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GLOSSAIRE

« Amphide : Organe sensoriel positionné de part et d’autrdadeartie céphalique du

nématode. Ces deux invaginations cuticulaires desicaracteres taxonomiques.

% Aposymbiotique : Se dit d'un individu h6te dépourvu de tout syatei

« Autotrophe : Qualifie un organisme capable de synthétiseradenétiere organique a
partir de matiére minérale (éléments minéraux sisipDxygéne, Hydrogene, Carbone,
azote et sels minéraux divers), en utilisant, d@hergie lumineuse (organisme
photoautotrophe, photosynthétique), soit I'énechienique (organisme chimioautotrophe,

chimiosynthétique).

% Chimioautotrophe : Ce terme est utilisé comme synonyme de chirhiadititotrophe. II
s’agit d’'un organisme qui utilise une substancem@ipie inorganique comme source
d'énergie et le dioxyde de carbone gCmme source de Carbone. Cependant, quelques
organismes chimioautotrophes utilisent un compaegéaroque comme source d’électrons

et sont appelés chimioorganoautotrophes.

+« Chimiolithoautotrophe : Se dit des organismes qui utilisent un compadsinique
(chimio-) comme source d’énergie, un composé intdgee (litho-), tel que le soufre ou
'azote, comme donneur d’électrons et une sourceadbone inorganique (autotrophe),

habituellement le CQ pour synthétiser du carbone organique.

% Chimiosynthese: Désigne la production de matiére organique dirpde molécules
minérales grace a I'énergie chimique fournie parydation. Les organismes
chimiosynthétiques utilisent des composés inorgasgcomme source d’énergie (tel que
le soufre ou le méthane) pour transformer par dkydales molécules de carbone
(dioxyde de carbone ou méthane) en matiere organiduensemble des micro-
organismes chimiosynthétiques libres et symbiosgsent des producteurs primaires et
sont a la base de la chaine alimentaire dans déneorn habitats tels que les sources
hydrothermales, les suintements froids, sédimen&sewx cotiers, les marges

continentales, les carcasses et les bois coulés.
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Ectosymbiotes: Symbiote vivant posé a la surface de son hote.

Endosymbiotes: Symbiote vivant logé a l'intérieur de son hoétat s I'intérieur de
cavités internes (extracellulaires) soit entredeliules d’'un méme tissu (intercellulaire)
soit & I'intérieur méme des cellules (intracelltg

Espéce thiotiotique: Organisme appartenant au thiobios (Reise & A80)9

Eau

Méiofaune
aérobique

Sédiment oxique

RPD

Sédiment anoxique

Gubernaculum: Structure qui sert de guide aux spicules pendmantopulation des

nématodes.

Hétérotrophe : Se dit des organismes qui utilisent une soumreecarbone organique.
C'est-a-dire que ces organismes assurent leur tabse en assimilant des substances
organiques et sont incapables de produire cesandest a partir de matiere minérale.

S'oppose a autotrophe.

Méiobenthos: Organisme de la méiofaune vivant a proximité angdle sédiment marin

(ou aquatique).

Méiofaune : Ensemble des invertébrés de petite taille (casapentre 0,5um et 1mm),
vivant dans le sédiment. lls se caractérisent @dait que leurs déplacements s'operent
entre les particules du sédiment, sans le remwemé&iofaune ne constitue pas un rang

taxonomique mais plutét un ensemble d’organismaghingues.
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Nombre d’onde: En spectroscopie, le nombre d'oiriéégalement noté) est le nombre

d'oscillations de I'onde par unité de longueuesil ainsi défini comme® = 1/{}‘ oui

est la longueur d'onde mesurée en cm. L'unité dubne d'onde est donc le ¢m

Photoautotrophe : Se dit des organismes qui utilisent la lumiegmme source d’énergie
et le CQ comme source de carbone.

Pockmarks: Cratére formé par I'expulsion rapide de gaz etlidaide a travers le

sédiment.

RPD (Redox Potential Discontinuity) ou discontinui€ de potentiel redox Couche de
sédiment correspondant au changement rapide detigbtedox et marquant une barriere

chimique d’enfouissement pour de nombreux orgarss(@Geay, 1981).

Thioautotrophe : Se dit des organismes qui utilisent des compsseégés réduits. Si les
organismes utilisent le sulfure comme donneur dtébas alors ils sont appelés sulfo-

oxydants.

Thiobios: Le thiobios représente une communauté d’orgarsscaacteristique des
biotopes ou le sulfure d’hydrogéne et les autrdstsunces réduites sont des écofacteurs
dominants (Giere, 2009).

Transect: Méthode d’échantillonnage ou d’analyse permett@anguivi linéaire et continu

d’un ou plusieurs parametres sur une distance @gonné






5

SOMMAIRE

MATERIEL ET METHODES ...ttt e ba e e sen e s 27

2.1 STES D'ETUDES ET ECHANTILLONNAGE BIOLOGIQUE. ... cevuuiituneittniesstneeestnesssnessssnesesssseesssessstsesssnsersneessreeeennns 27.
S TS 1 (=TS0 1= (Lo (=TSR 27
b. Echantillonnage en Herbier a Thalassia teStUdINUIML.............ooiiiiiiieiiie e e e e 29
c. Echantillonnage en mangrove..................cou-
2.2 IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE DES NEMATODES ...ceeeutttteesustteessnteeeesansseeesasseessasseeesassseesanssseesasseeesmnseeeessnnens
a. Préparation des nématodes pour I'étude taXONOMIGUE. .......cciieiiiiiiiiiiiiiie e e e eccrere e e e e e e e e e e e e e sabraaeeeeas 32
b. Détermination spécifique des nématodes
2.3 DESCRIPTION ULTRASTRUCTURALE DES NEMATODES SYMBIOTIZES . ...vteetuuveeeesttreeesautneeessssreeessssseesasnseesssnseesssnsneees 35
a. Microscopie électronique a balayage (IMEB) .....ccuouiiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e saatbaeaaaaeeeaan
b. Microscopie électronique a transmission (MET)
(o o] (o] =i To] o 1151 (o] (oo [0 [N L= PR TR
2.4 CARACTERISATION ANALYTIQUE DES SYMBIOTES ... tteeeeeeeeaaaaatatatattettteteeessssasssesasssssssssssesesssnsnsnsssss s e s e s aaeaeeaeaeas
a. Spectroscopie des pertes d’énergie d’électrons @EL
b. Microspectrométrie Raman ...........c..eviieiievccceeee e e e
2.5 ETUDE MOLECULAIRE DE L' ASSOCIATION SYMBIOTIQUE. ......uvvveesiiiieeeennineeeenns

a. Définition des indices statistiques utilisés
b. Application .........ccccceiiiiiiii s

2.7 ANALYSE DES FACTEURS ABIOTIQUES
ST (0] (o Yoo ][I Coq o 1= T4 T 4= o1 = LSS
b. Acquisition et traitemMeNnt AES ONMNEES .......cecceeiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e st r e e e e e s s e asatbeeaeaaeeeaas

RESULTATS ottt bbb e e b e s b e e e s s b b e e e s e bbb e e e s s b bt e e s s a e e e e s s bbb e e e st b e e e s sban e e s s bb e e e 55

3.1 CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DES NEMATODES SYMBIOQUES DE L' HERBIER ATHALASSIA TESTUDINUM............ 55
a. Caractérisation morphologique des NEMALOUES NOLES . .vvviiieeiii ittt e e ee s 55
b. Caractérisation morphologique S SYMDIOTES ..o eeeii i ieiiee ettt e e et e e e e e e sneeeeean 61
3.2 CARACTERISATION ANALYTIQUE DE LA SYMBIOSE BACTERIENNE. .....cttttutttuetetetntnnnnnnnnsna e aaaassaaaaaaaaaassaaasasasasasaeaaaaeees 68
a. Détection et localisation du soufre par MiCroSpentBLrie RAMAN ............cccueiiiiiiiiiiiiieeeee e 68
b. Raman et EELS sur un nématode inclus en réSineMiBRMV...........cceiriiiiiie i 74
¢. Analyse Raman sur un bivalve endosymbiotique
3.3 CARACTERISATION MOLECULAIRE. ... .ttttetttiuuttteseeetaessaassstsseseeeeessaamsse e e et e e e e e aasabb e sttt e e e e s aansnbbee e e e e e aesnsnnnneeeeeeeeaanannns
a. Caractérisation des bactéries SYMBDIOTIQUES ...cueeeeeriiiiiiiee et e e e e s e e e e e e st r e e e e e e e eeaanees
b. Identification moléculaire des nématodes hotesdedrs symbiotes
3.4 ECOLOGIE DE LA MEIOFAUNE DANS LES ECOSYSTEMES ETUDEE. -+tveeetutteeeesseeeessseneessnsneeeesaseeeesmssseeesmsmeeessmssesessmseees
a. Analyse physico-chimique de I'herbier & ThalasBBUAINUM ..........c.coiiiiiiiiiiiieiee e
b. Analyse physico-chimique du sédiment de mangrave..........cccccevvvveeeeniireesennenn.
c. Répartition de la nématofaune dans le SEdIMENtAEINDVE............ooveiiiiiieiiiiie et e sreee e e e e
d. Identification de la nématofaune de mangrove : Tiaxoie et groupe trophique............ccvvvvieeeeccee e e,
e. Interprétation statistique de la dynamique de laaéofaune de mangrove
3.5 DETECTION PAR MICROSPECTROMETRIRAMAN DES ORGANISMES THIOTROPHIQUES DE MANGROVE.......vvveerriiieeenane 100
a. Sélection et description des témoins POSItifsS GRS .............cccoiiiiiiiiiiiiie e 100
b. Screening des organismes associés a des bactéesitotrophiques....
c. Screening des organismes libres thioautotrophes..............ccccuvvieeee.

DISCUSSION ...ttt et e oo oo e e e e e e e e e e o a e e e oo e e e e e s s aese e e e e e e e e s s nsnnneneeaeeeeesansnnnneeaeeesaannnnes

4.1 DVERSITE ET ECOLOGIE DES NEMATODES THIOBIOTIQUES DE HERBIER A THALASSIA TESTUDINUM......cccvuuniiiineeennnnnes. 109
4.2 DVERSITE ET ECOLOGIE DE LA NEMATOFAUNE DE MANGROVE. .....uuiiiiitttieeeesestiiseeesesstanseesessssssneeesssssneeessesnnnn, 119






LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Représentation de la SUIfO-OXYAAtiON. .c......eiiiiiiiiiiei ittt se e e e e e e e bee e e e e e e 2
Figure 2 : Réaction d'oxydation du soufre (modifiéd’aprés Suzuki, 1999 et Jannasch & Wirsen, 1985). 9
Figure 3 : Arbre phylogénétique des différents typs de micro-organismes dont le métabolisme est li@ a

SOUTE (SIEVEIEL @l.,2007). .eeiiiiiiiieeiee e e et e e e e e e e e e e e e e e e s s e s aaasanseanbeabaaaseeeaaaeeeeseesensannnnnns 15
Figure 4 : Arbre phylogénétique des protéobactériebasé sur les séquences 16S de 'ARNTr (Distel &

(O 1YY T 10 o | TR S L TSP 15
Figure 5 : Systématique de I'embranchement des Nénmes (D’aprés Abebeet al.,2006). ..........cceveeeee.. 20
Figure 6 : Reconstitution phylogénétique basée sles séquences d’ARNr 18S des nématodes et d’ARNr

