is almost
twice as big in R. chacei as in R. exoculata (Casanova et al. 1993), implying probably a more
important digestive function. 2) The mandibles, which are reduced and not used for feeding in

R. exoculata, are normally developed in K. chacei and functional (Casanova ef ol. 1993). 3)
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The two pairs of chelipeds are relatively small and cannot extend out of the branchial chamber
in R. exoculata (making food collection out of cephalothorax difficult) in contrast to R. chacet
(Casanova et al. 1993). Taken together, these data could suggest a mixotroph diet in R.
chacei, with a classical collection, crushing, ingestion, digestion process, as shown by the
presence of organic material in the gut (observed in this study and also reported by Casanova
et al. 1993 and Segonzac et al. 1993). The relatively developed bacterial communities
observed in R. chacei suggest that this diet would be supplemented by an input of organic
carbon from the chemoautotrophic epibiotic bacteria. Carbon stable isotopes indeed show that
R. chacei has an intermediate 8°C signature (-16.1 to -12.3 %o, Colago et al. 2002) between
R. exoculata, which relies mostly on its epibionts for its diet (Polz et af. 1998) and Mirocaris
Jortunata, which is opportunist and feeds upon mussels, shrimps or other invertebrates when
available (Gebruk et al. 2000). Transcuticular transfer of bacterial by-product to the shrimp
was shown in R. exoculata (Ponsard ef al. 2013) thanks to i1 vivo incubations with isotope-
labelled inorganic carbon. The hypothesis of this nutrition mode arise from several
observations which are: 1) the thinness of the branchiostegite inner cuticle lining the bacteria
(between 0.5 pm and 5 um) and ii) the absence of arcas scrapped by the animal, or free of
bacteria on the inner side of branchiostegites or on scaphognathites (Zbinden ef af. 2004,
Corbari et ¢l. 2008a). Regarding R. chacei, no scrapped arcas on the inner side of
branchiostegites were ever observed on the samples studied. Furthermore, the thickness of the
branchiostegite inner cuticle is of the same order of magnitude as in R. exoculata (5.1+ 0.9
um for R. exoculata, n = 16 and 5.5 £ 2.2 pm for R. chacei, n = 16, V. Apremont and M.
Zbinden pers. comm.). These morphological features could suggest that a transcuticular
transfer of small organic molecules of bacterial origin also occur in K. chacei. In vivo
experiments with isotope-labelled inorganic carbon should be carried out to properly prove a

transfer of organic material from epibionts to host and a real trophic symbiosis between R.
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chacei and its epibionts, as it has been done for R. exoculata (Ponsard et al. 2013).

The conservation of a mixed diet with several potential sources of food allows switching
between two food sources in case of shortage of one of the two. The relative contribution of
the different sources could be regulated according to external conditions. Species possessing a
mixotrophic regime based in part on the organic molecules supplied by symbiotic bacteria
combined with an external confribution has already been described in hydrothermal symbiotic
species like the bathymodiolin mussels or some galatheid crabs. For example, B. azoricus
obtains energy from both a dual endosymbiosis and filter-feeding (Fiala-Médioni et al. 1986).
Martins ef al. (2008) showed that the relative contribution of filter-feeding and endosymbiosis
varies with B. azoricus size, with small mytilids being strongly dependent on filter-feeding,
whilst larger mussels obtain a significant portion of its energy from endosymbiosis. Such
dietary modulations also seem to exist in R. chacei, inversely correlated with those of 5.
azoricus, since the smallest adult specimens predominantly rely on their symbionts (Gebruk et
al. 2000). Among Crustaceans, the squat lobster K. Airsuta harbors dense cluster of
filamentous bacteria on the setae that densely covered its pereopods and the ventral surface of
its cephalothorax (Macpherson et al. 2005, Goffredi et al. 2008) and could serve as a direct
nutritional resource as it has been shown in another squat lobster Shinkaia crosnieri (Tsuchida
et al. 2011). K. hirsuta was observed consuming bathymodioline mussels that had been
damaged by the Alvin submersible, indicative of some degree of omnivory (Macpherson et al.
2005). In addition, Martins et af. (2008) observed a spatial segregation for B. azoricus with
the largest specimens (strongly relying on their symbionts) living at the warmest areas, where
higher concentration of reduced compounds required by bacteria occurred, while the smaller
individuals (less dependent on their symbionts) are found further away from the vent flow.
Such segregation is also observed for the two Rimicaris species: R. exoculata, which obtains

most of its energy from its epibionts, lives close to the vent emission, while R. chacei,
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presumably mixotroph and depending only partly on its symbionts, lives further away from

fluid outlets (Segonzac et al. 1993), where the chemoautotrophic production is lowered.

Mixotrophy in R. chacei: result of a competition or evolutionary stage?

R. chacei and R. exoculata live on the same MAR vent sites, on overlapping habitats, the
former being restricted to the surroundings of the aggregates of the latter (Segonzac et al.
1993; Gebruk et al. 1997). R. exoculata always dominates numerically these habitats
(Segonzac et al. 1993), suggesting that its fully symbiotic diet is able to sustain larger biomass
than the mixotrophic strategy of R. chacei. We can speculate that the situation is due to a
competition with R. exocufata, that would maintain R. chacer at a distance from the
nourishing fluid, thus in a less effective symbiosis, requiring complementary contributions of
a mixotrophic regime. On the other hand, this state of affairs is a snapshot of the current
situation and we can also hypothesize that R. chacei is progressively moving from the
ancestral scavenger/predator nutrition strategy (found in most basal clades of Alvinocarididae:
Mirocaridinae and Alvinocaridinae (Shank 1999 ; Yang et af. 2013; Vereshchaka ef al. 2013))

to the symbiotic nutrition, and has not achieved a full transition.

Interestingly, recent phylogenetic analyses (Teixeira ef af. 2013; Vereshchaka et af. 2015;
Hernandez 2016) showed that the closest known relative to R chacei is the Carribean species
R. hybisae. Teixeira ef al. (2013) even suggested that they could be a single species. R.
hybisae lives in Mid-Cayman Trough on the western Caribbean Sea and presents the same
characteristic enlarged cephalothorax than R. exoculata (Nye, Copley and Plouviez 2011).
Isotopic data showed that it predominantly relied on its gill ectosymbionts for its organic
carbon needs (Streit ef al. 2015), either through nutrients transfer as in R. exoculata (Ponsard
et al. 2013) and/or through grazing them (Assier 2016). The morphological and nutritional
differences between R. chacei and R. hybisae, despite their strong phylogenetic proximity,
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could argue that the reason for maintaining a mixed strategy by K. chacei is rather linked to a
niche competition with R. exoculata, keeping R. chacei in an intermediate stage, halfway
through a complete symbiosis. Nevertheless more data and a robust phylogeny would be
necessary to support the hypothetical process of speciation and divergent evolution of these

species, possibly with the symbiosis as factor of evolutive success.
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28 Figure 1: Scheme of R. exoculata and SEM micrographs of R. chacei showing the location of the two
symbiotic bacterial populations. (A) Lateral view of R. exoculata, showing the location of scaphognathite (Sc)
and exopodite (Ex) of the first maxillipeds, as well as the three part of the gut (foregut, midgut and hindgut)
30 (modified from Williams and Rona 1986 and Ponsard et al. 2013). B) Cross section of R. exoculata

31 cephalothorax (modified from Segonzac et al. 1993). Bacteria occur on the inner side of the branchiostegite
32 and on the bacteriophore setae of the scaphognathites and exopodites of the first maxillipeds. C) Binocular
33 observation of inner face of a branchiostegite and D) of a scaphognathite of Rimicaris chacei. Scale bars: A
34 =1cm,CandD =1.5cm.
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Figure 2: SEM observations of the bacterial colonization in the cephalothorax of Rimicaris chacei. A)
Overview of the inner side of the branchiostegite showing colonized (on the left) and uncolonized (on the
right) area. B) Overview of the dorsal side of the scaphognathite. C) Enlargment on filamentous bacterial
mat of the inner side of the branchiostegite. D) High magnification of the three filamentous morphotypes
(large filaments (Lf), thin filaments type 1 (Tf1) and type 2 (Tf2)). E) The two bacilli morphotypes (type 1

and 2) on the inner side of the branchiostegite. Scale bars A, B =1 mm, C =400 um, D, E= 5 um.
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Ty

Figure 3: TEM and SEM observations of the differents bacterial morphotypes and X-ray analysis of the
associated minerals. A) TEM view of a large filament. B) TEM view of a type 1 thin filament. C) TEM view of
a type 2 thin filament. D) TEM view of methanotrophic like bacteria. E) SEM observation of methanotrophic

like bacteria morphotype (arrow heads). (F-G) Elemental X-ray microanalysis of mineral deposits on
branchiostegites and scaphognathites. Most of this rusty mineral deposit is composed of iron and oxygen,
supposedly as iron oxide (F). Fe/Cu sulphide particles are also present in places (G). Scale bars A, B, C, D
and insertinD = 1 uym, E = 10 pm.

330x189mm (150 x 150 DPI)
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Cuticle

Figure 4: Bacterial colonisation area on the inner side of the branchiostegite. A) Schematic representation of
the 4 bacterial colonization areas (proportions of the different bacterial morphotypes are respected). The
green line under the drawing is the shrimp cuticle. Rods type 1 are colored in red, rods type 2 in blue, large
filaments in green, thin filaments type 1 in orange, thin filaments type 2 in purple and methanotrophic like
bacteria in turquoise. B) SEM micrograph showing the inner side of a branchiostegite and the 4 areas
described in the text and schematized above.
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Figure 5: Rimicaris chacei midgut. A) Photonic observation of a semi-thin section of the digestive tract
(hindgut), showing black and brown mineral particles, as well as organic matter stained by the toluidine
35 blue. B) FISH observations of midgut transversal section stained with DAPI (blue), and hybridised with
36 Eubacteria general probe Eub338-Cy5 (red) and autofluorescence of intestinals cells (yellow). C) SEM
37 observation of bacterial mat (b) on intestinal wall cells. D) TEM observation of filamentous bacteria (arrows)
38 inserted between microvilli (mv) of intestinal cells. Scale bars: A= 10 ym, B=1pum, C =50 pum, D = 10

39 um.
41 330x261mm (150 x 150 DPI)
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Figure 6: Epsilonproteobacteria 16S rRNA gene phylogenetic tree calculated on 624bp, with neighbor joining
method, the GTR model (Lanave et al. 1984) and 1000 bootstrap resampling. Bacterial sequences of
Rimicaris chacei found in this study are labelled in red, Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated
microbial strains in green. The number of clone sequences per site and per sample are in brackets (Sites:
RB: Rainbow, SP: Snake Pit, LS: Lucky Strike. Samples: LB: branchiostegites, SC: scaphognathites, MG:
midgut, FG: foregut).
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Figure 7: Gammaproteobacteria 16S rRNA gene phylogenetic tree calculated on 685bp, with neighbor
joining method, the GTR model (Lanave et al. 1984) and 1000 bootstrap resampling. Bacterial sequences

37 associated with Rimicaris chacei are labelled in red, Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated
38 microbial strains in green. The number of clone sequences per vent site and per sample are in brackets
39 (abbreviations for sites and samples like in Fig. 6).
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Figure 8: Deferribacteres 165 rRNA gene phylogenetic tree calculated on 764bp, with neighbor joining
method, the GTR model (Lanave et al. 1984) and 1000 bootstrap resampling. Bacterial sequences of
Rimicaris chacei found in this study are labelled in red, Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated
microbial strains in green. The number of clone sequences per vent site and per sample are in brackets
(abbreviations for sites and samples like in Fig. 6).
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Figure 9: Mollicutes 165 rRNA gene phylogenetic tree calculated on 657bp, with neighbor joining method,
the GTR model {Lanave et al. 1984) and 1000 bootstrap resampling. Bacterial sequences of Rimicaris chacei
found in this study are labelled in red, Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated microbial strains

in green. The number of clone sequences per vent site and per sample are in brackets (abbreviations for

sites and samples like in Fig. 6).
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Figure 10: FISH observations of a branchiostegite. A) Overview of branchiostegite stained with DAPI (blue),
and hybridised with an Epsilonproteobacteria general probe Epsy549-Cy3 (yellow) and a
Gammaproteobacteria general probe Gam42-Cy5 (red) probes. B) Higher magnification of the different
morphotypes. Arrow point to filamentous morphotype described previously (Lf: large filaments, Tf1: thin
filaments type 1 and Tf2: thin filament type 2). Scale bars: B=50um, C =10 um.
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Figure legendes

Figure 1: Scheme of R. exoculata and SEM micrographs of R. chacei showing the location of
the two symbiotic bacterial populations. (A) Lateral view of R. exoculata, showing the
location of scaphognathite (Sc¢) and exopodite (Ex) of the first maxilliped, as well as the three
part of the gut (foregut, midgut and hindgut) (modified from Williams and Rona 1986 and
Ponsard ef ai. 2013). B) Cross section of R. exoculata cephalothorax (modified from
Segonzac et al. 1993). Bacteria occur on the inner side of the branchiostegites and on the
bacteriophore setae of the scaphognathites and exopodites of the first maxillipeds. C)
Binocular observation of inner face of a branchiostegite and D) of a scaphognathite of

Rimicaris chacei. Scale bars: A=1cem, Cand D = 1.5 cm.

Figure 2: SEM observations of the bacterial colonization in the cephalothorax of Rimicaris
chacei. A) Overview of the inner side of the branchiostegite showing colonized (on the left)
and uncolonized (on the right) area. B) Overview of the dorsal side of the scaphognathite. C)
Enlargment on filamentous bacterial mat of the inner side of the branchiostegite. D) High
magnification of the three filamentous morphotypes (large filaments (Lf), thin filaments type
1 (Tf1)y and type 2 (T12)). E) The two bacilli morphotypes (type 1 and 2) on the inner side of

the branchiostegite. Scale bars A, B= 1 mm, C =400 um, D, E = 5 um.

Figure 3: TEM and SEM observations of the different bacterial morphotypes and X-ray
analysis of the associated minerals. A) TEM view of a large filament. B) TEM view of a type
1 thin filament. C) TEM view of a type 2 thin filament. D) TEM view of methanotrophic like
bacteria. E) SEM observation of methanotrophic like bacteria morphotype (arrowheads). (F-

(3) Elemental X-ray microanalysis of mineral deposits on branchiostegites and
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scaphognathites. Most of this rusty mineral deposit is composed of iron and oxygen,
suppesedly as iron oxide (F). Fe/Cu sulphide particles are also present in places (G). Scale

bars A, B, C, D and insert in D = 1 um, E = 10 pm.

Figure 4: Bacterial colonization area on the inner side of the branchiostegite. A) Schematic
representation of the 4 bacterial colonization areas (relative sizes of the different bacterial
morphotypes are respected). The green line under the drawing is the shrimp cuticle. Rods type
1 are colored in red, rods type 2 in blue, large filaments in green, thin filaments type 1 in
orange, thin filaments type 2 in purple and methanotrophic like bacteria in turquoise. B) SEM
micrograph showing the inner side of a branchiostegite and the 4 areas described in the text

and schematized above.

Figure 5: Rimicaris chacei midgut. A) Photonic observation of a semi-thin section of the
digestive tract (hindgut), showing black and brown mineral particles, as well as organic
matter stained by the toluidine blue. B) FISH observations of midgut transversal section
stained with DAPI (blue), and hybridized with Eubacteria general probe Eub338-Cy5 (red)
and autofluorescence of intestinal cells (yellow). C) SEM observation of bacterial mat (b) on
intestinal wall cells. I3) TEM observation of filamentous bacteria (arrows) inserted between

microvilli (mv) of intestinal cells. Scale bars: A =10 pum, B=1 pm, C = 50 um, D = 10 pm.

Figure 6: Epsilonproteobacteria 16S rRNA gene phylogenetic tree calculated on 624bp,
with neighbor joining method, the GTR model (Lanave ef a/. 1984) and 1000 bootstrap
resampling. Bacterial sequences of Rimicaris chacei found in this study are labelled in red,
Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated microbial strains in green. The number

of clone sequences per site and per sample are in brackets (Sites: RB: Rainbow, SP: Snake
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Pit, LS: Lucky Strike. Samples: LB: branchiostegites, SC: scaphognathites, MG: midgut, FG:

foregut).

Figure 7: Gammaproteobacteria 165 tRNA gene phylogenetic tree calculated on 685bp,
with neighbor joining method, the GTR model (Lanave ef a/. 1984) and 1000 bootstrap
resampling. Bacterial sequences associated with Rimicaris chacei are labelled in red,
Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated microbial strains in green. The number
of clone sequences per vent site and per sample are in brackets (abbreviations for sites and

samples like in Fig. 6).

Figure 8: Deferribacteres 16S rRINA gene phylogenetic tree calculated on 764bp, with
neighbor joining method, the GTR model (Lanave ef af. 1984) and 1000 bootstrap
resampling. Bacterial sequences of Rimicaris chacei found in this study are labelled in red,
Rimicaris exoculata symbionts in blue, and cultivated microbial strains in green. The number
of clone sequences per vent site and per sample are in brackets (abbreviations for sites and

samples like in Fig. 6).

Figure 9: Mollicutes 165 rRNA gene phylogenetic tree calculated on 657bp, with neighbor
joining method, the GTR model (Lanave ef a/. 1984) and 1000 bootstrap resampling.
Bacterial sequences of Rimicaris chacei found in this study are labelled in red, Rimicaris
exoculata symbionts in blue, and cultivated microbial strains in green. The number of clone
sequences per vent site and per sample are in brackets (abbreviations for sites and samples

like in Fig. 6).

ScholarOne Support 1-434/964-4100 3

49



OO~ L WhN =

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

FEMS Microbiology Ecology Page 48 of 57

Figure 10: FISH observations of a branchiostegite. A) Overview of branchiostegite stained
with DAPI (blue), and hybridized with an Epsilonprotechacteria general probe Epsy549-Cy3
(yellow) and a Gammaproteobacteria general probe Gam42-Cy35 (red) probes. B) Higher
mangnification of the different morphotypes. Arrows point to filamentous morphotypes
described previously (Lf: large filaments, Tf1: thin filaments type 1 and Tf2: thin filament

type 2). Scale bars: B =50 pm, C = 10 um.

Supplementary data

Figure S1: Rarefaction curves of cephalothoracic clone libraries of R. chacei samples.

Figure S2: Rarefaction curves of digestive tract clone libraries of R. chacei samples.

Figure 83 : Dendogramme of all analyzed samples based on Bray-Curtis beta diversity on

left, and taxonomy of each sequences associated to each samples on right.
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Table 1: Number of specimens used per site and for each experiment in this study. LB =
Branchiostegites, SC = Scaphognathites, FG = Foregut, MG = Midgut.

OO~ WN >

10 TEM SEM 16S molecular biology FISH

11 LB SC MG|LB(SC|MG| LB | SC [ FG | MG |LB|SC|FG | MG

12 Lucky Strike| 1 1 1

14 Rainbow

[y
[ =
Wy IR (IS [ —

1
3
1
1

— ] | =
—— ] | =

1
1 1 1 2 [2]2]1

15 TAG 1 1 1 1

16 Snake Pit 1 1 1 1
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Table 2 : Fluorescent probes (the probe sequences have been compared to our sequences to
check their specificity and determine their mismatches)

Specificity | Probe Sequence (5’-3’) Fluoresce %o Reference
name nt dye Formami s
de
Archaea Arch91 | GTGCTCCCCCGCCAATT Cy3 10 - 20 - | Stahl and
5 CCT 30-40 | Amannl9
o1
Eubacteria Eub338 | GCTGCCTCCCGTAGGAG Cy3 or 10-20- | Amann et
T Cy5 30-40 |4l 1990
Gamma GAMA42 | GCCTTCCCACATCGTTT Cy3 or 10-20- | Manz et
protecbacter a Cy5 30-40 | a4l 1992
ia
Epsilon EPSY54 | CAGTGATTCCGAGTAAC | Cy3or 10-20- | Lin efal.
protcobacter 9 G Cy5 30-40 | 2006
1a
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Table 3: Cell sizes of the various bacterial morphotype observed and they relative abundance

FEMS Microbiology Ecology

(- : absent, ++: abundant, +++ very abundant) for each hydrothermal vent site. Values are

given in pm *+ standard deviation

Mor photype Diameter Heigh Lucky | Rainbow | TAG | Snake
Strike Pit

Large filament 2,42+ 0,58 2,57+0,75 +++ +4++ - ST
(n=81) (n=57)

Thin filament (type 1) 0,80 + 0,07 0,70 + 0,12 +++ +++ +++ +++
(n=114) (n=109)

Thin filament (type 2) 1,12+ 0,13 561+ 1,07 ++ ++ ++ ++
(n=27) (n=43)

Thick rods (type 1) 0,26 + 0,04 1,6 £ 0,33 +++ SR ++ -+
(n=389) (n=108)

Thin rods (type 2) 0,28+ 0,06 | 0,94+0,17 +++ T+ | |
(n=70) (n=70)

Coccobacilli 0,66 + 0,09 1,07+ 0,17 -+ +++ - -
(n=91) (n=124)
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Table 4 : Clone library results (based on partial 165 rRNA sequences
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Figure S1: Rarefaction curves of cephalothoracic clone libraries of R. chacei samples
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Figure S2: Rarefaction curves of digestive tract clone libraries of R. chacei samples
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Figure S3 : Dendogramme of all analysed samples based on Bray-Curtis beta diversity on left,
and taxonomy of each sequences associated to each samples on right.
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Principaux résultats
Les principaux résultats concernant cet article sont résumés ci-apres.

Les observations vidéo ont montré que les crevettes Rimicaris chacei étaient écologiquement distribuées en
périphérie des agrégats de Rimicaris exoculata sur tous les sites étudiés. Les crevettes Rimicaris chacei ont
été observées a proximité directe de I'émanation de fluides hydrothermaux a faible activité (cheminées
hydrothermales de petite taille situées sur la cheminée principale, zones de diffusion). De maniére nette,
I’observation sur les mémes images montre une hypertrophie du céphalothorax nettement moins prononcée
chez Rimicaris chacei que chez Rimicaris exoculata. Enfin, R. chacei peut présenter des réactions agressives
(d’attaque) a I'encontre d’individus de Rimicaris exoculata surtout en cas de blessure montrant une activité

a minima de nécrophagie, voire de prédation.

Les différentes approches, qu’elles soient microscopiques ou moléculaires, ont mis en évidence la présence
de microorganismes abondants mais différents entre le céphalothorax et le tube digestif. Toutes ces
observations, qu’elles soient réalisées via la microscopie ou la biologie moléculaire, mettent en évidence une

nette ressemblance avec les observations publiées chez Rimicaris exoculata.

Les techniques de microscopies ont permis de mettre en évidence différents modéles de distribution en 3

dimensions des microorganismes au niveau du céphalothorax.

La similarité entre ce travail réalisé chez Rimicaris chacei et celui connu chez Rimicaris exoculata permet de
poser I'hypothese d’une symbiose trophique chez Rimicaris chacei au niveau du céphalothorax, et une
colonisation microbienne pérenne dans le systéeme digestif, elle aussi similaire a celle connue chez Rimicaris

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

Malgré ces similarités, il faut noter la moindre spécialisation vers la symbiose de R. chacei avec un
céphalothorax moins hypertrophié (donc une communauté bactérienne moins abondante) chélipédes
dépassant du céphalothorax et permettant donc une prise de nourriture externe (contrairement a Rimicaris
exoculata) et un estomac plus développé que celui de R. exoculata. Ces observations laissent supposer un

régime trophique mixte.



Discussions et perspectives liées a cet article

Les principaux résultats concernant cette étude ont permis de compléter un travail initié en 1993 par Michel
Segonzac et Bernadette Casanova posant I’hypothése d’'une potentielle symbiose partielle chez Rimicaris
chacei au niveau du céphalothorax laissant supposer une alimentation mixte de cette crevette, entre
nécrophagie et symbiose. Notre article compléete des travaux initiaux (Casanova et al., 1993, Segonzac et al.,
1993), par une approche en microscopie électronique a transmission, qui a permis de mettre en évidence de
nouveaux morphotypes, non décrits en 1993. Notre travail a également permis de définir la composition
phylogénétique des communautés bactériennes présentes tant au niveau du céphalothorax qu’au niveau du
tractus digestif, et d’émettre des hypothéses quant a leur autotrophie et aux métabolismes utilisés. Bien
gu’apportant de nouveaux éléments pour appuyer I'hypothése d’un régime mixte, cette publication
n’apporte cependant toujours pas de preuves directes d’une réelle symbiose trophique, tous les éléments
avancés étant des preuves indirectes. Des expérimentations complémentaires seront donc a effectuer,
comme des approches d’activités via du marquage isotopique in vivo avec du bicarbonate marqué en *C
permettant de suivre I'incorporation de carbone par voie chimiosynthétique comme cela a été fait chez

Rimicaris exoculata (Ponsard et al., 2013).

Au-dela de cet aspect descriptif d’'une symbiose, si on part du principe qu’elle existe, la question se pose du
role écologique de Rimicaris chacei dans I'écosystéme ou elle est retrouvée, et surtout de son histoire
évolutive. D’un point de vue évolutif, Rimicaris chacei est une plus proche parente de Rimicaris hybisae
(présentant elle aussi une « symbiose » développée) que de Rimicaris exoculata. La premiére question est de
savoir qui est I'ancétre commun de R.chacei et R.hybisae, ou plutét d’ou vient-il ? En effet, R. hybisae vit
exclusivement dans la fosse des Caimans tandis que R. exoculata n’est présente que sur la MAR avec R.
chacei. Nous pouvons émettre 3 hypothéses : 1) I'ancétre commun vient des Caimans, 2) I'ancétre commun
vient de la MAR, 3) I'ancétre commun ne vient ni de I'un ni de I'autre (par exemple du Pacifique). Pour une
discussion plus fluide, partons du principe que cette derniére possibilité est éliminée pour des raisons
géographiques et réalisons deux scénarios hypothétiques de ce qui aurait pu se passer. L'intérét pour la

symbiose peut sembler oublié jusqu’ici, il n’en est rien.

- Hypothése numéro 1: L’ancétre commun de R.hybisae et R.chacei vient des Caimans. R.hybisae

serait donc la forme la plus proche de I'ancétre commun, donc symbiotique exclusif. R.chacei serait
donc la forme « qui a da évoluer» (R.hybisae a aussi évolué, mais a gardé des caractéres
phénotypiques identiques a I'origine a savoir une symbiose développée) lors de sa colonisation vers
la MAR. Dans cette hypothese, R.exoculata aurait déja colonisé la MAR, ou elle est bien installée
(d’un point de vue écologique). R.hybisae en arrivant sur la MAR, se retrouve donc en compétition

avec R.exoculata, et ne peut pas avoir acces au microenvironnement au plus prés du fluide



hydrothermal pour une nutrition optimale. Qui dit peu de nourriture, dit succés reproducteur
diminué, donc sélection naturelle des individus les plus aptes. Cette sélection naturelle favoriserait
alors au cours du temps les individus présentant la capacité d’avoir une alimentation
complémentaire a la symbiose stricte, celle-ci n’étant cependant pas perdue, mais en état de
régression partielle. On obtient au court du temps une différentiation de I'espece jusqu’a Rimicaris
chacei qui se caractérise par une moindre spécialisation symbiotique et un régime mixte.

- Hypothése numéro 2 : L'ancétre commun de R.hybisae et R.chacei vient de la MAR. R.chacej serait

donc la forme la plus proche de I'ancétre commun, donc avec une alimentation mixte et une
symbiose intermédiaire (morphologie moins hypertrophiée du céphalothorax, estomac peu réduit).
R.hybisae serait donc la forme « qui a d{ évoluer » se spécialisant vers la symbiose. Dans cette
hypothése cela signifie au préalable que R.exoculata et R.chacei ont un ancétre commun (c’est le cas,
mais il est antérieur a celui entre R.hybisae et R.chacei d’aprés les données de génétiques publiées
des hotes), que la différenciation des deux espéces s’est réalisé de maniére sympatrique, et que
R.chacei a subi lors de cette différenciation une régression de sa symbiose, pour aller vers une
alimentation mixte. Lors d’'une colonisation des Caimans par R.chacei (on part du principe que la
dispersion larvaire de R. exoculata ne lui aurait pas permis cette colonisation), les individus ayant le
plus d’affinité avec I'alimentation de type symbiotique, ont eu un meilleur succés reproducteur, sur
un espace disponible et donc sans compétition, ont donc favorisé ce caractére phénotypique
symbiotique, et permis d’arriver a I'espéce Rimicaris hybisae. On aurait donc par deux fois dans
I’évolution I'obtention de la métamorphose vers des especes symbiotiques : R. exoculata sur la MAR

et R. hybisae sur les Caimans.