16S de leurs symbiotes (Musadt al.,2007). .....coeeieiaiiiiiii it e e e e e e e 21
Figure 7 : Analyse comparative des données moléculas et morphologiques de 13 nématodes de la classe

des Adenophorea (Kampferet @l.,1998). ..o e e e 22
Figure 8 : Représentation des iles de la GUAdEIOUPE...........cceoiiiiiiiieiiiiiiiie et 27
Figure 9 : Localisation des SItES A'EIUAES. .....cccuuriiiieeiiiiiii et e e e e e et e e e e et ae e e e e e eneaes 29
Figure 10: Représentation schématique des sites geglevements de sédiment en mangrove................ 31

Figure 11: Anatomie générale des nématodes et catames morphologiques sélectionnés pour
I'identification des nématodes d’herbier et de manmve (modifié d’'aprés Platt & Warwick, 1988).33

Figure 12 : Processus de diffusion de la lumiére p&a matiére (modifié d'aprés Himmel, 2005)............. 38
Figure 13 : Dispositif du systéme d’acquisition despectres images, de stockage et de traitement des
données (modifié d’aprés HImmel, 2005). .......ccoiiiiiiiiiiiiieeie e r e e e e e e e e e e a e e 39
Figure 14 : MiCro-CapteUr QULONOIME. .......ciiiii ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaabeereeeeeeeaaaaaaaaaeeaaaaaaannnnenseeneeees 51
Figure 15 : Prélevement d'eau interstitielle dans me carotte de sédiment d’herbier...............comeeeeeennnee 51
Figure 16: Descriptif de la potence hors de I'eauneec un agrandissement de la zone de fixation des
(or=1 o] (<0 = T TSP TTTRTR 52
Figure 17 : Dispositif de mesures physico-chimiqudastallé en Mangrove..............ccocuvvveesmmmmreeeeevvveeeens 53
Figure 18: Représentation schématique de I'analystes facteurs abiotiquesn situ en mangrove. ............ 54
Figure 19: Observation au MEB de l'allure généraledes nématodes possédant des ectosymbiotes des
genresRobbeaet Stilbonemaet colonisant I'herbier aT. testudinum.............ccccvviiiiiiiiiiieneeeeeee, 60

Figure 20: Disposition du manteau bactérien cheadelphos rolandj Eubostrichus hopperet E. topiarus.61
Figure 21 : Observation au MEB des différents mantaux bactériens recouvrant les nématodes

symbiotiques colonisant I'herbier aT. teStUdINUML.........viiiiiiiiiiice e 62
Figure 22 : Agrandissement au MEB des manteaux bagtiens recouvrant les nématodeStilbonemasp. et

(0] o] 0= o F0 RO UTPPP 64
Figure 23: Observation au MET de coupes de nématodesymbiotiques inclus en résine LR White. ........ 56
Figure 24 : Observation au MET de coupes transversas du nématodeE. dianaeinclus en résine LR

L 0L PP TOUPRTUPR 66
Figure 25 : Analyse par microspectrométrie Raman din nématode symbiotiqueEubostrichus hopperet

d’'un nématode non symbiotique collectés dans le sétent d’herbier a T. testudinum .................... 69
Figure 26 : Caractérisation et localisation du sout par microspectrométrie Raman sur le nématode

SYMDIOLIQUE E. QIANGE ... ..t e et e e e e e e e et e e s e e s e b et rrrrreraeaeeeaesesaanannns 70
Figure 27 : Localisation théorique du soufre a paiit d’'une représentation virtuelle du nématode

£S48 1 01T 1o 0TSSP 72
Figure 28: Spectres Raman obtenus sur le corps dématodeE. dianaeentouré de son manteau bactérien

et dans une zone ou ce méme manteau bactérien a éénpletement enleve. ...........cccceeveeeeiiieenee. 73
Figure 29 : Analyse du soufre par microspectrométe Raman et EELS sur un nématode symbiotiquE.

dianaeinClus €n réSiNE LR WHILE. ... .uuiiiiiiiiit e e e ettt ettt e e s s e e e s e e e st e e e e s ennnnneeeeeas 75
Figure 30 Détection du soufre par microspectrométe Raman sur la branchie d’'un bivalve symbiotiqueC.

Lo T4 ool U] F= T4 1P PUURT TR 76
Figure 31 : Hybridations moléculaires en FISH et Ced-FISH sur le nématodeE. hopperi ...........ccccee.... 79
Figure 32 : Carotte ouverte de sédiment d’herbier &. testudinUm ..........ccccvveeeeiiiiiiiiiicccreeeee e 81
Figure 33 : Mesures de la concentration en }$ total dans le sédiment de la lagune de la mancheeau en

mangrove, a 1m50 de profondeur, avant 'immersion d casier de bois sur le sédiment................ 82

Figure 34 : Mesures a 15 jours d'intervalle pendanf. mois % de la concentration en §$ total au niveau
du casier de bois et a distance de celui-ci (1m2m) en fonction de la profondeur dans le sédiment.

...................................................................................................................................................... 85
Figure 35 : Quantification et distribution de la nénatofaune en fonction du temps d’'immersion du casie
(o L= o To I PP PP PP PP PUPP 87

Figure 36 : Quantification et distribution du nématode Eubostrichus dianaeen fonction du temps
d'immersion du CaSIer de DOIS. ......coiiiiiiii e 88



Figure 37 : Observation au MEB du nématodeCroCoNemMa Otti........cuuvvereeiiiiiiieeeeiiiiiiieeesssieeeee s sseeneeeas 90
Figure 38 : Comparaison au microscope photonique dgeux espéces de nématodes portant leurs ceufs a

(=] 1= O PP PRPP PRSP 90
Figure 39 : Graphique représentatif des abondance®08 des groupes trophiques de nématodes prélevés a

15 et 1 mois d’immersion du casier de bois et dates sédiment de la lagune. ..................co e 95
Figure 40 : Graphique représentatif des abondance®009 des groupes trophiques de nématodes prélevés a

15 et 1 mois d’immersion du casier de bois et dates sédiment de la lagune...................coccunneneee 98
Figure 41 : Analyse du nématodé&ubostrichus dianag...............cooeiiiiiiiiiiiiiiee e 101
Figure 42 : Analyse du Cili€Z0oothamnium NIVEUML..........cuuiiieiiiiiiiie e e e e e e e 102
Figure 43 : Analyse d’'un nématode libre (sans man& bactérien ni cellules de stockage du soufre)..104
Figure 44: Analyse d’'un hydrozoaire NON ideNtifi€...........ccuuiiiieiiiiiiiee e re e e 105
Figure 45 : Analyse du CiliEPSEUdOVOTTICEIBBP. ......ceeeeiiiiiiieee et 106

Figure 46 : Analyse d'une bactérie libre fillamentege............ccooiiiiiiiiiiii e 107



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Récapitulatif des symbioses chimiosynéiques en milieu peu profond (moins de 200 m de

1o (o] a0 [=TU ] o ORI 7
Tableau 2 : Valeurs isotopiques de carbone chez @igurs organismes marins. .........cccccvveevvmccceeeeeeennn. 11
Tableau 3 : Valeurs isotopiques d'azote chez plugies organismes MarinS. .........ccoeevveeieeiescmmemreveeeeeeeneeens 11
Tableau 4 : Récapitulatif des différentes adaptatios au soufre retrouvées chez les nématodes. .......... 18
Tableau 5 : Conditions d’acquisition des spectresnages ULIlISES. ...........ccooeviiiiiiiiiiiceemmmeeeeeeeee e 41
Tableau 6 : Récapitulatif des caractéres morphologues permettant I'identification au genre des

1] 4P (0o [= PO 56
Tableau 7 : Récapitulatif des tailles (diameétre elongueur) des nématodes adultes avec ou sans mantea

0Tz 103 (=] = o RO PRPOUPPPSRN 56
Tableau 8 : Récapitulatif des caractéres morphologues propres a chacune des espéces du geAdelphos

et Eubostrichuscollectées dans le sédiment d’herbier & testudinuUm ..........ccccoeevviiiieee e 58
Tableau 9 : Récapitulatif de la taille, de la morpblogie et de la disposition des symbiotes sur les

NEMAatodes hOtES A’ NEIDIET. ........oiiii i e e e e e e nnees 67
Tableau 10 : Récapitulatif des données d’intensitBaman maximum (ly) et minimum (I,,) ainsi que la

variation d’intensité (A) en fonction des profils tUdI€S. ...........oovvveirei i 73
Tableau 11 : Récapitulatif des valeurs de concentt@an en H,S total obtenues aprés 15 jours d'immersion

du casier de bois sur 10cm de profondeur et jusqu’am d’éloignement.............ccccccvvvvvrvnrmmcmeeeeenn 83
Tableau 12 : Récapitulatif des valeurs de concenttan en H,S total obtenues aprés 1 mois d'immersion

du casier de bois sur 10cm de profondeur et jusqu’am d’€loigNemMENt...........ceeveeiiiiieeeeesvmnemeeeeenns 83
Tableau 13 : Récapitulatif des valeurs de concentt@n en H,S total obtenues aprés 1 mois ¥ d’'immersion

du casier de bois sur 10cm de profondeur et jusqu’am d’€loiIgNeMENt...........cevveeiiiiiieeeeessmeemeeeeenns 84

Tableau 14 : Récapitulatif des 24 morphotypes colités et identifiés dans le sédiment de mangrove.d.e
groupes trophiques sont identifiés a partir clés ddétermination de Moens & Vincx (1997) et de

L g TST o o (T A T TP PR U R PPPR 92
Tableau 15 : Indices de diversité spécifique et digiitabilité calculés sur I'effectif des especes dettées en
LTz Vo 0LV 22100 1 ) SRS 93

Tableau 16 : Abondance relative des espéces de néoues aux différents sites de prélevement (2008).94
Tableau 17 : Abondance relative des groupes trophiges de nématodes aux différents sites de préléverhen
(2008). Le nombre entre parenthése indique le nombrd’espéces par groupe trophique. ............... 59
Tableau 18 : Indices de diversité spécifique et diiitabilité calculés sur I'effectif des espéces dettés en
MANGIOVE (2009). ...ttt ee e e e e e e oo e e abae b ettt ettt et eeeeaeaaaaaeeaaaasnnbetbesbe e e e e e eeeaaaaaaeaaeaaeaaeaaaannnn 96
Tableau 19 : Abondance relative des différentes e8pes de nématodes recensées aux sites de prélévémen
200 ) T USSR 97
Tableau 20 : Abondance relative des groupes trophiges de nématodes au différents sites de prélevement
(2009). Le nombre entre parenthése indique le nombrd’espéces par groupe trophique. ............... 89






1 INTRODUCTION

1.1 Les symbioses chimioautotrophes en milieu marin

Le milieu marin abrite de nombreux écosystemesi dniess en milieu littoral avec les
plages de sable, les mangroves, les herbiersétiéfs icoralliens, etc. qu’en milieu profond
avec les sources hydrothermales, les suintemeaidsfiou encore les sédiments soufrés
réduits. Les environnements de grande profondent soumis a des conditions physico-
chimiques extrémes (haute température, faible témxygene, concentrations importantes en
méthane et sulfures, etc.) et sont considérés cofnostiles. La découverte de vastes
communautés d'invertébrés dans ces milieux, etigodirement au niveau des sources
hydrothermales, a stimulé de nombreuses étudesdafmieux comprendre comment de tels
biotopes avaient pu se développer dans des comsligiassi particulieres (Corliss al.,1979 ;
Tunnicliffe et al.,2003 ; Minicet al.,2006). Plusieurs classes zoologiques ont été séesn
appartenant aux embranchements des Annélides, 3dols et Arthropodes (Grassle, 1985 ;
1986 ; Takai & Fujiwara, 2002). Afin de survivrendade tels habitats, la majorité des
invertébrés se sont associés a des micro-organisaeables d’utiliser comme source
d’énergie ces composés présents en exces (sulforéhane). Basées sur un échange
nutritionnel obligatoire, ces associations entremamx et micro-organismes ont permis la
mise en place d'un écosysteme diversifié dans aesromnements. De nombreuses
adaptations morphologiques et physiologiques o8t d@bservées, notamment chez les
Annélides (Siboglinidae) Riftia pachyptila colonisant par de denses populations
I'environnement proche des sources hydrotherm&lediéset al.,1979 ; Spiesst al.,1980).
Grace a la microscopie électronique, il a été déréda présence de bactéries dans des tissus
spécialisés chez ces vers géants ainsi que chezatsanvertébrés (Gastéropodes et Bivalves)
(Cavanaugtet al., 1981 ; Cavanaugh, 1983 ; Staihal., 1988). Chez certains Annélides et
Arthropodes, 'association bactérienne a été oléseevla surface de leur tégument (Gaill
al., 1987 ; Zbinderet al.,2004).