En posant I'hypothése d’une bonne résolution phylogénique moléculaire des trois espéces citées (ie d’un bon
choix de marqueur évolutif pour les hotes), ces deux hypothéses me semblent personnellement plausibles
pour une histoire évolutive récente, mais les deux hypothéses posent de nombreuses autres questions si on

cherche a remonter plus loin dans le temps. Il faudrait alors I'expertise de géologues, physiciens,

océanographes, biologistes, et spécialistes de |’évolution et de nombreuses données devraient étre acquises

dans chaque discipline pour répondre a cette question.
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Introduction a la problématique

Dans le premier article, nous avons pu réaliser une étude descriptive d’un point de vue morphologique et
phylogénétique) des microorganismes associés a la crevette Rimicaris chacei. Une observation est
récurrente : les microorganismes observés en microscopie, ou identifiés en biologie moléculaire sont
comparables, voire similaires a ceux retrouvés chez Rimicaris exoculata, qui partage la méme niche
écologique. La principale limite de ce premier article est I'absence de réplicats biologiques et techniques,
ainsi que la profondeur de séquencage, plus précisément en biologie moléculaire. Il s'avere que le méme
probléme a déja été mis en évidence chez Rimicaris exoculata (Guri et al., 2012) pour des problémes de
profondeur de séquencage (approches par clonage et non NGS). La science a, comme dans la vie courante,
ses phénomeénes de mode, et le séquencage haut débit (dit NGS) fait partie des modes de la science actuelle.
Il faut cependant une question scientifique qui nécessite I'utilisation de cette méthodologie, et ainsi ne pas
séquencer pour le plaisir de séquencer (avoir une question, et utiliser le meilleur outil pour y répondre). Or
plusieurs questions scientifiques sont venues se poser a la suite des observations issues du premier article
qui présente davantage une description qualitative que quantitative. Si symbiose il y a chez Rimicaris chacei,
et qu’elle est similaire a celle rencontrée chez Rimicaris exoculata (postulat du premier article), les
symbiontes présentent-ils une biogéographie en fonction des sites hydrothermaux comme décrit chez R.
exoculata ? Ou, y a-t-il une spécificité de I'espece hote plus que de la biogéographie ? Ou alors les effets de
la géographie des sites hydrothermaux et de I'espece hote peuvent-ils étre cumulés ? L'utilisation d’une
nouvelle méthodologie pour pouvoir obtenir des données de séquences d’ARNr 16S en grand nombre, sur
de nombreux échantillons, a un co(t le plus bas possible est nécessaire. Nous avons donc choisi I'utilisation
du séquencage haut débit de seconde génération pour répondre de ces questions écologiques. Cependant,
dans le cas d’une similarité fine entre les symbiontes des deux espéces de crevettes, I'utilisation des OTUs
comme unité écologique est-elle suffisante ? Existe-il une méthodologie pour aller plus loin, ou plus finement
tant la diversité au sein des bactéries symbiotiques, qu’au niveau de I'OTU, mais avec des données de génes
d’ARNr 168, et ainsi descendre dans un seuil de discrimination supérieur et étre plus résolutif ? La réponse
est oui, grace a 'oligotyping, qui sera appliqué a la suite d’'une étude de métabarcoding classique utilisant

I’'OTU comme unité écologique, sur les groupes taxonomiques les plus abondants qui seront identifiés.



Matériel et méthodes

Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés sur quatre sites de la ride médio-atlantique (MAR) : Lucky Strike, Rainbow,
TAG et Snake Pit durant les campagnes BICOSE (2014) et BioBaz 2013. Les crevettes ont été prélevées avec
un aspirateur a faune fixé sur le véhicule téléopéré Victor 6000 a bord du navire Pourquoi pas ? Une fois a
bord, les individus prélevés ont été disséqués et séparés en différentes piéces anatomiques : branchiostégites
(LB) scaphognathite (Sc) et tube digestif (TD). Les différents tissus animaux ont été directement congelés a -
80°C et 38 extractions d’ADN ont été réalisées une fois revenus a terre au laboratoire. Ces ADN extraits ont

été expédiés a un prestataire de service pour le séquencage.

Extraction d’ADN/PCR/Librairies

L’ADN de I'ensemble des échantillons analysés (LB, Sc, TD) a été extrait et purifié avec le kit Nucleospin soil
(Macherey-Nagel) en respectant les consignes d’utilisation du fabricant. Les amplicons bactériens du géne
codant pour la petite sous-unité du ribosome (16S) ont été amplifiés par PCR 3 fois pour chaque échantillon
(réplicats techniques) avec les amorces « universelles » 357F (V3) 5 CCTACGGGAGGCAGCAG 3’ et 926R (v5)
5’ CCGTCWATTCMTTTRAGT 3’ (modifiées) selon le protocole du prestataire de service.

Des librairies de séquencage ont ensuite été réalisées a partir de ces produits PCR, puis séquencées via la

technologie illumina MiSeq 2x300pb en deux séquencages.

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



Séquencage

Espece 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 RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC | D59517 | D59518 | D59519 Oui
chacei Strike 2013
Rimicaris | Lucky Biobaz
PLO5 | Tour Eiffel 40 TD RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD | D74005 | D74006 | D74007 Oui
chacei Strike 2013
Rimicaris
Rainbow
chacei
Rimicaris Biobaz
Rainbow PLO7 | Termitiere 04 SC RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC | D59520 | D59521 | D59522 Oui
chacei 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow PLO7 | Termitiére 04 TD RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD | D74008 | D74009 | D74010 Oui
chacei 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow PLO8 France 5 08 SC RimiCO8Bb13PLO8RbF5_SC | D59523 | D59524 | D59525 Oui
chacei 2013
Rimicaris Biobaz
Rainbow PLOS8 France 5 08 TD RimiCO8Bb13PLO8RbF5_TD | D74011 | D74012 | D74013 Non
chacei 2013
Rimicaris
Rainbow | Momar04 PLO5 02 SC RimiC02MomO04PLO5Rb_SC | D59526 | D59527 | D59528 Oui
chacei
Rimicaris
Rainbow | Momar04 PLO5 03 TD RimiCO3MomO04PLO5Rb_TD | D74014 | D74015 | D74016 Non

chacei




Rimicaris

TAG
chacei
Rimicaris Bicose
TAG PL10 07 SC RimiC07Bc14PL10TAG_SC | D59529 | D59530 | D59531 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 07 TD RimiCO7Bc14PL10TAG_TD | D74017 | D74018 | D74019 Non
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 09 SC RimiCO9Bc14PL10TAG_SC | D59532 | D59533 | D59534 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 09 TD RimiC09Bc14PL10TAG_TD | D74020 | D74021 | D74022 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 11 SC RimiC11Bc14PL10TAG_SC | D59535 | D59536 | D59537 Oui
chacei 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 11 TD RimiC11Bc14PL10TAG_TD | D74023 | D74024 | D74025 Oui
chacei 2014
Rimicaris | Snake
chacei Pit
Rimicaris | Snake Bicose
PLOS 01 SC RimiC01Bc14PLO5SP_SC D59538 | D59539 | D59540 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLOS 01 TD RimiC01Bc14PLO5SP_TD D74026 | D74027 | D75028 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLOS 04 SC RimiC04Bc14PLO5SP_SC D59541 | D59542 | D59543 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLOS 04 TD RimiC04Bc14PLO5SP_TD D75029 | D75030 | D75031 Oui
chacei Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLOS 05 SC RimiCO5Bc14PLO5SP_SC D59544 | D59545 | D59546 Oui
chacei Pit 2014




Rimicaris | Snake Bicose
PLO5 05 TD RimiCO5Bc14PLO5SP_TD D75032 | D75033 | D75034 Oui

chacei Pit 2014
Rimicaris
exoculata
Rimicaris

Rainbow
exoculata
Rimicaris Biobaz

Rainbow PLO6 | Termitiere 11 SC RimiEI01Bb14PLO6RbTer_SC | D73978 | D73979 | D73980 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz

Rainbow PLO6 | Termitiere 11 TD RimiEI01Bb14PLO6RbTer_TD | D75035 | D75036 | D75037 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz

Rainbow PLO6 | Termitiere 12 SC RimiEI02Bb14PLO6RbTer_SC | D73981 | D73982 | D73983 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz

Rainbow PLO6 | Termitiere 12 TD RimiEI02Bb14PLO6RbTer_TD | D75038 | D75039 | D75040 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz

Rainbow PLO6 | Termitiere 13 SC RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_SC | D73984 | D73985 | D73986 Oui
exoculata 2013
Rimicaris Biobaz

Rainbow PLO6 | Termitiére 13 TD RimiEIO3Bb14PLO6RbTer_TD | D75041 | D75042 | D75043 Oui
exoculata 2013
Rimicaris

TAG
exoculata
Rimicaris Bicose

TAG PLO8 212 SC RimiE212Bc14PLO8TAG_SC | D73987 | D73988 | D73989 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose

TAG PLO8 212 TD RimiE212Bc14PLO8TAG_TD | D75044 | D75045 | D75046 Oui
exoculata 2014
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Rimicaris Bicose
TAG PL10 293 SC RimiE293Bc14PL10TAG_SC | D73990 | D73991 | D73992 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 293 TD RimiE293Bc14PL10TAG_TD | D75047 | D75048 | D75049 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 298 SC RimiE298Bc14PL10TAG_SC | D73993 | D73994 | D73995 Oui
exoculata 2014
Rimicaris Bicose
TAG PL10 298 TD RimiE298Bc14PL10TAG_TD | D75050 | D75051 | D75052 Oui
exoculata 2014
Rimicaris | Snake
exoculata Pit
Rimicaris | Snake Bicose
PLO1 Elan 35 SC RimiE35Bc14PLO1SPE_SC | D73996 | D73997 | D73998 Oui
exoculata Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLO1 Elan 35 TD RimiE35Bc14PLO1SPE_TD D75053 | D75054 | D75055 Non
exoculata Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLO1 Elan 37 SC RimiE37Bc14PLO1SPE_SC | D73999 | D74000 | D74001 Oui
exoculata Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLO1 Elan 37 TD RimiE37Bc14PLO1SPE_TD D75056 | D75057 | D75058 Non
exoculata Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLO1 Elan 39 SC RimiE38Bc14PLO1SPE_SC | D74002 | D74003 | D74004 Oui
exoculata Pit 2014
Rimicaris | Snake Bicose
PLO1 Elan 39 TD RimiE38Bc14PLO1SPE_TD | D75059 | D75060 | D75061 Non
exoculata Pit 2014

Figure 30 : Tableau récapitulatif des échantillons ayant été séquencés via la technologie illumina.
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Analyses des données

L’'ensemble des données a été analysé via les outils Mothur, Qiime, et le workflow FROGS suivant

plusieurs méthodologies.

Premiers résultats

Résultats de qualité :

Dans un premier temps, la qualité des données a été vérifiée en utilisant I'outil FastQC. Les résultats
montrent une mauvaise qualité d’une partie des échantillons obtenus a partir du 2°™ 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 analysées correctement et

fournir un signal biologique suffisant.

Par soucis de cohérence, bien que chaque script (Mothur, Qiime et FROGS) soit fonctionnel, les
analyses issues uniquement a partir de FROGS seront présentées (car déja pré-formatées pour étre

présentées).

Dans un premier temps, on observe qu’une partie du jeu de données est perdue des I'étape de
démultiplexage (Figure 35). Cette perte de données est principalement due au deuxiéme run de
séquencage, corrélé a la mauvaise qualité d’un certain nombre de séquences, un phénomene déja

identifié avec FastQC.
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Figure 31 : Etape de filtrage qualité du worflow FROGS sur I'ensemble du jeu de données NGS (en millions de séquences).

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

induit une faible perte de séquences (Figure 35).