Grace aux études histologiques et a I'analyse cléstas enzymatiques, les Annélides
Siboglinidae ont été les premiers animaux connui\elopper une relation symbiotique
obligatoire avec des bactéries (Felbeck, 1981)plDs, a I'aide de la phylogénie, il a été mis
en évidence que ces bactéries étaphimniolithoautotrophes sulfo-oxydantes (Distett al.,
1988). Ces bactéries, source de la production jmeémtrent leur énergie de l'oxydation du

soufre (Felbecket al., 1981 ; Distelet al., 1988). Le terme « soufre » est utilisé dans ce



manuscrit pour décrire les trois formes chimiquesexistent dans I'eau : 43, HS et § et

qui changent en fonction du pH de I'environneméfitiéro et al.,1988). Il existe différentes
voies métaboliques liees au cycle du soufre. Larslad sulfo-oxydation bactérienne, les
composés soufrés sont oxydés en soufre élémeriS)r@ar les bactéries et s’accumulent
alors dans les cellules sous forme de granulessguer le soufre exogéne est épuisé, ces
granules sont secondairement oxydés en sulfate {RigB). Leurs hétes bénéficient alors
d’'un apport de molécules carbonées et permettechm’ne partie aux micro-organismes de se
développer dans un environnement favorable (Cawdnal©85 ; Douglas, 1994). Dans la
figure 1B, le métabolisme d'une bactérie sulfo-cxy est représenté. Le sulfure
d'hydrogene (bB) diffuse dans la cellule et est oxydé en sulfate I'action des enzymes
APS réductase et ATP sulfurylase. Lors de ce psusgda molécule d'ATP gagnée va servir

a la fixation du carbone inorganique (g@ans le cycle de Calvin.
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Figure 1 : Représentation de la sulfo-oxydation.

(A) Voies métaboliques liées au cycle du soufre.
(B) Métabolisme d’'une bactérie sulfo-oxdydante (Minic & Hervé, 2004).

Le sulfure d’hydrogéne, du fait de son pouvoir i&dur et de sa capacité a réagir avec
de nombreux composants cellulaires (groupes suifkegddes proteines, cations, etc.), est
considéré comme un composé toxique pour les omgasisaérobies. Il inhibe la respiration

aérobie en interférant avec la respiration celtalat le transport d’oxygene par le sang



(Reiffensteinet al., 1992 ; Grieshaber & Volke, 1998). Dans les mitoadrees, le soufre
inhibe la cytochrome c oxydase, enzyme interverants la chaine respiratoire, jusqu’a
stopper la production d’ATP (Adénosine Tri-Phosphapar la chaine de transport
d’électrons. Le soufre peut aussi limiter I'actviles hémoglobines dans le sang, réduisant
ainsi leur capacité a transporter I'oxygene, efprde concentration, rendant celles-ci non
fonctionnelles. Une étude a aussi démontré queuées est capable d’inhiber la contraction
musculaire indépendamment de ses effets sur leboliiame aérobie (Juliaet al., 1998).

Afin d’esquiver les effets toxiques du soufre, puss options s’offrent aux organismes : fuir
le soufre en se déplacant, passer en métabolisagaie, exclure le soufre a partir de tissus
spécialisés ou oxyder le soufre sous une formeamaque (McMullinet al.,2000).

La présence et le métabolisme des bactéries syioumst sulfo-oxydantes sont un
moyen de détoxification de I'organisme hote parelgpiration du kS, oxydé en sulfate qui
n’'est pas toxique (Fig. 1B). Chez le ver tubicBlepachyptila par exemple, les symbiotes
sont ravitaillés en carbone inorganique, oxygendfures et nitrates par un systéme
circulatoire tres développé (Arp & Childress, 19813 consommation de ces substances se
fait dans une zone tres vascularisée, la plumeesjuia seule partie du ver a étre en contact
avec I'eau environnante de la source hydrothermadesang deR. pachyptilacontient des
hémoglobines extracellulaires spécialisées quiuoet grande affinité pour lier et transporter
le soufre et 'oxygene jusqu’au trophosome ou lgalsotes sont localisés (Childressal.,
1984 ; Goffrediet al.,1997). Les sulfures sont alors oxydés par lesébiast symbiotiques,
libérant I'énergie nécessaire a la fixation aufoi® du carbone inorganique par
I'intermédiaire de la RubisCO (Ribulose 1-5 bisptttate Carboxylase/Oxygenase), enzyme
qui catalyse cette étape dans le cycle de Calvirs@e (Arp & Childress, 1983 ; Aret al.,
1987).

Avant la découverte dB. pachyptila seules les symbiosghototrophiques comme
celles des constructions coralliennes (Rowan & Kimw 1995) ethétérotrophiques
comme celles du rumen des vaches (Hungate, 198i@nétonnues. Depuis, d’autres micro-
organismeshimioautotrophes (non sulfo-oxydants ni sulfato-réducteurs) ont déérits et
utilisent le méthane (CH comme source d’énergie et de carbone. lls soms di
méthanotrophes (Distel & Cavanaugh, 1994 ; Distell.,1995 ; Bright & Giere, 2005).



1.2 Diversité des hotes et de leur habitat

La découverte de ces symbios#smiosynthétiquesen milieu profond a suscité de
nombreuses recherches dans d’autres habitatgjuelses sédiments cotiers soufrés réduits
plus facilement accessibles. Des milieux tels gusechrcasses de baleines et les bois coulés
ont aussi été recemment considérés comme pouvansiceptibles d’abriter de nouvelles
symbioses (Dubilieet al.,2008). De plus, ces découvertes ont suscité ktlel nombreux
organismes, afin de déceler de potentielles adsmtsa symbiotiques avec des micro-
organismes.

La diversité morphologique des associations chiymthgtiques est variable en
fonction du niveau d’intégration des micro-orgaresnchez leur hote :

- Lesectosymbiotespeuvent étre attachés a des parties spécifiquéardmal hote,
ainsi les Arthropodes Décapodes du geRmmicaris présentent des micro-organismes au
niveau de leurs appendices buccaux et de leurshiesmn (Zbindenet al., 2004 ; 2008).
D’autres recouvrent entierement le corps de lete k&l que chez les nématodes de la sous-
famille des Stilbonematinae (Gdt al.,2004). Dans ce cas, il a été suggéré que lesrhecté
jouaientun réle de protection contre les agressions enmeprentales en permettant la
détoxification de I'environnement immédiat du néou (Ottet al., 1995 ; Hentschett al.,
1999). L’h6te pourrait directement s’alimenter ks micro-organismes ectosymbiotiques qui
le recouvrent (Polet al., 1992 ; Hoschitzt al.,2001).

- Les endosymbiotessont incorporés dans les cellules de I'héte (cetHalaire) tel
que chez de nombreux bivalves (Cavanawghal., 2006) et Polychetes Siboglinidae
(Losekannet al.,2008) ou dans une cavité interne (extracellulade)es micro-organismes
participent a la simplification de I'appareil digiés Cette adaptation morphologique est
observée chez les nématodes des geAstemonemaOtt et al., 1982 ; Vidakovic &
Boucher, 1987 ; Gieret al.,1995),Parastomonem#Kito, 1989) etRhaptothyreugHope &
Murphy, 1969) et peut aller jusqu’a la dispariticompléte du systeme digestif comme chez
les Oligochétesnanidrilus et Olavius (Dubilier & Giere, 1995 ; Giere, 1996 ; Musett al.,
2007). L’héte utilise ainsi les produits dérivésrdatabolisme bactérien ou encore digére une
partie de ses symbiotes (Fisher, 1990).

Les organismes hotes acquiérent leurs symbiotesditférentes maniéres. La
différence de transmission a un effet majeur suliarsité des symbiotes, mais aussi sur leur

phylogénie et leur évolution. Plusieurs stratégms distinguées :



- la transmission verticale ou les symbiotes pasdeme génération a une autre par
I'intermédiaire des gametes (principalement lescgtes). |l s’agit d’'une transmission directe
des parents a I'ceuf ou I'embryon (Buchner, 1965).

- la transmission horizontale ou les symbiotes s@amsmis d’un individu symbiotique
a un individuaposymbiotique sans aucun lien avec la reproduction de l'orgaaigrate
(Soldoet al.,1974).

- la transmission environnementale ou [I'hGte esltesi®@ au cours de son
développement par des symbiotes libres présentsldamilieu environnant (Bauer, 1981).

Les études menées sur les endosymbioses chimiamlites chez les organismes
marins ont mis en évidence deux types de transpnissune transmission verticale a été
décrite chez plusieurs membres de la famille desicdenyidae et Solemyidae (Cary &
Giovannoni, 1993 ; Kruegeat al.,1996) et une transmission environnementale aeféce
chez les especes d’Annélides (Siboglinida#)ia pachyptilaet Ridgea piscesagCaryet al.,
1993), mais aussi chez le bivalve de la famille ldesnidaeCodakia orbicularis(Groset al.,
1996) colonisant les herbiers de faible profond@amcernant les Oligochét&sanidrilus et
Olavius les caractéres morphologiques et génétiques sranine transmission verticale des
symbiotes dominants (Woyket al., 2006 ; Plagueet al., 2008), mais les symbiotes
minoritaires peuvent étre acquis environnementahitpendant la période ou les oeufs sont
déposés sur le sédiment (Giere & Langheld, 1987nc€rnant les ectosymbioses
chimioautotrophes, comme chez les nématodes echisijques de la sous-famille des
Stilbonematinae, il a été suggéré que les symbiétagent acquis a partir du milieu
environnant. Les nématodes sont capables de rdlnlimanteau bactérien a chague mue de
croissance. Ce phénomene de synthése d’'une nowueitelle se produit plusieurs fois au
cours du développement du nématode et suggerelaonise en place d’une reconnaissance
hote-symbiote dans I'environnement par un mécanispéeifique basé sur des interactions
lectines-sucres entre la bactérie symbiotique eutacule du nématode (Nussbaunegral.,
2004 ; Ottet al.,2004). Il a été aussi démontré un mécanisme deatesmsent des bactéries
dans I'environnement par émission d’une lectineriviid C&* dépendante qui permettrait de
lier les symbiotes et le nématode et les symbietde eux (Bulgheresit al.,2006). De plus,

il a été mis en évidence, par hybridation molécala partir d’amorces spécifiques, la
présence de bactéries libres dans le sable et Ipawcorrespondent aux symbiotes de deux
especes de nématodes du geRabbea(Bayer et al., 2009). Cette observation valide la

présence de symbiotes libres dans I'environnement.