Pour chaque échantillon, le nombre de séquences aprés chaque étape est donné, et le pourcentage 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
RimiCO1Bc14PLO5SP_SC E2 67.85 674,29 459,069 | 458,774 |458,463 | 458,397 458,39 457,495
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_E3 68.53 790,901 543,743 | 543,436|543,101|543,034| 543,03|541,965
RimiCO1Bc14PLO5SP_TD_E1 25.17 666,664 301,584 | 168,427 |168,234|168,163| 168,128 | 167,83
RimiCO1Bc14PLO5SP_TD_E2 24.31 646,492 294,919 | 157,752|157,551|157,496 | 157,474 |157,181
RimiCO1Bc14PLO5SP_TD_E3 25.30 639,297 303,429 | 162,25| 162,07|162,011| 161,99|161,723
RimiC02MomO04PLO5Rb_SC_E1 |76.09 793,724 606,456 | 605,726| 605,34 |605,242 | 605,234 | 603,931
RimiC02MomO04PLO5Rb_SC_E2 |74.66 693,32 519,201 | 519,038| 518,73 |518,664| 518,659 (517,631
RimiC02MomO04PLO5Rb_SC_E3 |75.80 796,579 605,905 | 605,483 |605,134|605,069| 605,06| 603,8
RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC_E1 |62.03 572,524 356,354 | 356,092 |355,854 |355,797 | 355,791 |355,141
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RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC_E2 |63.42 610,118 388,388 | 388,047|387,777|387,721| 387,719|386,929
RimiC04Bb13PLO7RbTer_SC_E3 |63.54 509,53 325,015| 324,684 |324,497|324,443 | 324,439|323,768
RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD_E1 | 12.20 692,704 482,453 | 85,122 | 84,834| 84,753| 84,691| 84,529
RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD_E2 |11.82 629,317 426,662 | 74,903| 74,655| 74,588| 74,535| 74,383
RimiC04Bb13PLO7RbTer_TD_E3 | 12.05 649,385 435,706 | 78,834| 78,549| 78,469| 78,406| 78,269
RimiCO4Bc14PLO5SP_SC_E1 57.88 699,2 406,62 | 405,871|405,577|405,508| 405,503 | 404,71
RimiCO4Bc14PLO5SP_SC_E2 59.46 729,804 436,911 | 435,125|434,826|434,769| 434,764 |433,963
RimiCO04Bc14PLO5SP_SC_E3 58.52 835,805 491,364 | 490,478|490,201|490,121| 490,115|489,139
RimiCO4Bc14PLO5SP_TD_E1 18.06 720,711 516,155| 130,835|130,514| 130,42| 130,359|130,131
RimiCO4Bc14PLO5SP_TD_E2 17.31 671,9 470,56 | 116,945|116,623|116,549| 116,498 | 116,295
RimiCO4Bc14PLO5SP_TD_E3 16.39 730,386 501,575| 120,373|120,046|119,947| 119,887|119,679
RimiCO5Bc14PLO5SP_SC_E1 76.37 607,867 466,043 | 465,69|465,374|465,284| 465,277 |464,222
RimiCO5Bc14PLO5SP_SC_E2 77.58 591,119 460,226 | 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
RimiCO5Bc14PLO5SP_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
RimiCO7Bc14PL10TAG_SC_E1 70.31 757,561 534,424 | 534,167 |533,805|533,704| 533,699|532,675
RimiCO7Bc14PL10TAG_SC_E2 70.66 812,809 576,841 | 575,838 575,491 | 575,38 | 575,371|574,332
RimiCO7Bc14PL10TAG_SC_E3 68.83 786,837 543,306 | 543,065 |542,715|542,606| 542,597 |541,587
RimiCO8Bb13PLO8RbF5_SC_E1 |64.06 494,214 317,954| 317,477|317,269|317,224| 317,219|316,581
RimiCO8Bb13PLO8RbF5_SC_E2 |63.90 737,835 473,26 472,91|472,604|472,518| 472,514|471,505
RimiCO8Bb13PLO8RbF5_SC_E3 |66.09 667,233 442,557 | 442,262 |441,994|441,916| 441,913 |440,998
RimiCO9Bc14PL10TAG_SC_E1 65.80 764,275 504,43 | 504,214 503,892 |503,783 | 503,778 |502,867
RimiCO9Bc14PL10TAG_SC_E2 66.05 771,481 511,206 | 510,932|510,575|510,486| 510,473 | 509,59
RimiCO9Bc14PL10TAG_SC_E3 67.27 683,263 461,142 | 460,91|460,558|460,474| 460,466 |459,597
RimiCO9Bc14PL10TAG_TD_E1 17.78 493,665 349,606 | 88,254| 88,056| 88,003| 87,965| 87,771
RimiCO9Bc14PL10TAG_TD_E2 18.14 524,666 371,21 95,68 | 95,445| 95,387| 95,345| 95,175
RimiCO9Bc14PL10TAG_TD_E3 18.17 517,203 362,078 | 94,537| 94,276| 94,226 94,164| 93,979
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E1 69.54 707,705 493,952 | 493,521|493,189|493,119| 493,111 492,153
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E2 68.89 681,831 471,506 | 471,106|470,802|470,705| 470,696 |469,717
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E3 72.10 801,046 579,328 | 579,163 |578,799|578,692 | 578,689 |577,553
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E1 |44.62 308,307 208,95| 138,001|137,873|137,829| 137,817|137,579
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E2 |44.17 416,033 286,819 | 184,351|184,159|184,104 | 184,092 |183,778
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E3 |44.93 631,559 458,721 | 284,745|284,446|284,346| 284,328 | 283,789
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_E1 |61.47 528,007 325,979 | 325,525|325,319|325,277| 325,275|324,587
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_E2 |62.56 637,903 400,72 | 400,266 400,002 |399,935| 399,93 |399,096
RimiC40Bb13PLOSLSTE_SC_E3 |62.21 605,354 378,107| 377,661|377,415|377,364| 377,359|376,574
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E1 |46.19 91,462 59,089 | 42,349| 42,312| 42,309| 42,306| 42,249
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E2 |47.63 310,802 204,777 | 148,402 |148,241|148,218| 148,211|148,025
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E3 |48.29 310,712 209,298 | 150,435|150,282|150,257| 150,248 |150,049
RimiE212Bc14PLOSTAG_SC_E1 |38.34 688,588 265,416 | 264,759 |264,554| 264,51| 264,51|264,033
RimiE212Bc14PLO8TAG_SC_E2 |38.43 730,354 282,134 | 281,435|281,206|281,168 | 281,158|280,711
RimiE212Bc14PLOSTAG_SC_E3 |39.47 751,828 298,503 | 297,535|297,341|297,277| 297,273 | 296,767
RimiE212Bc14PLOSTAG_TD_E1 |59.74 400,836 251,441| 240,166 | 239,954 | 239,883 | 239,875|239,474
RimiE212Bc14PLOSTAG_TD_E2 |59.75 295,939 186,92 177,38|177,231|177,158| 177,152|176,834
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RimiE212Bc14PLOSTAG_TD_E3 |58.88 321,384 198,127 | 189,779|189,633|189,547| 189,543 | 189,219
RimiE293Bc14PL10TAG_SC E1 |64.74 716,506 466,411 | 465,204 |464,892 464,841 | 464,838|463,896
RimiE293Bc14PL10TAG_SC_E2 |64.70 493,751 321,25| 320,395|320,187|320,159| 320,156|319,474
RimiE293Bc14PL10TAG_SC E3 |65.15 707,219 463,458 | 462,049|461,773 461,716 | 461,711|460,781
RimiE293Bc14PL10TAG_TD_E1 |10.36 570,764 392,996| 59,638| 59,389| 59,269| 59,207| 59,113
RimiE293Bc14PL10TAG_TD_E2 |10.57 710,63 510,847 75,79 | 75,41| 75,289 | 75,195| 75,085
RimiE293Bc14PL10TAG_TD_E3 |10.36 642,594 449,29 | 67,149| 66,843| 66,726| 66,661| 66,567
RimiE298Bc14PL10TAG_SC_E1 |53.87 | 1003,545 543,728 | 542,062 |541,663|541,614| 541,61|540,585
RimiE298Bc14PL10TAG_SC_E2 |53.70 759,256 410,096 | 408,86 |408,582|408,532| 408,529 |407,741
RimiE298Bc14PL10TAG_SC_E3 |54.48 663,573 363,599 | 362,533|362,333|362,278| 362,271|361,542
RimiE298Bc14PL10TAG_TD_E1 |32.79 613,477 421,672 | 202,001]|201,685|201,579| 201,539|201,163
RimiE298Bc14PL10TAG_TD_E2 |34.38 639,175 452,006 | 220,655|220,312|220,192| 220,148 | 219,73
RimiE298Bc14PL10TAG_TD_E3 |33.06 666,403 473,317| 221,28|220,912|220,778| 220,737 |220,325
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_E1 70.23 733,462 517,024 | 516,533 |516,224 516,152 | 516,145|515,105
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_E2 68.91 708,481 490,343 | 489,562 |489,263|489,204| 489,198 |488,189
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_E3 69.32 748,117 520,605| 520,199|519,856 519,802 | 519,795|518,622
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_E1 75.14 597,617 450,549 | 450,314 |450,059|449,997 | 449,993 | 449,045
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_E2 77.07 705,946 545,978 | 545,663 | 545,299 | 545,23 | 545,224 |544,068
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_E3 75.50 630,431 477,719 | 477,342 (477,032 476,964 | 476,958 |475,992
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_E1 73.19 664,851 488,385 | 488,038|487,729|487,645| 487,64 |486,635
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_E2 74.81 786,025 589,968 | 589,736 |589,377|589,295| 589,287 | 588,03
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_E3 77.37 909,507 706,006 | 705,715|705,288|705,174| 705,166 | 703,694
RimiEI01Bb14PLO6RbTer_SC_E1 | 71.99 770,915 557,295| 556,553 |556,215|556,143 | 556,135| 554,96
RimiEI0O1Bb14PLO6RbTer_SC_E2 | 74.15 725,969 540,381| 539,875|539,553|539,487| 539,483 |538,305
RimiEI0O1Bb14PLO6RbTer_SC_E3 | 75.16 801,205 604,377| 603,818 |603,469 | 603,401 | 603,396| 602,19
RimiEI01Bb14PLO6RbTer_TD_E1 | 60.45 362,187 252,992 | 219,58 219,424 219,376 | 219,372|218,954
RimiEI0O1Bb14PLO6RbTer_TD_E2 | 62.43 490,938 354,984 | 307,408 | 307,16|307,092| 307,073 |306,474
RimiEI01Bb14PLO6RbTer_TD_E3 | 61.04 406,88 286,536 | 249,127 | 248,94 |248,854 | 248,845 248,366
RimiEI02Bb14PLO6RbTer_SC_E1 | 75.16 629,291 474,639 | 474,324| A474,03|473,952| 473,948 472,945
RimiEI02Bb14PLO6RbTer_SC_E2 | 76.04 690,197 526,462 | 526,35|526,037|525,948 | 525,942|524,819
RimiEI02Bb14PLO6RbTer_SC_E3 | 76.03 594,817 453,695 | 453,593 |453,294 |453,225| 453,219| 452,26
RimiEI0O2Bb14PLO6RbTer_TD_E1 | 72.87 649,356 475,839 | 474,593 |474,275|474,129| 474,123 473,214
RimiEI02Bb14PLO6RbTer_TD_E2 | 73.36 677,224 499,796 | 498,284 497,966 | 497,82| 497,812|496,818
RimiEI02Bb14PLO6RbTer_TD_E3 | 73.42 762,045 563,029 | 561,227 560,833 |560,678| 560,671|559,528
RimiEI03Bb14PLO6RbTer_SC_E1 | 70.73 706,05 501,937| 500,809 |500,509 |500,447| 500,438 |499,363
RimiEI03Bb14PLO6RbTer_SC_E2 | 69.26 858,969 598,018 | 596,551|596,176|596,096 | 596,094 | 594,913
RimiEI03Bb14PLO6RbTer_SC_E3 | 70.52 778,795 551,863 | 550,818 |550,494 |550,413 | 550,406 | 549,213
RimiEI03Bb14PLO6RbTer_TD_E1|19.58 451,646 307,573| 88,938| 88,713 | 88,632| 88,607| 88,448
RimiEI03Bb14PLO6RbTer_TD_E2 | 20.20 307,971 212,356| 62,598| 62,428| 62,36| 62,339| 62,212
RimiEI03Bb14PLO6RbTer_TD_E3 | 20.29 351,957 247,257 | 71,803 | 71,668 | 71,595| 71,564| 71,417
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A l'issue cette étape, le clustering avec I'outil SWARM est effectué sur un jeu de 33 586 713 séquences
et génere un total de 3 570 525 OTUs. Ce nombre est trop important, et ne correspond pas a la réalité
biologique mais au mode de séparation en OTU des algorithmes. Il faut donc y appliquer des filtres. Le
premier est la recherche des chiméres qui constituent 2.23 % des OTUs, mais seulement 0.74 % des

séquences.

Clusters Abundance

Removed: 77 736

Removed: 245 007

k

Kept: 3 492 789

Kept: 33 341 706

Figure 32 : Recherche des chimeres avec I'outil SWARM.

Le nombre d’OTUs reste cependant bien trop important. En effet, SWARM est un outil qui génére
beaucoup de singleton (1 séquence par OTU). Pour supprimer uniquement les singletons, on peut
appliquer un filtre de 2 (il faut au moins deux séquences dans une OTU pour que celle-ci soit
conservée). lls sont au nombre de 3 278 172 OTUs singleton (9.8 % des données aprées détection des
chiméres). Unfiltre d’abondance est donc effectué et fixé a 10, c’est-a-dire que chaque OTU présentant
moins de 10 séquences est éliminée. Ce choix 10 est totalement arbitraire mais couramment utilisé

dans la littérature (figure 37). Aprés un filtrage de 10, il ne reste plus que 143 OTUs.
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OTUs
Abundance

¢ Kept: 143

Removed: 3 983 605

\

Removed: 3 492 646 Kept: 28 378 101

Figure 33 : Filtrage des données NGS selon un paramétre d'abondance.

Cette réduction du nombre d’OTUs peut paraitre drastique. D’une part les séquences uniques sont tres
souvent dues a des séquences de moindre qualité ou présentant des erreurs de séquencage ne
permettant plus de les attribuer aux OTU d’origine, créant ainsi une ‘fausse’ diversité. De plus, dans la
recherche d’espéces symbiotiques, le nombre de microorganismes symbiotiques sont de prime abord
abondants, et dominants. Eliminer les OTUs minoritaires, qui peuvent potentiellement étre des
microorganismes transitoires (de I'eau filtrée par la crevette par exemple) est donc a prendre en
compte. De plus, I'obtention de 143 OTUs reste similaire en ordre de grandeur par rapport aux banques
de clones du premier article qui atteignaient presque le plateau (dans les courbes de raréfactions),

donc I'épuisement de la diversité. C’est le cas aussi ici en approche NGS (Figure 38).

Rarefaction curves

50

Nb Species

0
Ok 100k 200k 300k 400k 500k 600k

Nb sampled sequences

Figure 34 : Courbes de raréfaction NGS.
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Cependant ces courbes de raréfaction restent conditionnées par le filtre d’abondance. Il est donc
nécessaire de poursuivre les investigations sur cette étape pour réussir a trouver le meilleur
compromis biologique entre séquences a éliminer pour ne pas avoir un trop grand jeu de données et

ne pas éliminer des séquences qui auraient une importance écologique.