Les biotopes riches en composés soufrés réduitslagement répandus en milieu
marin. La distribution géographique des symbiogemiosynthétiques est autant diversifiée
que les phylums des hétes concernés : Par exelapl#ié Zoothamnium niveurast récolté
en mangrove de la Mer Rouge, de la Mer des Caraibdans le golfe du Mexique (Bauer-
Nebelsicket al., 1996ab ; Ottt al., 1998), le crustacR. exoculataest retrouvé densément
autour des sources hydrothermales de la dorsalera#idntique (Polz & Cavanaugh, 1995)
et les nématodes ainsi que les oligochetes symhbixisont distribués en patchs dans tous les
sédiments sableux peu profonds (Dubilier, 198&,, TH95).

Il a été alors observé en milieu cotier des syndsosentre des bactéries sulfo-
oxydantes (Ott, 1995), sulfato-réductrices (Dubik al., 2001), méthanotrophes (Fisher,
1990) et de nombreux Métazoaires, tels que leRvaires, les Annélides, les Mollusques,
les Echinodermes et les Nématodes (Giere, 199206 1®ubilier et al., 2008). Dans la
majorité des cas, il s'agit de bactéries endosytithies. Cependant les ciliés du genre
Kentrophoros(Fenchel & Finlay, 1989), le cilié Péritrichéoothamnium niveuniBauer-
Nebelsicket al.,1996ab ; Otet al.,1998), I'échinoderm&chinocardium cordatuniTemara
et al., 1993), I'annélideTubificoides(Bright & Giere, 2005) ainsi que les nématodedade
sous-famille des Stilbonematinae (Ott & Novak, 1988t et al.,1991; Polzet al.,1992 ;Ott

et al., 200% possedent des bactéries ectosymbiotiques (Tab. 1)



LOCALISATION
PHYLUM | SOUS-GROUPHE HOTE NATURE REFERENCE
DU SYMBIOTE
Ciliophora OligohymenophoraZoothamnium Epibiotique Sulfo-oxydant | Bauer-Nebelsicletal,
Peritichida ——
Ciliophora Karyorelictea Kentrophoros| Epibiotique inconnu Fenchel & Finley, 1989
Kentrophoridae Endobiotique
(cytoplasme)
Plathelmintheg Catenulida Paracatenula| Intracellulaire Sulfo-oxydant Ottetal, 1982
Retronectidae (trophosome)
Nematoda Desmodorida Eubostrichus| Epibiotique chimioautotrophg©ttetal, 2004
Stilbonematinae | Catanema Nussbaumeet al, 2004
Laxus
Robbea
Leptonemella]
Stilbonema
Squanema
Nematoda Monhysterida Astomonema| Endobiotique (lumen Sulfo-oxydant Ottetal, 2004
Siphonolaimidae de l'intestin) Musatetal, 2007
Annelida Clitellata Inanidrilus Extracellulaire (sous| Sulfo-oxydant et | Ruehlancet al, 2008
Phallodrilinae Olavius la cuticule) sulfato-reducteur Ef;iﬁk;t;i’:sgs
Woykeet al, 2006
Annelida Clitellata Tubificoides | Epibiotique Sulfo-oxydant | Bright & Giere, 2005
Tubificinae

Tableau 1: Récapitulatif des symbioses chimiosynthétiques en milieu peu profond
(moins de 200 m de profondeur).

Dans les sédiments coétiers, les fluctuations dpatia’oxygene et de sulfure

d’hydrogéne créent une zone de discontinuité appelD (Redox Potential Discontinuity)

ou le potentiel d’oxydoréduction s’inverse et oonl’passe d’'un sédiment oxydé (clair) a un
sédiment réduit (sombre). La décomposition de ldérea organique, via la réduction des

sulfates, peut produire une importante concentrad® sulfures dans les pores interstitiels du
sédiment (Jargensen, 1977). Ainsi, les organisndésshutilisent différentes stratégies pour
fournir a leurs symbiotes les composés nécessaitesbon fonctionnement de leur

métabolisme. Chez les bivalves symbiotiques et phasticulierement chezCodakia

orbicularis (Linné, 1758), les sulfures et 'oxygene sont éapgar le pied de I'animal. Ils sont



ensuite transportés par I'hémolymphe jusqu’aux d¢hees contenant les bactéries
symbiotiques (Duplessist al., 2004). Concernant les Oligochetes du gdnemidrilus et
Olavius leur cuticule est perméable a la plupart des cubds. Les endosymbiotes
extracellulaires ont donc accés aux substancesmoes dans I'eau interstitielle du sédiment
ou les annélides vivent. Une autre stratégie aitag par les nématodes possédant des
bactéries ecto- ou endosymbiotiques. lls se déptdedong de la chémocline a l'interface de
la zone oxique/anoxique ou se trouvent a la fascemposés soufrés réduits et 'oxygene
(Ott & Novak, 1989). Grace a leur petite tailles le@matodes peuvent migrer, comme tous les
organismes de lméiofaung dans les pores du sédiment sans altérer sawstustt peuvent
alors suivre les changements du gradient chimiquaweau du substrat (Ott & Novak, 1989 ;
Schiemeret al., 1990 ; Ottet al., 1991). Les nématodes ne possedent pas un systeme
vasculaire développé et 'hémoglobine sanguineerept donc pas la fixation des composés
nécessaires au meétabolisme bactérien. Le transigottoxygéne et du soufre jusqu’aux
endosymbiotes des nématodes du geAstomonemase fait donc principalement par
diffusion. L’énergie, obtenue par oxydation des poses soufrés réduits (sulfures,
thiosulfates, etc.) avec I'oxygene ou le nitratenote accepteur d’électrons, est utilisée par
les symbiotes pour fixer le GGt produire des composés organiques (Nussbaemat.,
2004 ; Ottet al.,2004 ; Musaet al.,2007). La nutrition de I'hGte se fait soit parnséert de
ces composés organiques depuis le symbiote soihgestion directe des symbiotes chez les

nématodes a bactéries ectosymbiotiquesdtdt., 1991 ; Musatt al.,2007).

1.3 Etude des symbioses chimioautotrophes sulfo-oxydant

Afin de caractériser une symbiose bactérienne dauatbtrophe, il est important de
mettre en évidence l'existence de bactéries asoaimement a un héte déterminé et de
détecter la présence d’activités enzymatiques Bgeées de I'autotrophie (Fisher, 1990).

Les échanges métaboliques entre les symbiotesutbioaphes et leur hote sont
déduits a partir de I'analyse :

- des activités enzymatiques ;

- des mesures d’isotopes stables ;

- de l'ultrastructure des organismes associés (ngopns électronique) ;

- de la mesure du métabolisme respiratoire des syashio



L'étude de l'autotrophie chez les bactéries synipimts consiste a détecter les
activités enzymatiques de la RubisCO (Fig. 1Bestdnzymes impliqguées dans le processus
d’oxydation des sulfures (sulfo-oxydation) telleaseg’APS réductase et 'ATP sulfurylase
(Fig. 2). La RubisCO est inexistante dans le régnemal, car elle permet la fixation
autotrophe du carbone chez les micro-organismies etgétaux. La détection de son activité
chez des animaux est forcément liée a la présentmctéries symbiotiques. De plus, 'APS
réductase est considérée comme une enzyme castigtéxride I'oxydation des sulfures par

les procaryotes (Cavanaugh, 1985).
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Figure 2 : Réaction d’oxydation du soufre (modifié d’aprés Suzuki, 1999 et Jannasch &
Wirsen, 1985).

Suite a la recherche de ces activites enzymatiquiesz les Stilbonematinae
(Nématodes), il a été détecté la présence de lasR0bet de certaines enzymes telles que
'ATP sulfurylase et la sulfite-oxydase qui sontpiquées dans la production d’énergie a

partir des composés soufrés, mais aussi de ldenittductase qui peut étre considérée comme



une enzyme assimilatrice et qui a un role dansdairation des symbiotes (Hentsckehl.,
1999). Cependant, ni 'APS réductase ni la rhodamesnt été détectées (Paz al.,1992).
Bien que ces deux derniéres enzymes soient reesusidez d’autres organismes associés a
des symbiotes sulfo-oxydants (Felbeek al., 1981), elles ne sont pas détectées chez
I'Oligochéte Phallodrilus leucodermatugFelbeck et al., 1983b) qui est associé a des
bactéries endosymbiotiques chimioautotrophes.

Dans des écosystemes complexes tels que les emeimamts chimiosynthétiques, il
est souvent difficile d’identifier la source de lbane organique ou de suivre son flux a travers
les différents niveaux trophiques. Par comparaisotme les ratios des isotopes stables de
carbone du milieu ambiant (dioxyde de carbone aarbbnate) et celui des tissus des
organismes, il est possible de connaitre les ictierss trophiques entre les organismes d’un
méme environnement (Williamst al., 1981 ; Rieraet al., 1999). Afin de déterminer la
contribution des bactéries symbiotiques chimioaafites dans la nutrition de leur héte, les
rapports isotopiqueS’C/’C (*°C) et™N/**N (5'°N) sont analysés. Sachant que la valeur du
83C du consommateur est similaire & celle de sa iorgy ce marqueur isotopique est un
bon indicateur de la source de carbone. Le margsetopique de I'azote est utilisé comme
indicateur du niveau trophique. La valeur &N du consommateur est systématiquement
plus élevée que celle de sa nourriture (Petersény&1987). Les valeurs les plus hautes sont
retrouvées chez les carnivores en milieu marinlegetplus basses chez les herbivores et
détritivores mangeurs de phytoplancton et de biastéFry, 1988 ; Yoshiet al., 1999). Le
§*S est un autre rapport isotopigti&/£S qui peut étre utilisé dans 'analyse du trandlert
matiere entre le consommateur et sa nourriture.r@®itisotope du carbone, I'animal a une
composition isotopique en soufre similaire & cdleson alimentation, faisant dt'S un bon
indicateur pour les consommateurs qui s'alimenfeiicipalement sur les bactéries et les
plantes (Peterson & Fry, 1987 ; Peterson, 1999).

Les bactéries chimioautotrophes semblent fixer épetitiellement [€°CO, & un
niveau plus élevé que ne le font les photoautosplRau & Hedges, 1979 ; Rau, 1981 ;
Paull et al., 1985 ; Rubyet al., 1987) produisant ainsi une biomasse dort-f€ est le plus
faible (Tab. 2). Ainsi, certains tissus d'inverédmhydrothermaux ont présenté un faiific
suggérant que la chimiosynthese, plutdét que lagsdyothése, était la source majeure de
carbone chez les communautés hydrothermales etedébrés symbiotiques de ces milieux
(Rau & Hedges, 1979 ; Williamet al.,1981).
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Organismes 6%%C Références

Organismes dont la source de carbone ¢st .
o . -12%o & -23%o Rau, 1981
d’'origine photosynthétique

Paullet al.,1985;
-24%0 a -39%o Brookset al.,1987;
Stewartet al.,2005

Organismes associés a des bactéries

chimiosynthétiques sulfo-oxydantes

Organismes associés a des bactéries

méthanotrophes < a -40%o Brookst al.,1987

Annélides (Siboglinidae) avec symbiotes -45,3%059%0 Southwarcet al., 1981
Rau, 1981;

Bivalves avec symbiotes -23%o0 a -33,9%o Rau & Hedges, 1979;
Spiroet al.,1986

Diverses Thiobactéries -24,6%o0 a -25,1%0 | Rubyet al.,1987

Stilbonematinae avec symbiotes -24,9%o0 a -27,5%0| Ottet al.,1991

Tableau 2 : Valeurs isotopiques de carbone chez plusieurs organismes marins.

De plus, la valeur faible du marqueur isotopiqud’amote montre que les organismes
symbiotiques sont des consommateurs primairessautili leurs bactéries pour s’alimenter
(Van Dover & Fry, 1989) (Tab. 3).

Organismes 8N Références

Organismes marins libres (non . )

o +7%0 & +15%0 Mullinet al.,1984
symbiotiques)
Consommateurs primaires < a +7%o Van Dover & FB39

) o - Van Dover & Fry, 1989;
Organismes associés a des bactéries . ,

-13%0 & +7%o Fisher, 1990:;

intracellulaires sulfo-oxydantes _ _
Childress & Fisher, 1992

Tableau 3 : Valeurs isotopiques d’azote chez plusieurs organismes marins.

Concernant 165**S, les animaux consommateurs d’algues ont un rape@opique
compris entre +13%o et +20%alors que les organismes symbiotiques chimioejibes des
sources hydrothermales ont des valeurs qui s’éohehltt entre -5%0 et +5%.. Ces faibles

valeurs, proches de celles du soufre environnaigigésent que les animaux colonisant ces
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milieux extrémes riches en composés soufrés, enilides bactéries symbiotiques comme
intermédiaire pour transférer le soufre environgasqu’a I'animal (Fryet al.,1983).

Chez les nématodes de la sous-famille des Stilbatieae, les mesures des isotopes
stables de carbori&’C montrent de faibles valeurs comprises entre %24e® -27,5%. (Ottet
al., 1991) qui sont similaires aux valeurs connues peaitissus d’invertébrés contenant des
bactéries endosymbiotiques chimioautotrophes,deésles Bivalves et les Annélides (Rau,
1981 ; Williamset al.,1981) mais aussi les Thiobactéries libres sulfpdaxtes (Rubt al.,
1987) (Tab. 2). Par comparaison, un nématode nmbisyique vivant dans le méme habitat
que les Stilbonematinae, a 8HC égal & -10,2%. (Ot al.,1991). Cependant, aucune valeur
n’est disponible concernant les marqueurs isotegaale I'azote et du soufre.

Des études par microscopie électronique a balagagetransmission permettent de
localiser les bactéries symbiotiques par rappbéetiehdte (ectosymbiotes ou endosymbiotes)
mais aussi de mettre en évidence la nature derta gg@s symbiotes qui sont tous a ce jour
décrits comme possédant une double membrane a#stgtée des bactéries Gram négatif
(Cavanaugh, 1983) et de déterminer les types d@mmh dans le cytosol bactérien. Le
premier type d’inclusion correspond aux polyhydmkgnoates (PHAS), qui sont une forme
d’emmagasinement de réserves métaboliques (Shil@h4 ; Fuller, 1999 ; Lechairet al.,
2002). Elles servent de sources de carbone etrdjiengour plusieurs synthéses métaboliques
et participent a la croissance des bactéries. lxi€lme type de granules correspond aux
vésicules périplasmiques riches en sulfures. EHest retrouvées chez les bactéries
thioautotrophes et constituent des réserves inajgas d’énergie qui permettent aux
bactéries symbiotiques de fonctionner méme en diads temporaire de sulfures dans le
milieu environnant (Vetter, 1985).

Le dépistage du soufre et plus particulierementvésgules périplasmiques riches en
sulfures contenues dans les bactéries, est un hdicateur de symbiose bactérienne
thioautotrophique (Vetter, 1985). Cependant, céméht se dissout dans les solvants comme
I’éthanol utilisé lors de la déshydratation desuss avant leur inclusion en paraffine ou en
résine (Trucheet al.,1998 ; Pasterist al.,2001). Seuls des grains vides sont alors observés
par microscopie électronique a transmission (MEATh d’analyser ces vésicules intactes, la
seule technique a ce jour qui a permis de faildrdagerie sur coupe et une microanalyse par
dispersion d’énergie (EDX) est la cryofixation-ERWIELechaireet al.,2006 ; 2008). Avant
cette méthode de fixation, d’'autres techniques fmmtion, séchage ou purification) avaient
permis d’étudier le soufre contenu dans les bagdvar extraction compléte du composé (a

partir des bactéries ou d’'une fraction de tissu)étgit ensuite analysé en EDX (Laweyal.,
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1981 ; Vetter, 1985 ; Liberget al., 2001). Des moyens uniquement analytiques (sans
imagerie), tel que le dosage par chromatographiedonne HPLC (Polet al.,1992 ; Caro
et al.,2007) et la microspectrométrie Raman (Pastdral., 2001), ont aussi été utilisés pour
détecter et identifier le soufre contenu dans gesbftes extraits de leur héte ou dans des
bactéries libres. Il a été mis en évidence la prEésele soufre €élémentaire dit alpha qui est la
forme la plus stable dans les conditions usuellsss cristaux de soufre de maille
orthorhombique sont constitués a chaque nceud dahécule de soufregS

La microspectrométrie Raman a émergé au début ¢(i®20&cle comme une
technique puissante permettant d’obtenir des détaitles informations spécifiques au niveau
moléculaire, que les autres méthodes spectroscepiga pouvaient fournir que dans des
domaines restreints (Schmitt & Popp, 2006). Lesqgipaux avantages de cette technique sont
sa grande spécificité et sa facilité d'utilisatien d’adaptation aux différents domaines de
recherche. La spectrométrie Raman est une technmuéestructrice et requiert un minimum
ou aucune préparation des échantillons. Des édbastisolides, liquides et gazeux peuvent
étre étudiés et aussi bien les spécimens trandpagaa non transparents ayant des textures
différentes de surface. La spectrométrie Raman @tat appliguée a tous les échantillons
accessibles optiguement et ou aucun pré-traitemertéchantillon n’est nécessaire. Cette
méthode s’est révélée étre un outil trés intéreésgan sa rapidité d’acquisition du résultat
(quelgues secondes) sur des échantillons biologiquayant subi aucune préparation
préalable. De plus, un spectrométre Raman a éméa@d/hiteet al.,2005) et utilisén situ
en milieu profond sur des roches pour déterminar é®mposition minérale, mais aussi sur
des mattes bactériennes se développant en bordursodrces hydrothermales et de
suintements froids (Whitet al.,2006).

Les bactéries marines et plus particulierement dgsbiotes sont difficilement
cultivables en laboratoire ce qui, par conséquiénite la quantité de matériel biologique
disponible. Les bactéries symbiotiques sont domcliéés directement sur leur héte par
microscopie électronique, hybridation moléculairEISH et Card-FISH) et biologie
moléculaire (phylogénie). Grace au développementeate techniques et a l'utilisation en
routine de la PCR, la diversité des symbiotes @&fpe mise en évidence (Dubiliet al.,
2008). Le développement des techniques de séquergggrmis d’obtenir un grand nombre
de séquences a partir de bactéries libres et de+miganismes symbiotiques (Dise&d al.,
1991 ; Distel & Cavanaugh, 1994 ; Pelizal.,1994). Les séquences des endosymbiotes sulfo-
oxydants deRiftia pachyptila Calyptogena magnificgaBathymodiolus thermophilust de
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guelques autres bivalves (Stalal., 1984 ; Distelet al.,1988) ont tout d’abord été obtenues
a partir de I'analyse de I’ADNr 16S, région codpotr ’ARNr 16S. Récemment, le génome
du symbiote ddRiftia pachyptilaa pu étre analysé par approche métagénomique éxiatk
al., 2007 ; Robidaret al., 2008). Le protéome du symbiote Re pachyptilaest le premier
protéome chimiosynthétique décrit a ce jour.

Il a été observé que la plupart des symbiotes sdf@lants appartiennent au groupe
des y-protéobactéries (Woese, 1987 ; Dubiler al., 2008). L'arbre phylogénétique des
micro-organismes, dont le métabolisme est lié aufrep montre que les symbiotes
d’invertébrés marins sont regroupés dans un mémgpgr(Fig. 3) et que celui-ci comprend

les symbiotes chimioautotrophes et les méthanoé®fkig. 4).
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I. Introduction

Thermoproteales
Desulfurococcales Thermococcales
folobales Thermoplasmatales

Bacteria

Nitrospiraceae

o-Proteob. acter_ia Thermodesulfovibrio

Roseobattarclade, SAR-11
Paldcotous

| RUBDA e rROOEY Gy e -

Chioraflexus

Chrematiaceae, Ectothiorhodospiraceae

Ammonifex

; Chlorobiaceae
Desulfuromonas, Desulfurella, Desulfuromusa,

Geobacter

Varlous genera, e.q., Sulfurospirifium,
Nautllia, Caminibacter

O Phototrophic sulfur-oxidizers [ Chemolithotrophic sulfur-oxidizers [0 Sulfur reducers M Sulfate reducers @ Organic sulfur utilizers

Figure 3 : Arbre phylogénétique des différents types de micro-organismes dont le
métabolisme est lié au soufre (Sievert et al., 2007).

'Y Thiomicrospira thyasirae
Thiomicrospira L12

Y Methanotrophs

Chemoautotrophic Symbionts

I
Methylobacillus flagellatum
Escherichia coli Neisseria gonorrhoeae B
Chromatium vinosum
Thiobacillus hydrothermalis Pseudomonas testosteroni
-
Nitrosococcus oceanus Agrobacterium tumefaciens —
Methylosinus sporium
5.00%
Methylobacterium extorquens

I I Rickettsia rickettsii (04

Figure 4 : Arbre phylogénétique des protéobactéries basé sur les séquences 16S de
I’ARNr (Distel & Cavanaugh, 1994).
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A partir d’observations morphologiques et de dosaeymatiques, il a été démontré
une coexistence de types bactériens chez un mégamisme hobte. Les premiers hétes
décrits, possédant plus d’'un endosymbiote, ontesténollusques du geniathymodiolus
(Fisheret al., 1993 ; Cavanaughkt al., 2006). L'analyse des séquences d’ARNr 16S et les
hybridations moléculaires ont démontré que des gytemh sulfo-oxydants et métanotrophes
sont retrouvés dans les mémes cellules au niveda beanchie du bivalve (Fisher, 1990 ;
Fisheret al., 1993 ; Distelet al., 1995 ; Duperroret al.,2006). Par la suite, une co-existence
de plusieurs symbiotes a aussi été observée che®llgochetes possédant des bactéries
endosymbiotiques dont les symbiotes appartiennextygrotéobactéries sulfo-oxydantes,
aux d-protéobactéries sulfato-reductrices et augrotéobactéries (Blazejakt al., 2006 ;
Dubilier et al., 2008 ; Ruehlanet al.,2008). De méme, chez les nématodes symbiotiques,
plusieurs associations ont été recensées avecydegh@ga et des bactéries du groupe y
—, etd — Protéobactéries (Poét al.,1999 ; Vanura, 2001).