Aprés normalisation des données, un dendrogramme de similarité basé sur I'indice de Bray-Curtis est
obtenu et montre que les réplicats techniques sont tous cohérents, c’est-a-dire que les triplicats de
PCR d’'un méme échantillon sont regroupés dans le dendrogramme (Figure 39). On observe également
gu’une distinction est faite entre les échantillons des scaphognathites et ceux du systeme digestif. De
plus, d’aprés ce méme dendrogramme, il ne semble pas y avoir de similarité entre les échantillons
provenant de la méme espece, mais une similarité des échantillons en fonction du site hydrothermal,

laissant supposer une biogéographie.
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RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E1
4:': RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E2
RimiC40Bb13PLOSLSTE_TD_E3
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_TD_E3
—:: RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_TD_E1
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_TD_E2
RIimiEI03Bb14PLOGRb Ter_TD_E2
—:: RimiEI03Bb14PLO6Rb Ter_TD_E1
RIimiEI03Bb14PLOGRb Ter_TD_E3
RimiEI02Bb14PLOGRb Ter_TD_E1
—:: RimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_TD_E2
RimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_TD_E3

RimiEI01Bb14PL06Rb Ter_TD_E1

—:: RimiEI01Bb14PLO6Rb Ter_TD_E2
RimiEI01Bb14PLOGRb Ter_TD_E3

RimiE293Bc14PL10 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
—:: RimiE212Bc14PLO8 TAG_TD_E1
RimiE212Bc14PL08 TAG_TD_E2
RimiC09Bc14PL10 TAG_TD_E1
—:: RimiC09Bc14PL10 TAG_TD_E2
RimiC09Bc14PL10 TAG_TD_E3
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E1
—:: RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E2
RimiC11Bc14PL10TAG_TD_E3
RimiC05Bc14PLO5SP_TD_E1
RimiC05Bc14PLO5SP_TD_E3

RimiC04Bc14PLO5SP_TD_E3
—|:': RimiC04Bc14PLOSSP_TD_E1
RimiC04Bc14PL0O5SP_TD_E2
RimiC01Bc14PLOSSP_TD_E1
—|:': RimiC01Bc14PLO5SP_TD_E2
RimiC01Bc14PLO5SP_TD_E3
RimiE212Bc14PL08 TAG_SC_E3
—:: RimiE212Bc14PL08 TAG_SC_E1
RimiE212Bc14PL08 TAG_SC_E2
RimiE298Bc14PL10 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
RimiE37Bc14PLO1SPE_SC_E3
RimiC05Bc14PLO5SP_SC_E2
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_E2
—|:': RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_E1
RimiE38Bc14PLO1SPE_SC_E3
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_E3
—:: RImiE35Bc14PLO1SPE_SC_E1
RimiE35Bc14PLO1SPE_SC_E2
RimiC40Bb13PLO5LSTE_SC_E3
—:: RimiC40Bb13PLO5LSTE_SC_E1
RimiC40Bb13PLO5LSTE_SC_E2
RimiEI01Bb14PLO6Rb Ter_SC_E2
—:: RimiEI01Bb14PLO6Rb Ter_SC_E1
RimiEI01Bb14PLO6Rb Ter_SC_E3
RimiC08Bb13PL08RbF5_SC_E1
—|:': RimiC08Bb13PL0O8RbF5_SC_E2
RimiC08Bb13PL0O8RbF5_SC_E3
RimiEI03Bb14PLO6Rb Ter_SC_E2
4‘:': RimiEI03Bb14PLO6Rb Ter_SC_E1
RimiEI03Bb14PLO6Rb Ter_SC_E3
RimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_SC_E2
4‘:': RimiEI02Bb14PLOGRb Ter_SC_E1
RimiEI02Bb14PLO6Rb Ter_SC_E3
RimiC04Bc14PL0O5SP_SC_E2
—|:': RimiC04Bc14PLO5SP_SC_E1
RimiC04Bc14PL0O5SP_SC_E3
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_E1
—:: RImiC01Bc14PLOSSP_SC_E2
RimiC01Bc14PLO5SP_SC_E3
RimiC09Bc14PL10 TAG_SC_E1
4‘:': RimiC09Bc14PL10 TAG_SC_E2
RimiC09Bc14PL10 TAG_SC_E3

iC05Bc14PLO5SP_SC_E1
05Bc14PLO5SP_SC_E3

RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E2
—‘:': RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E1
RimiC11Bc14PL10TAG_SC_E3

RimiC07Bc14PL10 TAG_SC_E3
—|:': RimiC07Bc14PL10 TAG_SC_E1
RimiC07Bc14PL10 TAG_SC_E2

RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_E3
RimiC02Mom04PLO5Rb_SC_E2
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_SC_E1
4‘:': RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_SC_E2
RimiC04Bb13PLO7Rb Ter_SC_E3

Figure 35 : Dendrogramme de similarité des échantillons NGS a partir de l'indice de Bray-Curtis. (En bleu sont représentés les

échantillons de Rimicaris exoculata, et en rouge les échantillons de Rimicairs chacei)
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Ce dendrogramme représente une premiére interprétation des résultats par approche classique
d’analyse des OTUs, mais reste préliminaire. Si la biogéographie n’est pas nettement distinguée, il est
possible que ce soit parce que la discrimination des séquences similaires entre elles ne soit
potentiellement pas suffisante. Autrement dit, le seuil de 'OTU a 97 % ne serait pas suffisamment
résolutif. Pour aller plus loin, il pourrait étre intéressant de diminuer le seuil de I'OTU, pour aller a 98
% de similarité, ou 99 %. La limite technique qui apparait ici sont les erreurs de séquencage. En effet,
en augmentant le seuil de I'OTU, on augmente les probabilités de générer des OTUs artefacts, qui
seront par la suite traduits en facteurs biologiques lors de I'interprétation des résultats. L'oligotyping
est une méthode alternative qui a pour but de dépasser le seuil de 97 % de I'OTU tout en faisant
abstraction des erreurs de PCR/séquencage (Eren et al., 2011, Eren et al., 2013, Eren et al., 2014). Pour
cette étude nous utilisons le logiciel oligotyping. Pour commencer, les OTUs ou groupes taxonomiques
dominants seront extraits du jeu de données, toujours dans I’hypothése ou les symbiontes sont les
microorganismes les plus abondants. Puis des oligotypes seront générés pour chaque OTU ou groupes
taxonomiques et comparés en fonction des échantillons. Cette définition plus fine de la diversité des
symbiontes pourra permettre de mettre en évidence une potentielle différentiation biogéographique
plus fine (effet site d’origine), ou une sélection des symbiontes en fonction de I'espece de crevette
hote. Ou encore une sélection des symbiontes en fonction du site hydrothermal d’origine et de
I’espece de crevette hote. Ces résultats ne sont pas encore générés. Cependant, les données acquises
sont de qualité suffisante pour étre analysées, et répondent aux critéres de I'oligotyping, c’est-a-dire
au moins 1000 séquences par OTUs d’intéréts et par échantillons. C’'est donc cette approche qui sera

appliqguée a la suite de I'analyse écologique « traditionnelle ».

D’un point de vue taxonomique, les différentes OTUs retenues précédemment sont affiliées aux
Epsilonproteobacteria, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Deferribacteres,
Mollicutes. L'ensemble de cette taxonomie est semblable a celle retrouvée dans le premier article,
venant ainsi conforter la cohérence du traitement des données d'un point de vue biologique.
Malheureusement la suite du traitement des données est relativement longue et n’a pu étre traitée

au cours de cette fin de these.
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Discussion Générale

Discussion scientifique

De nombreux éléments chimiques présents dans les dép6ts minéraux hydrothermaux (notamment les
dépots de sulfures) présentent une valeur commerciale de plus en plus attrayante pour les hautes
technologies modernes. Cet attrait pour les minéraux et métaux et le développement des
compétences miniéres en environnements profonds font peser sur ces écosystemes des dangers
nouveaux (Glover & Smith, 2003, Ramirez-Llodra et al., 2011). L’exploitation de ces environnements
par I’'Homme n’est qu’une question de temps, et présente des risques potentiels de modifications
drastiques de ces écosystemes suite aux extractions minieres. Il est donc important de mieux
comprendre ces environnements et I'ensemble des processus biologiques qui les sous-tendent en
fonctionnement naturel. D’un point de vue écotoxicologique, cela revient a faire une étude a tres
grande échelle du temps zéro (état de référence), c’est-a-dire de l'environnement avant sa

détérioration éventuelle.

Jusqu’a ce travail de thése, les seules études portant sur Rimicaris chacei |’étaient en comparaison avec
d’autres espéces (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993, Gebruk et al., 1997, Gebruk et al., 2000).
Ces travaux ont montré gu’elle était peu abondante lorsqu’elle était rencontrée, qu’elle abritait des
bactéries dans sa cavité céphalothoracique et son tractus digestif, et que son régime trophique était

mixte, alliant symbiose et nécrophagie.

Récemment (durant la durée de cette thése) le genre Chorocaris fut réaffilié au genre Rimicaris, et
Chorocaris chacei est donc devenue Rimicaris chacei. Bien que présentant de nettes différences
morphologiques avec les trois espéces initialement connues du genre Rimicaris, R.chacei possede
également un certain nombre de points communs, dont la présence de bactéries au niveau du

céphalothorax et dans le tractus digestif.

Rimicaris chacei est donc un modele biologique encore mal connu qui commence a soulever de
nombreuses questions. |l faut cependant bien commencer quelque part, et en tant que

microbiologiste, nous nous sommes tout naturellement intéressés a I'aspect symbiose.

Si un travail avait déja été effectué sur I'observation des régions céphalothoraciques colonisées par
des microorganismes chez cette crevette, ces observations étaient effectuées uniquement par des
approches de microscopie électronique a balayage, sur des individus ne provenant que d’un seul site

(Snake Pit). Nous avons donc décidé de compléter cette description, en refaisant, il faut bien le
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reconnaitre, la microscopie effectuée au siecle dernier (Casanova et al., 1993, Segonzac et al., 1993).
Nous avons donc décidé de compléter ces observations avec des individus de différents sites. De plus,
une approche par la microscopie électronique a transmission a été réalisée et a permis d’affiner la
diversité morphologique établie en microscopie électronique a balayage, et de voir ce qui se déroule
dans et sous I'encrodtement minéral des lames branchiosteges et des scaphognathites. Nous nous
sommes également penchés sur les bactéries associées au tube digestif pour lesquelles aucune donnée

n’existait jusqu’a présent.

Un volet totalement nouveau chez cette espece, et néanmoins indispensable a |'étude d'une
éventuelle symbiose, a également été entrepris : l'analyse de la composition et de la diversité

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 on trouve cette crevette sur les
sites hydrothermaux, en comparaison avec I'espéce R. exoculata (2500 vs. 50 individus.m™, Segonzac
et al., 1993). Les faibles possibilités d’échantillonnage, dus a cette faible densité de population, et a la
difficulté de capture des spécimens, ont été une problématique constante durant la thése : pas assez
d’individus pour faire suffisamment de réplicats biologiques, que ce soit en microscopie ou en biologie
moléculaire. Des échantillons précieux a ne pas abimer, surtout en microscopie, d’ou des
microanalyses par rayon X difficiles a optimiser car les échantillons avaient une structure 3D, ce qui est

loin d’étre optimal pour cette méthodologie.

Durant cette thése, de nouveaux morphotypes bactériens ont été identifiés au niveau du
céphalothorax et du tube digestif de Rimicaris chacei. En tenant compte du faible nombre de
spécimens observés, des présence/absence de certains morphotypes en fonction de sites ont été
notées, qui pourraient étre expliquées par des variations dans la composition chimique des fluides
hydrothermaux des sites étudiés (ultramaphiques vs basaltiques). Cela laisse déja présager une
possible forme de biogéographie des symbiontes. Est-elle liée a une absence, ou une sous-
représentation de certaines lignées dans I'environnement ? ou d’une sélection de Rimicaris chacei
envers certaines lignées microbiennes ? L’hote pourrait-il étre capable de sélectionner ses symbiontes
afin de maximiser son fitness ? A ces questions, |‘approche moléculaire haut débit pourrait apporter

une réponse.

L'identification taxonomique des microorganismes a révélé la présence de groupes bactériens affiliés
aux Epsilonproteobacteria, Gammaproteobaceria, Alphaproteobacteria, Bacteroidetes,
Deferribacteres et Mollicutes. Outre une taxonomie commune en fonction des sites, ces différents
phylums sont rencontrés chez le modele Rimicaris exoculata, laissant supposer une similarité

symbiotique chez ces deux especes de crevettes. L'étude écologique par banques de clones via la
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création d’OTU montre un nombre limité de clusters, semblables a ce qui peut étre attendu lors d’une
symbiose. De plus la « phylogénie » effectuée sur les différentes OTUs identifiées montre une
proximité certaine avec les lignées rencontrées chez la crevette Rimicaris exoculata. A partir de cette
méme phylogénie, une inférence métabolique putative a été proposée a partir du positionnement des
OTUs des Epsilonproteobacteria et des Gammaproteobacteria dans |’arbre du vivant. Elle tient compte
de la littérature concernant les lignées cultivées les plus proches, ou les activités métaboliques connues
des représentants incultivés les plus proches. Ces inférences métaboliques restent cependant a
nuancer, car la phylogénie, surtout lorsqu’elle a trait au monde microbien, n’est pas reconnue pour
étre robuste pour ce type de conclusion. Cela reste donc des hypotheéses de travail. Une biogéographie
des symbiontes en fonction des sites étudiés a aussi été proposée, mais reste spéculative. En effet, le
nombre de séquences (et non la profondeur de séquencage) par site n’est pas suffisant via les
approches de clonages. Il n’est donc pas possible de conclure de maniére efficace sur cette hypothése.
Cependant, de nouvelles méthodologies comme le séquencage NGS permettent a la fois d’obtenir un
nombre suffisant de séquences, ainsi que la possibilité de réplicats biologiques et techniques a

moindre colt. C’'est ce que nous avons donc entrepris.

L'ensemble des résultats laissent supposer de maniere indirecte une symbiose au niveau du
céphalothorax et du tube digestif chez Rimicaris chacei, avec une forte similarité partagée avec

Rimicaris exoculata.