L’étude des genes de fonction et plus particuliemnecelui de 'APS reductase (Apr)
est un moyen de valider I'appartenance des synbitigdieés aux bactéries sulfo-oxydantes.
La phylogénie permet de lier les organismes enirg mais ne détermine pas avec certitude
leur métabolisme. La détection du gene codant PABS réductase, enzyme impliguée dans
le mécanisme de la sulfo-oxydation, confirme aveacBtude que les bactéries réalisent
I'oxydation du soufre (Cavanaugh, 1985 ; Meyer &¥ear, 2007ab). La recherche des génes
de fonction est de plus en plus utilisée en cometéarité de la phylogénie des symbiotes,
comme dans I'étude des bactéries endosymbiotisgiesuvées chez les Mytilidae colonisant
les bois coulés (Duperraat al.,2008).
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1.4 Les nématodes en milieu marin

Les Nématodes sont considérés comme le plus impadaon des Métazoaires. lls
représentent 80% de I'ensemble des Métazoairesreretde densité (Heigt al., 1985). lIs
exploitent de nombreuses niches écologiques aiessiterrestres que marines (Heaipal.,
1985 ; Mitrevaet al., 2005). Le phylum des nématodes comprend des idétes libres,
terrestres et marins, des prédateurs de la meéiefal@s herbivores et des parasites de plantes
et d’animaux (Parkinsoat al.,2004 ; Mitrevaet al.,2005). lls peuvent étre trouvés en grand
nombre avec une diversité élevée (Hetil.,1985).

Dans I'environnement marin, les Nématodes librestituent aussi le taxon dominant
de la méiofaune : 60% a 90% de la faune totale I{[CAd999). lls appartiennent au
méiobenthos et ont exploité tous les types de sédiments, quesait en milieu littoral,
colonisant les sédiments meubles, les fonds vasiegkque les plages sablonneuses (a sables
fins ou grossiers), en milieu intertidal ou subitida encore en milieu profond (O¢t al.,
1982 ; 2004 ; Ott & Novak, 1989 ;; Vanreustlal., 1997 ; Decraemer & Gourbault, 1997 ;
Riemannet al.,2003 ; Debenharat al.,2004).

La plupart des nématodes n’'ont pas besoin d'unragpostant d’'oxygene et ont une
haute tolérance pour les conditions anoxiques.afexrt colonisent les couches de sédiment
anoxique, ou le soufre est accumulé par actiorébaaine forme une zone de discontinuité de
potentiel (RPD) (Jgrgensen & Fenchel, 1974 ; Otildvak, 1989 ; Giere, 1992). Parmi les
especes de nématodes qui bénéficient de I'explmitalu soufre et des avantages offerts par
cette niche écologique (faible prédation et dimomde la compétition interspécifique), sont
retrouvées celles qui se sont associées a des-organismes chimiosynthétiques sulfo-
oxydants (ecto- ou endosymbiotiques). D’autres nédes du genr®ncholaimuscolonisant
les sédiments aux alentours des sources hydrotlermant développé des cellules de
stockage du soufre sous leur cuticule dans lesstiépidermiques. Ces structures apparaissent
guand les nématodes sont exposés a des conditiliickgsies importantes (Thiermaret al.,
2000) (Tab. 4).
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nématodes adaptations Localisations Références

Thiermannet al.,1994,
Thiermannet al., 1997,
Oncholaimus Inclusions Thiermannet al.,2000
campylocercoides de soufre Mahmoudiet al.,2005;
Sédiment peu profond| Hedfi et al.,2007;
Beyremet al.,2007

Sédiment autour des
sources hydrothermale

(%

Ottet al.,1982;

Dandoet al.,1991;
Endobiontes| Sédiment peu profond| Austenet al.,1993;

Kito & Aryuthaka, 2006 ;
Vidakovic & Boucher, 1987

Astomonemat
Parastomonema

Riemann, 1993;

Rhaptothyreus | Endobiontes Sédiment profond Miljutin et al., 2006

Ott & Novak, 1989 ;
Ottet al.,1991;

L Ott, 1995 ;
Stilbonematinae| Ectobiontes Polzet al.,1992 ;

Hoschitzet al.,1999;
Bayeret al.,2009

Boucher & Gourbault, 1990;
Muthumbiet al.,1995

Sédiment vaseux

Tableau 4 : Récapitulatif des différentes adaptations au soufre retrouvées chez les
nématodes.

Les nématodes marins peuvent étre classés seltne gqyaes trophiques formant deux
groupes (Wieserl953) : Le groupe 1 contient les especes de nélesatoe possédant pas
d’armature buccale et le groupe 2 les espécesmatndes présentant une armature buccale.
Les types trophiques 1A et 1B correspondent auxtidétes qui avalent leur nourriture
entiere. lls ne présentent pas de cavité buccakincie et s’alimentent sur de trés petites
particules qu’ils aspirent par simple succion dedbphage. Les especes de type 1A sont
sélectives de leur nourriture (principalement destdries) alors que les especes de type 1B ne
sont pas sélectives et s'alimentent sur les détriitganiques. Le type trophique 2A
correspond aux suceurs d’épistrates (herbivorksspercent les membranes cellulaires de leur
nourriture, afin d’en sucer le contenu. lls présahune cavité buccale conique avec ou sans
denticules et peuvent s’alimenter sur des particplas grosses tels que les diatomées, les
algues unicellulaires et les protozoaires. Les@spdu type 2B présentent une cavité buccale

fortement armée qui leur permet de s’alimenter dernombreux organismes dont les
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bactéries, les diatomées et les algues uniceligamais aussi sur des nématodes et autres
métazoaires. lls sont assimilés aux espéces caesiyprédateurs) ou omnivores.

Un autre mode d’alimentation chez les nématodet alécrit par Jensen (1987) et
permet la consommation de matiére organique disspat diffusion transépidermique. Ce
moyen permet un ravitaillement supplémentaire exrnitare pour lesespéces thiobiotiques
(généralement détritivores) dont les nématodes mfigbes. Ce méme auteur omet la
séparation des groupes trophiques entre les #étas sélectifs et non sélectifs. Par contre,
Moens & Vincx (1997) ont ajouté des informationsngdémentaires a cette classification
suite a I'observation des nématodes colonisantestgaires. Six types trophiques ont été
décrits :

- les prédateurs facultatifs qui consomment des hastédes ciliés, des détritus et

des nématodes ;

- les prédateurs qui s’alimentent sur des nématddissenligochetes ;

- les microvores qui consomment des bactéries ;

- les consommateurs de ciliés qui s’alimentent asigsies bactéries ;

- les détritivores qui consomment des bactéries,cdE&s, des cyanophycées, des

microalgues et des diatomées ;

- et les herbivores qui s’alimentent sur des badgrides microalgues, des

cyanophyceées et des diatomeées.

Les nématodes marins impliqués dans une relationbigyique appartiennent a la
classe des Chromadorea de I'embranchement des dldesatMeldalet al., 2007) (Fig. 5).
Deux types de nématodes marins sont connus poetapper des symbioses bactériennes :
Les Stilbonematinae qui ont un tube digestif famutiel et des micro-organismes
ectosymbiotiques et les Siphonolaimidae qui n'cas pe bouche ainsi qu'un tube digestif
réduit et possedent des micro-organismes endosVioés. Ces groupes hbétes sont
phylogénétiquement distincts (De Ley & Blaxter, 2P@t appartiennent respectivement a
I'ordre des Desmodorida et a I'ordre des Monhydge(Fig. 5). Ces nématodes sont retrouvés
dans les mémes habitats et colonisent préfératielit les sédiments soufrés réduits de

faible profondeur.
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Embranchement des Nématodes

Classe des Classe des
Enoplea Chromadorea
Sous-classe des Sous-classe des
Enoplia Chromadoria
2 Ordres|dont : 7 Ordres dont :
Ordre des Ordre des Ordre des
Enoplida Desmodorida Monhysterida
Famille des Famille des Famille des Famille des
Rhaptothyreidaeae Oncholaimidae Desmodoridae Siphonolaimidae
Rhaptothyreus Oncholaimus | Astomonema
Sous-famille des Parastomonema
Stilbonematinae

Eubostrichus
Leptonemella
Laxus
Robbea
Squanema
Catanema
Stilbonema

Figure 5: Systématique de 'embranchement des Nématodes (D’aprés Abebe et al.,
2006).

Les nématodes de la famille des Siphonolaimidat repmésentés principalement par
le genreAstomonemdOitt et al., 1982). lIs colonisent de nombreux habitats littiargsables
de plage, etc...) mais sont aussi collectés danséaisnents vaseux de grande profondeur et
au niveau despockmarks riches en méthane (Dandet al., 1991). Les analyses
phylogénétiques de ce nématode hote basées senéedp 'ARNr 18S ont démontré que
'especeAstomonemap. était plus proche des nématodes non-symbestide la famille des

Linhomoeidae  (Chromadoria, Monhysterida) et Axomoldae (Chromadoria,
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Araeolaemidae) plutét que de ceux appartenantsoua-famille des Stilbonematinae (Fig.
6A). Cependant, les analyses phylogénétiques debisies deAstomonemap. utilisant des
comparaisons de séquences de genes de 'ARNr 168wélé qu'ils étaient proches des
ectosymbiotes de la sous-famille des Stilbonematmessi bien que des endosymbiotes sulfo-

oxydants des oligochétes marins (Musiaal.,2007) (Fig. 6B).

— Pellioditis marnina [AF083021 —
i Rhabaitis myrophila l'.lEHEEH‘.’v;J
(A) — Caeromabdits sp. [AFOB30DE]
Cuticulans sp. [UB1583)
Zeldia punctata |UG1760)
Myolaimus sp. [UB1585]
D é Brugia malay! LEFDE-SSSBE
Ascans lumbricoides [U94366)
Fleclus acuminalus [AFQ3TE2 B!,
Ascolaimus elongafus [A\‘SS}&%SE 232 — m
Axonalaimus helgolandicus i
Cylindrolamus sp. [AF202143] [ ] Axonolaimidae g
Cylingrodg g A ) & . ..
—{Asiomonema sp. |.5| A1 OS] 20 —— Siohonolaimidae E
Le QUi ST H —_—
Sabatferia sp. [AYB854238] Linhomoeidae o
Terschallingia longicaudats [AYB54230] ‘_E
Sphaerolaimus hirsuius [AYB54228) 0
Daptonema procen)s [AF047889]
Euhostrichus dianae [Y16915] P
—— Catanema sp. [Y16912] ) .
- Laxus cosmopolifus [Y16918] Stilbonematinae
Robbes hypermnesrra [Y1EQ2|]
— Leplonemells sp. [Y169, —
Pragacanthonchus sp. [AF036612) — @
Enoplus brevis [UBB336] L
Adoncholaimus sp. [AF036642] ] g—
Trichinelia spirahs [UB0231) 1% =
w

Escherichia v:ohT[Aﬂ-Dds?N]
———— Vibrio harvey [X74706]

(B) Calyptogena magnifica 5ymb|ont£l199446]
Vesicomya gigas sym bll:m’:ln[g
Bathymodiolus thermaophius symbiont [M99445)
Thiothrix ramosa [U32940]

Leucothriy mucor [X87277]
Lucing pactinata symbiont [X84980
Thyasira flexuoss symbiont [LO1575
Escarpia spicata andosymbiont [UT7482)

Riftia pachyplia s{mhinm [U7747 & Endosymbiote de
_|:E'mlur-oxldlzmg acterium [AF170424] , d
Cold-seap sediment clone, Japan Trench [AB015253] nematode
—:ﬁmhc sediment clone, Svalhat [AJ2409$ /
s S5 =1 5 [LES = -
um:n“ «—

Ofau.'us crassutumca?us Gamma I symbiont [AJ620507]
Olavius algarvensis Gamma 1 symbiont [AF328856]
Inanidrilus makropetalos Gamma 1 symbiont [AJ830084]
Inanidrilus ieukodermatus Gammal symbiont [U24110]
Kazan mud vulecano clone [AY592164)]

Allachromatum vinosum [M26629]
_Eﬁmcapsa rosea [AJO0B0E2]
Thiosocsus plennigi [Y12373]
Qlavius crassitunicatus Gamma 2 symbiont [AJ620508]
Deep-sea sediment clone [AY375132
Pogonpphora endosymbiont [ABG70215]
Cold-seep sediment clone, Japan Trench [ABO15248
Deap sea sediment clone, Pacific Nodule [AJEETES!
Deep sea sediment clone, Pacific Module [AJ567542]
———————————— Thialkalivibric denitrficans [AF126545]
Nitropoceus mobifis [L35510] 10 %

Ectosymbiote de
nématode

Figure 6: Reconstitution phylogénétique basée sur les séquences d’ARNr 18S des
nématodes et d’ARNr 16S de leurs symbiotes (Musat et al., 2007).