Par comparaison avec ce qui est connu chez Rimicaris exoculata, tant morphologiquement que
microbiologiquement, le régime trophique de Rimicaris chacei semble donc au moins partiellement
reposer sur la symbiose, complété par la nécrophagie (premier article) et pose la question du role

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

La similarité des symbiontes partagés avec Rimicaris exoculata laisse supposer une histoire commune
ou un partage de symbiontes lié a I'environnement (acquisition horizontale). Le régime trophique
mixte de R. chacei la rapproche des crevettes ‘classiques’ (nécrophages ou prédatrices) alors que R.
exoculata semble avoir évolué vers une spécialisation symbiotique typique des systémes
hydrothermaux comme c’est le cas par exemple pour les modioles. Cependant, la phylogénie des hotes
rapproche Rimicaris chacei, présente sur la MAR, de Rimicaris hybisae, présente dans la fosse des
Caimans. Cela pose la question au cours de I'évolution d’une spécialisation vers la symbiose ayant
conduit a R. exoculata dans un premier temps, puis a R. hybisae dans un second temps, tout en

maintenant R. chacei dans une évolution intermédiaire.
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Quelle est donc I'histoire évolutive de cette crevette: deux cousines avec un céphalothorax
hypertrophié et des colonisations abondantes (et méme une symbiose trophique démontrée chez
Rimicaris exoculata), et Rimicaris chacei sans cette hypertrophie caractéristique ? Cette symbiose est-
elle liée a la niche écologique occupée ? Rimicaris chacei est-elle en train de perdre sa symbiose ? Est-
elle en train de simplement régresser sans pour autant perdre cette symbiose ? Est-elle en train
d’évoluer vers une symbiose ? L’aspect symbiotique est-il le seul facteur pouvant expliquer I’histoire
de Rimicaris chacei ? La symbiose, qui semble conférer un meilleur fitness aux espéces hydrothermales
étant semble-t-il réduite ici, ceci explique-t-il aussi le shift entre le nombre de juvéniles qui sont
retrouvés en périphérie de édifices hydrothermaux (succés reproductif) par rapport au nombre
d’adultes matures retrouvés (moindre succés de développement/croissance) ? Le débat reste ouvert,

et les idées nombreuses.

Pour commencer, il faudrait confirmer de maniére directe la symbiose chez Rimicaris chacei. Pour 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, seront
nécessaires. Cette expérience n’a pas pu étre réalisée durant cette these du simple fait de I'absence

d’échantillons ayant subi ce type d’incubation. La symbiose trophique reste donc hypothétique.

L'étude d’une possible biogéographie des symbiontes a été approfondie. En effet, le nombre
d’échantillons conditionnés pour des analyses moléculaires a été suffisant pour initier une analyse de
métabarcoding sur différentes parties de crevettes (scaphognathite et tube digestif) de différents
individus, provenant de différents sites hydrothermaux, et ceci pour les espéces de crevette Rimicaris
chacei et Rimicaris exoculata. La question scientifique relative a cette ségrégation biogéographique est
la suivante : si une biogéographie des symbiontes existe chez les crevettes Rimicaris chacei et Rimicaris
exoculata, est-elle due aux variations physico-chimiques existant entre les différents sites
hydrothermaux de la MAR, ou en fonction de I'espéece de crevette héte, ou ces deux effets peuvent-ils
étre cumulatifs ? Un lourd travail de traitement bioinformatique (et non de biostatistique) a été réalisé
pour cette analyse (développé tout au long du manuscrit) toujours en cours. Les analyses sont
cependant assez avancées pour confirmer que le jeu de données est exploitable d’un point de vue
biologique et technique. Cependant, certaines limites ont été mises en évidence, comme le fait que
les tubes digestifs de Rimicaris exoculata sont globalement trop petits pour permettre I'extraction de
suffisamment d’ADN bactérien pour que les spécimens soient analysés individuellement. Bien que
préliminaire, les premiers résultats montrent une distinction nette des populations résidant dans le

céphalothorax de celle du tube digestif chez Rimicaris chacei. Ceci confirme les résultats obtenus dans
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le premier article. De plus, une certaine biogéographie semble exister mais reste a approfondir. La

qguestion du seuil de 'OTU se pose. 97% de similarité est-il un seuil suffisant pour répondre a notre

question. N’est-il pas intéressant d’aller au-dela 'OTU, avec la méthodologie d'oligotyping (cf. article

2).

Perspectives scientifiques

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

représente et des campagnes nécessaires pour un échantillonnage suffisant) :

Etudier le cycle de vie de Rimicaris chacei afin de déterminer par exemple le temps nécessaire
a la réalisation d’un cycle de mue complet. Cela permettrait de comprendre le « rythme » de
vie de cette crevette par rapport a celui de Rimicaris exoculata.

Etudier au court du temps, de maniére saisonniéere (par exemple), les variations de populations
microbiennes en fonction des saisons, ou des périodes de reproduction, afin de déterminer si
un régime trophique, ou une modification de la symbiose est favorisé/entre en jeu en fonction
de certaines contraintes environnementales ou du cycle de vie.

Etudier les communautés microbiennes présentes chez le male et chez la femelle pour
déterminer si le sexe est un facteur affectant la symbiose (cf. le travail fait chez Rimicaris
exoculata).

Réaliser une étude de métagénomique comparative des symbiontes de Rimicaris chacei et
Rimicaris exoculata sur différents sites hydrothermaux afin de décrire les potentiels
génétiques des symbiontes. Il serait méme possible d’aller jusqu’a de la métatranscriptomique
comparative.

Capturer sur un site des spécimens de Rimicaris chacei pour les éloigner des édifices
hydrothermaux et déterminer si le régime trophique subit un phénomene d’acclimatation en
privilégiant la nécrophagie a la symbiose, ou vice versa. Ceci permettrait aussi de voir si la
crevette maintient une forme de relation pérenne avec les microorganismes la colonisant, ou
si elle éliminerait 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 mettre en contact
avec les fluides provenant d’un autre site hydrothermal. Ceci permettrait de savoir si 1) Les

symbiontes sont capables de s’acclimater 2) Si la crevette est capable d’accepter un
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changement d’activité de ses symbiontes, voire un changement dans la composition de ses

communautés symbiotiques.

- Etudier I'acquisition de la symbiose chez Rimicaris chacei, a I'image du travail déja en cours au

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

Au-dela du simple fait de mieux connaitre la symbiose chez I'espece Rimicaris chacei, 'ensemble de
ces perspectives permettrait d’appréhender les capacités de résilience de cette espece. Il ne faut pas
oublier le contexte général dans lequel se trouve ce sujet de thése. Celui de faire un état des lieux, état
de référence, des environnements hydrothermaux dans le cas d’exploitation miniére potentielle. Dans
le cas de Rimicaris chacei, son régime trophique mixte serait-il un avantage pour recoloniser le milieu
en cas de détérioration/destruction ? Serait-elle capable de remplacer Rimicaris exoculata et devenir
la nouvelle Rimicaris hybisae version MAR ? Serait-il possible de réintroduire des individus adultes de
Rimicaris chacei sur un site détérioré, mais provenant d‘un autre site hydrothermal voisin, ou serait-il

impératif d’utiliser (d’'une maniére encore inconnue) les stades larvaires de crevette ?...

Discussion personnelle

Il est donc venu le moment d’avoir une discussion plus personnelle du travail effectué. Durant
cette theése, j’ai voulu raconter le début d’une histoire (qui je I'espére sera longue), celle de Rimicaris
chacei. Si les conventions m’avaient permis de choisir l'intitulé de mon sujet de these, je I'aurais

aujourd’hui appelé : « Il était une fois Rimicaris chacei ».

D’un point de vue méthodologique, cette thése a aussi permis de générer beaucoup de données. Le
barcoding effectué sur Rimicaris chacei ne représente qu’une fraction de ce qui a été généré durant la
these (en plus des données de microscopie). D’autres espéces comme Alvinocaris markensis, Mirocaris
fortunata, ou Rimicaris sp. ont été étudiées, mais les résultats n’ont pour I'instant pas été totalement
analysés. Les informations préliminaires (phylogénétiques) montrent trés nettement que Rimicaris
chacei était un bon modeéle d’étude (c’est-a-dire possédant les communautés symbiotiques les plus
développées). L'analyse de I'ensemble de ce jeu de données toutes espéces confondues a nécessité
guelques bouleversements au sein du laboratoire, notamment dans le traitement des données de
séquencage obtenues par PCR clonage. En effet, I'analyse manuelle de plus de 5 000 séquences avec
les méthodes présentes au laboratoire n’étaient tout simplement pas envisageable. C'est de cette
constatation qu’est née I'idée d’un protocole de barcoding largement décrit dans le chapitre matériel

et méthode. Mais si j'en avais besoin pourquoi pas d’autres ? J'ai donc proposé ce projet a différents
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membres du laboratoire, qui se sont trouvés intéressés. Je n’ai donc pas cherché a développer ce
protocole que pour ma propre utilisation, mais aussi pour autrui, un autrui qui n’est d’ailleurs pas
forcément un adepte de I'informatique. Et je suis heureux de pouvoir écrire qu’en 1 an, ce protocole a
été utilisé a ma connaissance pour 5 autres projets que le mien dont deux qui ne sont pas du

laboratoire.

Pour I'analyse de données de métabarcoding, le constat a été le méme que pour le barcoding :
il n’y avait pas de protocole disponible au laboratoire pour analyser les données ‘en routine’, chaque
projet ayant tenté de développer avec plus ou moins de succes, ses propres protocoles d’analyses.
Etant un grand passionné de technologie et d’informatique, apres quelques recherches sur internet, je
suis tombé sur I'article qui a lachement été recopié en introduction (article tiré de bioinfo-fr). Ce n’était
pas pour rajouter du contenu a mon manuscrit, mais pour montrer a ceux qui liraient cette these que
deux profils sur les 6 énoncés font entrer en jeu des biologistes. Certains, armés de volonté, peuvent
y arriver. C'est de cette lecture qu’est née I'envie de créer les scripts « tout faits » pour 'utilisation de
Mothur, Qiime et FROGS, que ce soit pour simple machine de bureau (un minimum puissante tout de
méme) ou pour calculateur. Encore une fois j’ai fait le choix personnel de développer ce travail pour
que d’autres I'utilisent. Pour que ceux qui préferent s’attarder sur les problématiques scientifiques
plutot que techniques gagnent un temps précieux. Ainsi, peut-étre, le temps gagné permettra-t-il de

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

A l'instar du modele phare qu’est Rimicaris exoculata, crevette au succes écologique (et médiatique)
a la fois par son régime alimentaire et la densité des populations rencontrées au niveau des systémes
hydrothermaux, Rimicaris chacei est restée jusqu’a ce jour dans 'ombre de sa cousine. Une crevette
qui ne prend pas la « grosse téte », semblant disposer du méme potentiel symbiotique avec les mémes
lignées microbiennes que sa voisine, a la fois discréte et disposant d’un atout non négligeable, un
régime trophique mixte, entre symbiose et nécrophagie. Dans un contexte écologique et économique
ou 'homme détruit I'environnement avec comme future cible les systémes hydrothermaux, la
plasticité que semble présenter Rimicaris chacei lui permettra-elle de devenir la future star de ces
environnements de I'océan Atlantique, ou la bataille pour le role de crevette en titre sera-t-il plus
difficile a obtenir que prévu ? L’analyse de la biogéographie des symbiontes en fonction des sites

hydrothermaux partagés entre ces deux especes scellera-t-il le destin de Rimicaris chacei ?...

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

ATTENTION : A partir de ce paragraphe (jusqu’au premier article), les thématiques abordées sont
I'informatique et la bioinformatique. Ces domaines d’applications pouvant vite devenir difficiles a
comprendre ou a lire, la rédaction, le vocabulaire, ainsi que les tournures de phrases sont
volontairement plus « légeres », de maniére a désacraliser cette boite noire qu’est la bioinformatique,
dans le cas d’une application au barcoding/métabarcoding. Les laboratoires que sont le LM2E
(Ifremer/UBO) et AMEX (UPMC) n’ayant pas pour domaine de compétence particulier I'informatique
et la bioinformatique, cet aspect de ma these a donc été particulierement intéressant, méme
passionnant, et m’a donné l'idée de cette partie de manuscrit dans le but d’aider a minima mes

colléegues ou futurs arrivants des laboratoires que sont le LM2E et AMEX.

L'informatique est une technologie aujourd’hui présente dans tous les domaines de la vie courante, et
les sciences en font partie. La bioinformatique, quant a elle, permet I'analyse de données issues du
vivant, et est utilisée dans diverses disciplines. Son utilisation, bien que trés intéressante, reste plut6t
difficile d’accés pour un néophyte. Comme n’importe quel dosage, révélation, ou autre manipulation
réalisable a la paillasse, I'utilisation de la bioinformatique nécessite un certain nombre de
compétences. Les outils d’analyses bioinformatiques sont nombreux, souvent libres de droits, et
gratuits, il n’en reste pas moins que la plupart sont utilisables uniquement en ligne de commandes,
sous différents langages de programmation (python, pearl, java...), et sous différents systémes
d’exploitation tels que Windows, Mac ou encore Linux. Cependant, |'utilisation de ce type d’outils
nécessite bien souvent plusieurs heures, voire jours. Pour étre étudiés et testés, il faut les choisir et
évaluer leur pertinence... Toutes ces informations sont trés chronophages a analyser, et réparties un
petit peu partout sur le net. Et si on gagnait du temps avec ce chapitre ? Ou trouver de I'information,
les outils, comment les utiliser... Ce chapitre ne sera bien évidemment pas exhaustif, mais il a pour but
d’étre simple, didactique, et alimenté de diverses sources (notamment scientifiques), afin de
permettre a n’importe quelle personne, du stagiaire au chercheur, de pouvoir se lancer dans la
bioinformatique, et découvrir un nouveau monde. Aucun nouvel algorithme (d’alignement, de
clustering...) ne sera donc créé ici, mais des scripts d’analyses, permettant I'utilisation d’une sélection
d’outils, et I'analyse compléte de jeux de données (workflow) de barcoding et metabarcoding d’origine
microbienne. De cette derniére partie de phrase, il faut comprendre qu’une toute petite partie du

potentiel de la bioinformatique sera développée ici.

Trois buts principaux concernant ce chapitre sont a retenir : 1) faire office de « tutoriel » pour toute

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'aucune formation particuliere ne
soit prérequise (a part savoir utiliser un clavier, une souris, internet, et un éditeur 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'informatique au sens large occupe une part non négligeable dans bien des domaines, que ce soit
politique, économique, social, scientifique... Bien évidemment, c'est |'aspect scientifique qui nous
intéresse ici. Que ce soit pour écrire des projets, gérer son emploi du temps, rédiger un article,
modéliser les courants océaniques, ou reconstruire le génome de votre animal, végétal ou
microorganisme préféré, il vous faut un ordinateur. Mais de la méme maniere qu'il est difficile de faire
du béton avec une fourchette, ou peu utile de couper un concombre avec une trongonneuse, il existe

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

Comment choisir sa machine ?

Pour bien comprendre comment choisir I'ordinateur adéquat pour faire de la bioinformatique, il faut
faire un tour sous le clavier de votre ordinateur portable, ou mettre la téte a I'intérieur de votre tour.
On distinguera ici trois pieces principales pour faire les bons choix (il en existe bien d’autres).
e Le processeur : c’est lui qui est en charge de faire “les calculs”, de traiter I'information, et de
la répartir dans le reste de I'ordinateur, ou il faut, quand il faut, mais il ne mémorise pas grand-
chose.

e La carte de mémoire vive (RAM) : c’est elle qui est en charge de garder I'information a court

terme pour le processeur. Pour faire un peu plus compliqué, il faut savoir que I'ordinateur
comporte plusieurs mémoires différentes : 1) la mémoire cache. Elle est présente dans le
processeur, elle est tres petite (moins de 10 Mo le plus souvent), mais tres rapide, et tres
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). 3) La mémoire de
masse. C'est le disque dur traditionnel, sur lequel sont stockées a long terme les données,
comme vos photos, vidéos, documents, logiciels... Cette mémoire est encore moins rapide que
les précédentes, mais bien plus importante en termes de capacité de stockage (de plusieurs

Go a plusieurs To).
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Figure 36 : Comparaison schématique de la rapidité et du stockage associé aux différents types de mémoire d'un ordinateur
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e Lacarte graphigue. C'est une forme de processeur dont I'architecture est prévue pour traiter

de l'information graphique, comme des vidéos, des modeéles 3D, des images complexes (de
plusieurs Go)... Elle permet de lire photos et vidéos, films ou graphiques de travail et disposent
de capacités plus ou moins importantes selon le modele choisi. Un processeur normal peut
effectuer les calculs d’une carte graphique, il sera cependant bien plus long, chauffera
d’avantage... C'est pour cette raison 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 I'on peut associer a ces
trois pieces différentes de I'ordinateur. Pour faire de la bureautique, un ordinateur tout ce qu'il y a de
plus basique est suffisant. Des qu'il s'agit de faire autre chose, il faut adapter I'ordinateur a I'usage qui

en sera fait. Pour analyser ou générer des modeles graphiques, il faut a votre ordinateur une carte

graphique (qui n'est pas présente sur les ordinateurs de bureautique). Plus le type d'analyse sera
poussé, plus la/les cartes graphiques devront étre puissantes. Dans le cadre de modélisation
mathématique, il faut davantage de calcul brut, donc un/des processeurs de bonne(s) qualité(s).

La derniére classe, qui nous intéresse ici, est une classe d’ordinateur gourmande en mémoire vive,

notamment pour faire de la bioinformatique.

Pour étre plus précis, certaines analyses, ou manipulations des données sont bien trop volumineuses
pour étre stockées dans la mémoire cache, et inutile a stocker sur la mémoire de masse. Il est impératif
gue ces informations soient stockées dans la mémoire vive. Cependant, le calcul peut étre fait avec
n’importe quel type de processeur, méme celui de votre smartphone par exemple, le temps de calcul
sera simplement plus long, voire beaucoup beaucoup plus long....

A ce stade, la question qui doit brller vos levres est finalement : que dois-je choisir comme ordinateur
pour faire de la bioinformatique a mon bureau ? Quel processeur utiliser, quelle quantité de mémoire
vive est nécessaire ? Ai-je besoin d’une carte graphique ?

Pour faire de la bioinformatique, aucune ressource graphique n’est nécessaire, pas besoin de faire de
3D, de traitement d’image (comme des images satellites), donc pas besoin de carte graphique. Avec le
recul, les besoins en mémoire vive minimum sont de 8Go, idéalement 16Go (ceci est un avis
personnel). Il va de soi que choisir 8Go RAM sera plus limitant en termes d’outils utilisables qu’avec
16Go de RAM. Pour donner un exemple qui sera développé plus tard dans ce chapitre, 8Go de RAM
vous permettra d’utiliser I'outil FROGS, mais pas Mothur. Alors que les 16Go vous permettront
d’utiliser les deux. Pour finir, le processeur. Le leader du marché reste la marque Intel, le plus souvent
retrouvé dans nos machines. En termes de qualité, I'idéal sont les processeurs de type i : les i3, les i5
et les i7. Les processeurs de type i3 feront de votre ordinateur de bureau une machine fiable par

rapport a vos attentes. Les processeurs de type i5 sont destinés aux calculs importants. Et les
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processeurs type i7 sont destinés aux calculs et présentent une architecture différente des i5 leurs
permettant de prendre en charge une partie des calculs effectués par une carte graphique (d’ou un
prix plus élevé). L'idéal pour la bioinformatique est un processeur de type i5. Il faut savoir que méme
si les processeurs i7 sont considérés comme meilleurs, il existe certains processeurs de type i5 plus
performants d’un point de vue calcul brut que leur équivalent i7.

Vous avez maintenant toutes les cartes pour pouvoir choisir astucieusement votre matériel de travail

quotidien.

Quel systéme d’exploitation choisir ?

Une fois votre machine en vue ou achetée, se pose a un moment la question du systéme d’exploitation
idéal pour faire de la bioinformatique : Windows, Mac, “Linux” ... Il faut tout d’abord savoir que le
nombre de systémes d’exploitation a travers le monde ne se limite pas a trois. Il en existe des dizaines.
Les systemes Windows, Mac ou encore ce que I'on appel couramment “Linux” sont les principaux
utilisés. Sur le marché des ordinateurs portables et de bureau, Windows représente environ 90% du
marché, Mac moins de 10% et Linux moins de 5%. Ces nombres restent imprécis en raison des
différentes sources consultées, il n’en reste pas moins que la majorité des parts de marché sont
incontestablement détenues par Windows. Pour autant, Windows n’est pas le systeme le plus adéquat
pour faire de la bioinformatique. Contre toute attente ce sont les systémes basés sur le noyau UNIX
qui sont privilégiés par les bioinformaticiens. Pour mieux comprendre tout ceci, il est nécessaire de
faire un peu d’histoire.

Pour cela remontons, en 1984, lorsque Microsoft sort son premier systéme d’exploitation MS-DOS
(ancétre de Windows, mais complétement différent de celui-ci). Ce dernier est commercialisé, mais
loin d’étre abouti, surtout que d’autres systemes d’exploitation existent, notamment le systeme UNIX,
le plus connu de ses concurrents, qui est bien plus abouti, plus puissant, mais difficile a utiliser, d’ou
un mangque d'intérét de la part du grand public. Pourtant a cette époque, les deux systemes ont la
méme ergonomie, une console noire avec du texte blanc. La méme année, le projet GNU fut initié par
Richard Stallman, dans le but de créer une “copie” (code source différent, mais les noms de
commandes restent les mémes) d’UNIX, et de le distribuer gratuitement. Car a cette époque, UNIX est
aussi payant, et cher, et ne peut étre acheté que par des grosses sociétés ou des universités. En plus
de fournir un systéme d’exploitation gratuit, le projet GNU vise a créer un systeme libre de droit
(souvent aussi appelé “Open Source”). Un systeme (ou logiciel) libre de droit est un systeme dont on
peut avoir le code source. A l'inverse des systémes propriétaires, comme Windows, dont vous n’aurez
jamais la recette. Pour faire une analogie simple, Windows est comme Coca-Cola, jamais vous n’aurez

la recette. Par conséquent un logiciel libre de droit est le plus souvent gratuit (pas toujours, mais cela
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reste rare), il est donc possible de le copier, le modifier, et le redistribuer a votre convenance, sans
aucun souci.

GNU prone ainsi une philosophie informatique nouvelle visant a donner le code source au plus grand
nombre, et laisser la communauté s’y intéressant améliorer les choses.

C'est a ce moment-la qu’une nouvelle personne entre en jeu, Linus Torvalds, qui créé en 1991 son
propre systeme d’exploitation. Quel rapport avec le projet GNU ? Il s’avére en fait que les deux projets
étaient complémentaires. Le projet GNU visait a créer ce que I'on appelle des programmes de base
(comme le copier/coller, la suppression de fichier, I'éditeur de texte...), tandis que Linus Torvald créait
le “coeur” du systéme d’exploitation, que I'on appelle le noyau. La collaboration de ces deux projets
finit par donner le systéme d’exploitation GNU/Linux (Linux étant la contraction de Linus et UNIX), qui,

par abus de langage, deviendra ce que I'on appelle aujourd’hui : Linux.

Et Mac OS dans tout ¢a ? C'est un systeme d’exploitation avec une interface graphique qui est

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

Alors pourquoi faire autant d’histoire pour Linux, et si peu pour Mac OS et Windows. Tout simplement
parce que le systeme Windows est le plus commercialisé (et que le lecteur que vous étes I’a sGrement
déja utilisé), et que le systéme Mac OS est le plus onéreux a I'achat a ce jour (donc “peu” abordable).
L'utilisation de Linux présente donc un certain nombre d’avantages : il est gratuit, utilisé pour la
majorité des outils de bioinformatiques développés a ce jour, et qu’il peut trés simplement étre installé
sur un disque dur externe, et que la base UNIX est utilisée sur la majorité des calculateurs (décrit plus
tard). Il sera donc plus facile de communiquer avec une machine dont vous connaissez ou comprenez

a priori peu de choses.

NB : Depuis Windows 10, Linux (plus précisément Ubuntu) a été directement incorporé au systeme. Il
vous est donc possible d’utiliser directement Linux sur votre ordinateur Windows 10, tout en pouvant
continuer a travailler sur vos logiciels Windows préférés. Pour les plus connaisseurs, la différence avec
les machines virtuelles est que I'incorporation directe de Linux a Windows 10 donne des résultats de
performances bien meilleurs qu’une machine virtuelle, presque aussi rapide qu’une machine

nativement démarrée sous Linux.

Pour récapituler, les systemes Mac OS et Linux sont les descendants du systeme UNIX (ils sont donc

“similaires” d’un point de vue lighe de commande), tandis que Windows est un systéme a part.
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Windows Linux Mac OS
Descendant de MC-0S UNIX UNIX
Interface graphique +++ + +4+
Disponibilité de logiciels interfacés +++ + +++
Disponibilité de logiciels en lighes de commandes + +++ +++
Utilisé en bioinformatique + +++ 4+
Prix ++ 0 +++

Figure 37 : Tableau comparant les avantages et inconvénients des systéemes Windows, Linux, et Mac OS pour faire de la

bionformatique.

Quelle distribution Linux utiliser ?

Dans la partie précédente, le systeme d’exploitation Linux a été décrit, et c’est le systéme choisi pour
effectuer la bioinformatique de ce chapitre, en association avec Windows. Il reste tout de méme un
probléme avec Linux qui peut étre perturbant : le choix de la distribution. Méme si ici le but premier
de Linux est de pouvoir faire de la bioinformatique, tous les utilisateurs Linux ne font pas de
bioinformatique. De plus, comme précisé précédemment, le systéme Linux est libre de droit, il peut
donc étre copié, MODIFIE, et REDISTRIBUE. Ce sont ces deux derniers termes qui sont importants, car
certains utilisateurs, sociétés, communautés informatiques ont modifié le Linux originel pour 'enrichir,
le rendre plus esthétique, plus simple d’utilisation... Ceci a donné lieu a de nombreuses distributions.
Dans un terme plus commun, si vous acheter une voiture “ordinaire”, il peut y avoir les options sport,
familiales, finitions cuir, bois... C'est ici la méme chose avec les distributions Linux, a vous de choisir
votre “modele”. Pour simplifier encore les choses, le graphique suivant résume comment fonctionnent

les distributions.
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Figure 38 : Schéma de I'histoire de différents systemes d'exploitation.

Le terme Ubuntu vous est sans doute familier, et c’est normal, car c’est la distribution de Linux la plus
connue du grand public. Sivous souhaitez vous initier a I'environnement de travail Linux, la distribution
Ubuntu est un choix intéressant. Le slogan de la distribution Ubuntu est d'ailleurs “Linux pour des étres
humains”. De plus, les mises a jour sont fréquentes (tous les 6 mois environ), et facteur non
négligeable, comme il y a beaucoup d’utilisateurs de par le monde, il y a aussi beaucoup d’aide et de
documentation sur internet. Si vous vous posez une question, quelqu’un y a sGrement déja pensé, et

une réponse y a été apportée.

NB : Dans le cas d’utilisateurs Ifremer, la distribution conseillée est Fedora. Le réseau informatique,
ainsi que le calculateur (développé ultérieurement) DATARMOR, sont configurés pour étre plus simples
d’utilisation avec cette distribution. Il n’en reste pas moins que pour toute aide recherchée sur
internet, les réponses Ubuntu sont souvent adaptables sur Fedora. Apres tout, toutes ces distributions

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

La bioinformatique en tant que telle

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

la biologie moléculaire, de la culture ... Seulement, les différents aspects de la bio-informatique sont
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représentés par des genres de bioinformaticiens ayant des qualifications qui leur sont propres. On peut

en citer 7 (tiré du site bioinfo-fr.net) :

« Le scripteur

Nous commencgons trés fort en entrant dans un monde dangereux : le monde des trolls. En effet, qui dit
scripteur dit langage de programmation de prédilection. Vous aurez droit a tout : le python, c'est le
langage le plus puissant du monde, le perl, c'est juste bon a avoir mal a la téte, le ruby est sans
contestation possible le langage du futur... Bref je ne vais pas tous vous les faire, on y passerait la
journée (voire plus). Généralement donc, le scripteur porte un langage dans son cceur et s'y tient.
Souvent incollable sur toutes les petites astuces de ce dernier, il affectionnera également de maitriser
ses différentes librairies exotiques pour sublimer ses résultats.

Le scripteur est utilisé bien souvent pour I'analyse de gros jeux de données biologiques. Il aimera s'aider
des diverses banques de données biologiques mises a sa disposition sur le web ou en interne dans son

laboratoire.

Le bash lover

Ceux-la n'ont besoin que d'une seule chose pour pouvoir travailler : un terminal. La puissance de ce
dernier fait que, quand on maitrise son langage, tout devient possible. Ces bioinformaticiens sont
souvent assimilés a des "maitres jedis" ou sont généralement les grands "gourous" des labos. C'est en
effet toujours assez impressionnant pour nos amis biologistes de voir un homme "parler" a un
ordinateur. Pour peu que le bash soit en fond noir avec le texte en vert (Matrix) et la vous aurez tout le
respect de vos collégues...