(A) Affiliation du nématode associé a des bactéries endosymbiotiques (Astomonema sp.,
Siphonolaimidae) et des nématodes associés a des bactéries ectosymbiotiques
(Stilbonematinae).

(B) Affiliation des symbiotes : Mise en évidence de la proximité des symbiotes du nématode
Astomonema sp., du nématode Laxus sp. (Stilbonematinae) et des Oligochétes des genres
Olavius et Inandrilus.
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Les nématodes de la sous-famille des Stilbonen&a{idasmodorida) sont regroupés
en 7 genres :Catanema Cobb 1920, Eubostrichus Greef 1869, Laxus Cobb 1894,
LeptonemellaCobb 1920RobbeaGerlach 1956Squanemaserlach 1963 ebtilbonemaCobb
1920. lls forment un groupe monophylétique selos Bonnées morphologiques et
moléculaires (Kampfeet al.,1998 ; Riemanet al.,2003 ; Ottet al.,2004) (Fig. 7).

Eubostrichus parasitiferus

Eubostrichus topiarius

Eubostrichus dianae T

Laxus cosmopolitus a0

53 :; 1 Laxus oneistus

47 ;: Catanema sp.

L | Stitbonema majum g8 .

Leptonemella sp.
Robbea hypermnestra

mrynr micans

70 — | Desmodora ovigera

98 L | Xyzzors sp.

Enoplus meridionalls

als

a3
23

=l

0

L1 | L

Figure 7: Analyse comparative des données moléculaires et morphologiques de 13
nématodes de la classe des Adenophorea (Kampfer et al., 1998).

A gauche : phylogénie basée sur l'analyse des séquences 18S du gene d’ARNr. A droite:
Phylogénie basée sur les caractéres morphologiques.

lIs colonisent préférentiellement les sédimentdreésuréduits des plages sablonneuses
en milieu tropical (herbier @halassia testudinu)ret vivent a quelques centimétres sous la
surface du sédiment en fonction de la RPD. lls studiés principalement aux Bermudes et a
Belize (Ott & Novak, 1989 ; Schiemet al.,1990 ; Ottet al., 1991 ; 1995) mais aussi dans
les sédiments sableux de Floride (€ithl.,1982), en mer Adriatique (Ott, 1995), dans la mer
du Nord (Warwick, 1971 ; Vanreusel, 1991) et dansér Baltique (Jensen, 1987). lls ont été
aussi observés dans les suintements peu profon@é&le (Thiermanret al., 1994) et en
Nouvelle-Zélande (Kameneat al.,1993). Deux caracteres les distinguent des ataresles
de nématodes :

- la structure complexe de I'Organe Sensoriel Glaadal(OSG) qui permet la
sécrétion du mucus au niveau cuticulaire. Ces @gaitués sous la cuticule des nématodes
sont formés chez les Stilbonematinae de 3 a 4leslllChez les nématodes des genres
Spiriniinae (Desmodoridae) etDesmodorinae (Desmodoridae, Desmodorina), proches
phylogénétiquement des Stilbonematinae mais nonbisyigues, les OSG sont formés
uniguement de deux cellules (Nebelsgtlal.,1992 ; Bauer-Nebelsioét al.,1995).
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I'association obligatoire avec des bactéries sytigpes formant un manteau
bactérien sur la cuticule du nématode. Ces ectosyeshsont spécifiques du genre et plus
souvent de I'espece du nématode hote (Ott & NoY/aR9).

Ces nématodes ont été décrits pour la premiergoissreef en 1869 qui considérait
gue le manteau bactérien ectosymbiotique étaitounementation cuticulaire. Plus tard, ces
symbiotes étaient assimilés a des spores fongiques des algues bleues (cyanobactéries)
(Ott et al.,2004). La description d’'une éventuelle associaéintre des micro-organismes et
les nématodes, a été suggerée pour la premierpdoiBowellet al.,(1979) qui a observé une
accumulation de soufre par autoradiographie dansnémteau bactérien du nématode
Eubostrichussp. aprés incubation dans du,Na radioactif. Plusieurs expériences ont ensuite
permis de supposer que ces bactéries symbiotiqteene chimiosynthétiques sulfo-
oxydantes :

(1) I'étude du métabolisme bactérien et la misedeidence de sa contribution dans
I'association avec les nématodes (Schieateal.,1990) ;

(2) La présence d’enzyme spécifique de l'autotreplé RubisCO et la détection
d’ATP sulfurylase et de sulfite oxydase (Petzl.,1992) ;

(3) les faibles valeurs de l'isotope stable de ocadd*C (Ott et al., 1991) qui sont
typiques des micro-organismes libres et symbiosqioautotrophes (Rau, 1981 ; Speb
al., 1986) ;

(4) L’'analyse des séquences d’ADNr 16S qui plasesignbiotes deaxussp. dans le
groupe des- Protéobactéries (Po#t al.,1994).

1.5 Les sédiments marins tropicaux de faible profondeur

En milieu tropical, trois écosystemes jouent ure rptépondérant dans le domaine
maritime : la barriére de corail, I'herbierTdalassia testudinurat la mangrove. Parmi ces
trois milieux retrouvés en Guadeloupe, les nématoadgrins colonisent préférentiellement les
sédiments sablo-calcaires ou se développent lbseheet les sédiments vaseux de mangrove.

Les études méiofaunistiques menées en Guadelouplaut des années 80, ont
permis de recenser six principaux taxons (Nématodepépodes, Tardigrades, Halacariens
marins, Polychetes et Turbellariés) représentatédsla méiofaune sur le pourtour de la
Guadeloupe (Renaud-Mornant & Gourbault, 1981 ; 19&burbaultet al., 1998). Le
pourcentage de ces principaux taxons représentds f@tement selon le lieu et les
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caractéristiques sédimentaires du milieu ; il mepar exemple, une nette corrélation avec la
granulométrie et le taux de carbonate de calciu@@alu sédiment (lié a I'érosion des récifs
coralliens). La composition au niveau génériquemglements de nématodes est nettement
plus variable dans les sites de mode battu que c&uns de mode calme. La granulométrie
influe de facon significative sur la compositionngéque des assemblages de nématodes,
mais pas sur les mesures de diversité spécifiqgoadiBer & Gourbault, 1990 ; Gourbaeit

al., 1998). Chez les nématodes, 122 espéces ont dettéeb appartenant a 112 genres
(Gourbaultet al.,1998). Il a aussi été remarqué que la famille@esmodoridae était la plus
abondante et la plus diversifiee au niveau desostatétudiées, tous milieux confondus
(Boucher & Gourbault, 1990). De nouveaux genrenématodes marins en Guadeloupe,
appartenant a différentes familles ont alors étgitdésuite a ces études méiofaunistiques. Ces
nématodes appartiennent aux familles des Xyalidaeuipbault, 1982), Draconematidae
(Decraemer & Gourbault, 1986), Epsilonematidae (Gault & Decraemer, 1986 ; 1987 ;
1988 ; Decraemer & Gourbault, 1987 ; 1990ab), Deswlecini (Decraemer & Gourbault,
1986) et Lauratonematidae (Gourbault & Decraem®86)l Dans les sédiments sablo-
calcaires du sud de la Grande-Terre, des fami#asethatodes dominantes ont été identifiées,
représentant plus de 80% des individus collectédss dzes milieux et appartenant aux
Desmodoridae, Xyalidae, Cyatholaimidae et LinhomeidBoucher & Gourbault, 1990).
Certaines especes étaient aussi prélevées magmtit dontNeonyx sp., Daptonema
miamiensis Spirinia parasitifera Metalinhomeussp.1, Terschellingiasp.2, Leptogastrella
sp., Marylinnia sp.1 et Marylinnia sp.2 (Boucher & Gourbault, 1990). Dans cet
environnement, un bivalve de la famille des Lucaaich été décrit comme vivant en symbiose
avec des bactéries sulfo-oxydantes (Gedsal., 1996). Ces bactéries contenues dans la
branchie du bivalve permettraient la détoxificatthnmilieu et joueraient un réle nutritionnel
lors de carence alimentaire de I'animal hote (Feklst al.,1983a ; Diouriset al.,1989).

Un autre écosysteme caractéristiqgue du milieu ¢edpietrouvé en Guadeloupe est la
forét de mangrove. Elle est caractérisée par upécesdominante d’arbres : les palétuviers
rouges Rhizophora mang)e Cette forét représente un écosysteme originaie da milieu
terrestre et le milieu marin. En Guadeloupe, lageaitant faible [le marnage dans la Baie de
Pointe-a-Pitre ne dépasse guere 50cm a 60cm eondpéde vive-eau (Assor, 1988)], les
lagunes de mangrove et la forét bordant ces lagesm@sen permanence inondées. Dans 'eau
de mer environnante, sont retrouvées de nombréesiies et branchages en décomposition,
conséquence de l'action de communautés bactérieztnEBsigiques (Ashtoret al., 1999 ;

Torres-Pratts & Schizas, 2007). Cet apport de meatigganique en continu par les palétuviers
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constitue un support pour de nombreux invertébessiles et vagiles et forme un sédiment
vaseux silto-argileux carbonaté (Assor, 1988). tesimunautés formant la meéiofaune de
mangrove sont composés d’'annélides (principalerdent Oligochétes), de crustacés et de
nématodes. Ces derniers représentent la majorité@ detiofaune du sédiment et des bois
coulés de mangrove et jouent un roéle important ¢nsnéralisation de la matiere organique
(Alongi, 1990 ; Gee & Somerfield, 1997 ; Zhou, 2R0ODe plus, les bois coulés ont été
récemment décrits comme environnement favorabldéaeloppement de symbioses sulfo-
oxydantes grace a la production de sulfures pdétmmposition de cette matiere organique
(Laurentet al.,2009). L'étude des communautés de la méiofaunealegrove a meneé a la
description de plusieurs nouvelles especes de néemtdontParapinnanema ritaest P.
rhipsoides en Guadeloupe (Gourbault & Vincx, 1994). Dans th8érentes zones de
mangrove, les variations du contenu en vase dusédisont liées au type d’alimentation des
nématodes (Schrijvers & Vincx, 1997). Au niveau cesnes de palétuviers et de la litiere de
feuilles, les mangeurs d'épistrates (herbivores)t snajoritaires (Nicholaset al., 1991 ;
Chinnadurai & Fernando, 2007). Leur présence cdénavec I'augmentation des microalgues
benthiques et des phytodétritus (Alongi, 1990). D&s mangroves australiennes et plus
précisément dans la partie médiane des lagunestetopuves principalement des nématodes
détritivores, alors que les omnivores et prédatptggsalent dans les zones les plus éloignées
(Alongi, 1987 ; Nicholaset al.,1991 ; Nicholas, 2001). Environ 85% de ces animagkent
dans la couche supérieure du sédiment vaseux lenssnt quelques especes sont capables de
pénétrer plus profondément dans la couche anoxdgqusédiment (en dessous de 10cm de
profondeur). Les abondances sont affectées paatéaret les populations varient en fonction
du contenu alimentaire et organique du sédimessi gire de sa granulométrie (Hodda, 1990).
Tietien & Alongi (1990) mettent en évidence la ébation significative entre la biomasse
formée par la litiere dvicennia marinaespéece de palétuvier formant la forét de mangrove
tempérée), 'abondance bactérienne et 'abondaasendmatodes. La relation disparait dans
le temps avec le vieillissement des détritus. Eadéloupe, la forét de mangrove est humide
et est bordée d&hizophora manglgPalétuvier rouge). Dans cet écosysteme, ont été
recensées des familles dominantes de nématodegseepant plus de 80% des individus
collectés dans ces milieux et appartenant aux desmbdoridae, des Linhomeidae, des
Ethmolaimidae ainsi que quelques nématodes deniédléades Xyalidae et Oncholaimidae
(Boucher & Gourbault, 1990). Certaines especegmtaiussi prélevées majoritairement dont