Blague a part, ces bioinformaticiens sont souvent assimilés aux scripteurs. Mais n'allez surtout pas leur
dire, car dans leur téte c'est bien deux mondes différents ! On ne mélange pas les torchons avec les
serviettes ;-) . Sans parti pris, je pense pouvoir dire que les deux se valent a niveau égaux. L'un aimera
partir de zéro, I'autre aimera avoir des petites fonctions magiques déja toutes faites a appeler de temps

en temps.

Le codeur fou

Ce genre-la est assez paradoxal. Il aurait trés bien pu s'en tenir a I'informatique pure et dure, des 1 et
des 0 avec un poil d'algorithmique. Mais ces gens-la aiment l'idée de pouvoir combiner les choses, et

allier la biologie a I'informatique les a sans doute séduits. Quoique vous leur demanderez, bizarrement,
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leur solution ne tendra jamais vers la facilité. Leur esprit complexe et tordu les améne souvent a
réinventer la roue. Certaines rumeurs vont jusqu'a dire que ce sont des informaticiens qui cherchent
I'amour, mais nous n'irons pas jusque-la. lls aiment manier plusieurs langages a la fois, connaitre leurs
forces et leurs faiblesses et utiliser le bon langage au moment propice tout en justifiant leur choix gréce
a une multitude d'arguments qui tiennent la route mais qui peuvent malheureusement bien souvent
étre assimilés a du troll.

Le plus souvent ce bioinformaticien est nécessaire pour construire des bases de données, implémenter

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 bioinformaticien, c'est arriver a allier la biologie
et I'informatique, mais la difficulté c'est de faire ca de maniére équitable. En effet, il est rare de croiser
un bioinformaticien une pipette a la main, et pourtant ¢a paraitrait presque logique ! Ce genre-la est
donc capable a la fois de réaliser ses expériences sur la paillasse et de les analyser ensuite grdce a I'outil
informatique.

C'est la définition la plus parfaite de ce que peut étre un bioinformaticien, mais c'est pourtant la moins
répandue. Peut-étre parce qu'a un moment donné il faut quand méme choisir entre biologie ou
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 envier de par leur
pluridisciplinarité quasi parfaite, et d'un autre non car on se dit qu'il n'est pas possible de s'impliquer

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

Le pousse-boutons

Ils sont souvent comparés au "bas niveau" de la bioinformatique, quand bien méme ils sont déja
acceptés dans la caste trés noble du bioinformaticien. Leur fonction est en effet d'utiliser les scripts,
logiciels ou bases de données existantes pour en tirer des informations ou des résultats. En gros et en
exagéré, ce bioinformaticien la est une sorte de technicien a qui on donnera un jeu de données et qui
maitrisera un/plusieurs outils pour en extraire ce qui lui sera demandé. En théorie, il faut donc "juste"
étre capable de savoir lire un/plusieurs manuel et de savoir interpréter des données biologiques.

Ca peut étre marrant/reposant un moment d'appartenir a ce genre de bioinformaticien la, 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 dans une présentation,

la plupart de I'auditoire (composé de biologistes et/ou de bioinformaticiens) prend peur ou bien tout
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simplement décroche d'un seul coup d'un seul. Alors que notre matheux, lui, sera complétement fasciné
par cette petite équation toute béte qui, pour lui, sera la simplement par évidence. C'est un fait : les
maths sont aussi présentes dans le monde de la bioinformatique. On peut les cotoyer a petites doses
(ou je pourrais plutét dire les éviter, pour certains), ou bien alors chercher a utiliser leur force pour
arriver a nos fins. Mais tout le monde n'a pas I'esprit des mathématiques. Ce qui explique sirement que
cette catégorie de personnes reste appréciée dans notre milieu, bien que souvent encore incomprises.
On parle en effet d'une science théorique mise en relation avec une science appliquée. Pas toujours
évident, mais notre matheux lui, il y croit dur comme fer et vous prouvera par "a + b" que les maths

sont I'avenir de la bioinformatique.

Le padawan

Et pour finir en beauté, j'ai choisi de vous parler de ceux qui trouvent la voie, 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 leurs travaux de tous les jours. Bien que la
discipline se répande de plus en plus de nos jours, tous les laboratoires n'ont pas 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 la découverte de notre
magnifique discipline. La motivation sera leur seule alliée. Apres de longues heures a lire les articles de
bioinfo-fr.net, a faire et refaire les exercices de_rosalind et 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. »

D’apres ces différentes descriptions, la suite de ce travail est davantage orientée vers un travail de
padawan. En effet, les scripts qui seront accessibles a tous sous peu sur le site GitHub, sous mon
patronyme vincentapremont, n’ont pas pour but de révolutionner la science, mais de simplifier des
analyses qui peuvent apparaitre complexes aux non utilisateurs courants. Alors pourquoi réaliser des
scripts accessibles a tous ? Pour que mon travail perdure durant les quelques années a venir au sein
de mon laboratoire d’accueil, pour tout type d’utilisateur, mais aussi car de nombreux tests ont été
réalisés pour analyser les données selon différents parametres. Réaliser des scripts automatisant une
analyse compléte est donc devenue nécessaire. Si I'aspect « programmation » des scripts n’est pas
optimisé tel qu’un vrai informaticien aurait pu le faire, ils n’en restent pas moins efficaces et cohérents

d’un point de vue biologique, a condition de les utiliser correctement.
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Encadrement stagiaire

Encadrement de David Francois durant son stage de M1 (2mois) sur de la microscopie FISH
(Fluorescent In situ hybridization) pour un sujet intitulé: Recherche d’une potentielle symbiose
bactérienne chez Rimicaris chacei.

Formations suivies.
- Imagerie scientifigue (MNHN)
- Phylogénie : support a I'analyse de I’évolution (MNHN)
- 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 a R (MOOC internet)

Formation donnée.

- Lenfer de I'imagerie scientifique (formation interne au laboratoire)

Participations grand public.
- Forum des étudiant Azimut 2016 et 2017.
- Fétes de la science 2017.

- Nuit européenne des chercheurs 2016. (Production d’un poster double)

Participation a des colloques :

International :
- Congres 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

Journée de 'EDSM 2017

Autres :

Création de la Newsletter du LM2E version web et participation a la rédaction de la

Newsletter durant les années 2015 et 2016.
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Poster CONNECT 2015 et Poster du Congres international Deep Sea Biology Symposium session 2015.

shrlmp Chorocarzs chacez symbiosis.
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Chemosyntheticsymbiosesin marince

are currenlly known in differenl organisms.

Ligure [A (Dubilier et al. 2008). In deep-sca
ecosystems, chemosynthelic endosymbioses were [irst described in the tube
worm Riftia pachyptila, ligure |18 (I'elbeck, 1981). Other iations betw
animals and bacleria have since been described. For example, eclosymbionls
of the annclida Alvinella pompejana, Vigure |C (Gaill et al. 1988), and gill ™
endosymbionts in the bivalvia, e.g. Bathymodiolu ricus and gastropoda
c.g. Alviniconcha sp. ligure 113, Ii (liala et al. 2002 ; Beinart ef al. 2

Another cxample is the Alvinocarididac shrimp Rimicaris exoculata
gure  1E  which harbours a complex eclosymbiosis in  both ils

/‘ e Shrimps were  sampled  from 4 MAR —
II Sampling’ hydrothermal sites (one shrimp per ) II First results
Luck Strike, Rainhow (BIOBAZ cruise),

TAG, Snake Pit (RICOSE cru (Figure 2). We a analysed one
post-moull shrimp, and two early juveniles from TAG. For each
individual, observations on cephalothorax parts (Branchiostegite and

phognathite gure and gut (Midgut) were performed.

Morcover,  we  identified
methanotrophic like bac
Figure 6A for Luck
and  Rainbow  specimens,
in  high abundance. They
were nol observed on Snake
Pil and TAG specimens. On SEM observations (
cocobacilli {colored in “sfiag) have the same mor
:d on TEM (Fi
in vent fluid
(mmolkg') = cl ike : 0,5 7 3 Rainbow : 2,5 ; 'TAG :
0,124-0,147

These results raise the question of
the coexistence in the same habitat
of two shrimp species with very close
symbionts, morphologically and
phylogenetically (data not shown)? ‘

lothorax and its gut (Polz et al 1995 ; Zbinden ef al. 2004, 2008 ; Durand
o ¢l al. 2010 ; Pelersen ef al. 2010). Chorecaris chacei is anolher Alvinocarididae
imp from the MAR (Mid Atlantic Ridge) hydrothermal vent sites. Present
in lower abundances than Rimicaris exoculala (Segonzac el al. 1993), il
co-occurs in the same environment and is phylogenctically related to it,
bul has been much less studied. Segonzac ef al in 1993 hypothesized thal
chacei is mixotrophic ; employing symbiosis and hetertrophy as
4 primary consumer.
Qur questions ...
Our research aims lo characlerize the microorganisms associaled with
Chorocaris chacei hv implementing various molecular (16S libr:
and microscopy (FISH, ME

Chorocaris chacei Rimicaris exoculata

Cephalothosc

‘We observed mineralisalion zones under binocular Fig
These area correlated with the pre cteria, which
med by Scanning Electronic Microscopy (§

Five main morphorypts W

remaining bunn nlammmus acteria. Tlh mean sm(dlammn
and the \eumd.\hnm
t filamentous
pm for the

lTiand 1%

Midgut

We observed only one morpholype of bacleria. Two cases were
identified : onc appearing as a bacterial mat {ligure 9A), and
a second wilth less ubuudum filaments, which permil o see

with TIM
observalion Figure 9E. Average diameler was measured : 0.18 pm.
All these data match with those obtained for Rimicaris exoculata.

( i V Perspeclives

+ Using X-Ray elemental analysis to
minerals in Chorocari:
gill chamber with those in
Rignicaris exoculata (Zbinden et al,
« Using correlalive microscopy Lo associale
molecular  data  with  micross
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Posters de la Nuit Européenne des Chercheurs 2016 et des Fétes de la Science 2016

Les abysses : le petit

O 2
s -

Comment les microorganismes des milieux extrémes contribuent
au bon fonctionnement de ces écosystemes originaux et assurent
Iintégrité de leur matériel génétique?

=
- /A

Microscope a épifluorescence

NE s

Tractéries f Archées / Organes / Animaux / Minéraux Bactéries / Archées { Cellules  Tissus

4 lioles de culture pure.

Elles permettent davoir de

petites quantités de culture,

pour de grandes répétitions

de manipulations, ou pour

ensemencer des fermenteurs
plus gros.

/ m < lioles de culture de sédiments. Elles permettent

+ l'ermenteur sous pression % davoir de petites quantités de culture, pour de grandes
qui permet de cultiver les répétitions de manipulations, car les sédiments ne sont
pas des substrats de culture a grande échelle.
conditic
identiques & leur milicu
naturel.

< [ngeinte 3 atmosphére
modifiée. Tlle permet  de
travailler dans une atmosphére
conlrolée, le plus souvent pour
obtenir un  environnement
anaérobie (sans oxygéne).

Fermenteur pour des 3
microorganismes  cultivables
en condition de pression
almosphérique, pour  des
manipulalions genéligues
(OGM), ou bien des
recherches  de  molécules
actives présentant un intérét
biotechnologique.
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Description de la diversité microbienne associée a Chorocaris chacei :

une possible double symbiose.

Bien que trés peu explorés, les fond des océans pourraient représenter le futur de I'industrie
miniere mondiale. L'impact écologique de ces activités reste encore inconnu, notamment sur les cibles
privilégiées que sont les systemes hydrothermaux et leurs écosystemes. Ce travail s’intéresse a la
crevette Rimicaris chacei et a sa potentielle symbiose avec des bactéries hydrothermales. R. chacei
présente une alimentation mixte, nécrophagie et symbiose, plasticité alimentaire qui pourrait étre un
atout en cas de modification de son environnement. La proximité phylogénétique et écologique de C.
chacei avec une autre crevette hydrothermale, Rimicaris exoculata, laisse supposer une possible
histoire commune de leurs symbioses.

Deux compartiments biologiques des crevettes ont été étudiés au cours de ce travail, le
céphalothorax et le tube digestif, via deux approches complémentaires: I'imagerie et la biologie
moléculaire. Nous souhaitions répondre a deux questions principales (1) Décrire le type d’association
entre la crevette et ses « symbiontes » d’un point de vue morpho-anatomique et phylogénétique. (2)
Evaluer le degré de similarité entre les symbiontes de C. chacei, et R. exoculata via une approche de
métabarcoding. Notre but est de déterminer si une possible variation de la distribution des symbiontes
existe chez ces deux especes en fonction du site hydrothermal d’origine (facteur environnemental), en
fonction de I'espece de crevette étudiée (facteur héte), ou une association de ces deux facteurs. La
bioinformatique ayant une part importante dans I'analyse des données de barcoding/metabarcoding,
une partie du manuscrit lui est dédiée pour « désacraliser » ce type d’analyse.

Mots clés : Rimicaris (Chorocaris) chacei ; Rimicaris exoculata ; hydrothermal ; symbiose,
métabarcoding.
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Description of the microbial diversity associated with Chorocaris 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 ecosystems are not yet
evaluated, mostly on their main target: the deep-sea hydrothermal vents. Our study focused on a
shrimp, Rimicaris chacei and to its potential symbioses with chemoautotrophic microbial communities.
This shrimp have a mixotrophic behaviour, mixed between necrophagy and symbiosis. It could
therefore have a potential trophic plasticity in case of steep environmental modifications. Moreover,
C. chacei is closely related to Rimicaris exoculata, in 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, one located in the
cephalothorax and the other in the digestive tract, using two complementary approaches: microscopy
and molecular analyses. Two main points have been focused in our work: (1) Describing the shrimp
and its associated microbial communities in terms of morphology, repartition and phylogeny. (2) Using
a metabarcoding approach to evaluate the similarity level shared between C. chacei and R. exoculata
associated microbial communities. We intend to analyse a possible genetic variation among symbionts
of the two hosts, whether it would be linked to the hydrothermal vent origin (geography), or to the
studied shrimp (host), or both of them. As bioinformatics was an important part of my work to analyse
barcoding/metabarcoding data, a part of my thesis is dedicated to explain these analyses as a tutorial
for all future users.

Keywords : Rimicaris (Chorocaris) chacei ; Rimicaris exoculata ; hydrothermal ; symbioses,

metabarcoding.
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