Neonyxsp., Daptonema miamiensi§somphionemasp., Metalinhomeussp.1, Terschellingia
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longicaudata Croconemasp.,Eubostrichussp. etPseudolelloidesp. (Boucher & Gourbault,
1990).

A partir de ces observations méiofaunistiques at girécisément de celles de la
nématofaune peuplant les sédiments cétiers soufédsits en milieu tropical, nous
avons éetudié tout d’'abord la diversité des némataxienbiotiques de la sous-famille des
Stilbonematinae dans I'herbier Bhalassia testudiumet la mangrove de Guadeloupe.
L'objectif de cette premiére partie d’étude étaitdehtifier les espéces de nématodes
symbiotiques et de décrire la forme et la structirenanteau bactérien qui les recouvre. Des
techniques moléculaires de sequencage et d’hylordat situ (FISH et Card-FISH) ont été
utilisées, afin de mieux caractériser cette symbibactérienne. Une grande partie de ce
travail a ensuite été de développer une technigerengttant la localisation du soufre
élémentaire a partir d’'organismes entiers sansdetgr de dommages afin de confirmer la
nature sulfo-oxydante des bactéries associées #illporf@matinae. La microspectrométrie
Raman s’est révélée étre un outil parfaitement tédapce contexte et a donc permis de
réaliser un « screening » rapide de la méiofaulensant les bois coulés en mangrove, afin
de déceler d’éventuels organismes thiotrophesedibu symbiotiques). Les bivalv€sdakia
orbicularis et Lucina pectinantavivent associés a des endosymbiotes sulfo-oxydants
colonisent respectivement I'herbier Ehalassia testudinunet la mangrove. lls ont été
analysés de la méme maniere que la nématofaunesdécosystemes afin de constituer des
témoins. Enfin, I'écologie de la nématofaune de gnave a été étudiée. Ce dernier objectif
est inspiré de l'analyse de limpact de la dégradad’'une carcasse de baleine sur la
répartition de la nématofaune et de la macrofamé&annante (Debenhaet al, 2004). Il a
récemment été montré des émission de sulfuresderta dégradation des carcasses de
baleines (Treudet al, 2009) ainsi que lors de celle des bois coulésiangrove (Laurerdt
al., 2009). Une expérimentation a donc été menéedafidéterminer 'impact des émissions
de sulfures par la dégradation des bois coulédastépartition de la nématofaune dans le

sédiment de mangrove.

26



2 MATERIEL ET METHODES
2.1 Sites d'études et échantillonnage biologique

a. Sites d'études

La Guadeloupe est une ile tropicale située suc Batillais a 16°15’ de latitude Nord
et a 61°35’ de longitude Ouest. Elle est forméedeex iles I'une calcaire Grande-Terre a
I'Est et l'autre volcanique Basse-Terre a 'Oudstarées par un bras de mer étroit, la Riviere

Salée. Elle est bordée d'un c6té par 'Océan Altiaet et de I'autre par la Mer des Caraibes
(Fig. 8).

61°30' W

Riviere Salée

Grand Cul-de-
sac Marin

La Désir:dlay

Grande-Terre
Pointe-a-Pitre > eoiS2

Basse-Terre

Ilesdela *
Petit Cul-de- Petite-Terre

sac Marin =

= *\ Bouillanie

o Basse-Terre

.

Les Saintes &

Figure 8 : Représentation des iles de la Guadeloupe.
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Les biotopes sédimentaires littoraux doivent leuigine a la désagrégation des
formations préalablement édifiées, soit par I'atdiwolcanique soit par les récifs coralliens
(Calhoun & Field, 2008). En raison du contact dexdiées d’origine totalement différente, on
rencontre en Guadeloupe une large variété de sathrigoraux allant des sables noirs et fins
constitués en quasi-totalité de minéraux volcarsguesqu’aux sables blancs et grossiers
entierement organogénes, en passant par des sésliméetes a différentes proportions

d’éléments siliceux et carbonatés.

Le premier site d’étude retenu est I'herbier a @nagames marines de I'ilet cochon
(Fig. 9A-B) situé dans le Petit Cul-de-sac Marin @eadeloupe. Cet herbier constitué
principalement d& halassia testudinurde la famille des Hydrocharitaceae (Fig. 9C) est u
ecosysteme a part entiére qui se développe entittolal et la barriere corallienne sur un
sédiment sablo-calcaire. Ces sables proviennelat désagrégation du socle récifal ancien ou
de I'érosion par les vagues de récifs actuels iétalel facon discontinue sur les cétes Sud de
la Guadeloupe. L’échantillonnage a été effectu@idd d’'un carottier de 15cm de diametre
sur une profondeur d’environ 30cm. Les prélevementsété transportés dans un bac d’eau

de mer jusqu’au laboratoire ou ils ont été tamfaés triés.

Le deuxieme site d’étude est la mangrove et plésipément la lagune de la manche a
eau située a proximité de I'embouchure de la Revigalée dans le Grand Cul-de-sac Marin
de Guadeloupe (Fig. 9A-D). La forét de mangrove eshstituée principalement de
palétuviers Rhizophora mang)e Elle représente un écosystéme charniere entterda et
I'environnement marin. La décomposition dans I'emugrandes quantités de feuilles et de
branchages produit un sédiment vaseux riche erereabrganique. L’échantillonnage de la
nématofaune s’est effectué sur les branchagesugfafes coulés naturellement (Fig. 9E)
ainsi que sur des branches de palétuviers et datier coulés expérimentalement dans un
casier d’environ 250di(h : 0,5m ; Lg: 1m; | : 0,5m) de contenance.dasier a été déposé
a 1m50 de profondeur sur le sédiment de mangroue éthantillonnage de la nématofaune a

été effectué sur umansectallant du casier a 5m de distance de celui-ci.
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Lagune de la
manche a eau

Figure g : Localisation des sites d’études.

(A) Vue aérienne de la riviére salée en Guadeloupe (google earth).
(B) Plage de I'illet cochon et herbier a Thalassia testudinum ou les prélévements de sédiment
ont été réalisés.

(C) Photo sous-marine de '’herbier a T. testudinum.

(D) Photo de la forét de mangrove bordant la lagune de la manche a eau.

(E) Photo sous-marine du sédiment de mangrove prise au niveau des racines de palétuvier
rouge (Rhizophora mangle).

b. Echantillonnage en Herbier aThalassia testudinum

Les carottes prélevées ont été triées sur un tdenBmm d’arréte, afin d’éliminer les
fractions les plus grossiéres contenues dans imeét[débris végétaux, coquilles...].

Suite au tamisage complet des carottes dans dssdealO litres, de I'eau de mer
filtrée a 5um a été rajoutée et I'ensemble a ét&élsous bulleur, afin d’oxygéner le

sédiment.
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Une fraction de sédiment a ensuite été prélevés darcristallisoir avec de I'eau de
mer et les nématodes ont été extraits manuelleraehaide d'une pipette sous loupe
binoculaire (Nikon SMZ 800).

Les nématodes ont été regroupés selon les difEéneotphotypes recenseés puis placés
dans des capsules beem (taille 00) dont le cukttadécoupé et remplacé par un bouchon
troué contenant un morceau de tamis de 26um dtar@ systéme de stockage permet de
déplacer les organismes dans différentes solusans avoir a les manipuler individuellement
au risque de les abimer. Les échantillons sonterwés en eau de mer filtrée avant d’étre
analysés. Chacun des morphotypes observés a gtérpphotographie entre lame et lamelle
sur des individus vivants grace a un microscopeoiliéclipse 80i doté d’'une caméra LCD
Nikon DXM 1200F reliée a un ordinateur equipé dgideel de capture d'images ACT-1 de
Nikon version 2

Le bivalveCodakia orbicularisa été prélevé manuellement dans I'herbighalassia
testudinum La branchie a été disséquée puis congelée al&ne décongelée et maintenue

en eau de mer pour son analyse en microspectrenfi&rman.

c. Echantillonnage en mangrove

Un tri des différents organismes colonisant lesaeaux de bois prélevés (bois coulés
expérimentalement et bois coulés naturellement§ @&fectué a la loupe binoculaire (Nikon
SMZ 800). Les organismes récupérés ont été plaaés des salieres d’eau de mer avant
d’étre analysés. Le bivalMaucina pectinataa été prélevé manuellement dans le sédiment de
mangrove. La branchie a été disséquée puis congedrt d’'étre décongelée et maintenue en
eau de mer pour son analyse en microspectromédrieaR.

Le casier de bois immergé sur le sédiment de mapgest constitué de palmes de
cocotier (monocotylédone) et de branchages deyvaét(dicotyledone). Ces feuillages sont
représentatifs du milieu tropical cotier, sont ausfrouvés en grande profondeur par
chalutage (Pailleregt al.,2007ab). Afin de réaliser un suivi de I'impact casier de bois sur
la nématofaune, des prélevements de sédimentt@mfféctués tous les 15 jours pendant 4
mois lors d’'une premére campagne d’échantillonnagmée en 2008 (de mars a juin).
L’expérimentation a été éffectuée a nouveau en 2089anvier a février) pendant 1 mois %
en immergeant un nouveau casier de bois sur lensétlide mangrove. A I'aide d’un carottier
de 10cm de diamétre sur environ 20cm de profoniesédiment vaseux a été prélevé au

niveau du casier, a 2,5m puis a 5m (Fig. 10).

30



Casier de — : R
bois coulés Carottage du sédiment tous les 15 jours a
Eau
Om 25m 5m
J |_| |_| Sédiment
vaseux

Figure 10: Représentation schématique des sites de prélevements de sédiment en
mangrove.

Afin d’évaluer la densité des nématodes a distahcecasier, il est nécessaire de
séparer les animaux du sédiment. L’extraction d&matodes d'un sédiment vaseux ou
contenant une grande quantité de détritus orgasigse effectuée a partir d'une série de
centrifugations dans une solution de silice colt#d(Ludox TM50) (Heipet al., 1985).
L’ajustement de la densité du Ludox a celle desatédes : 1,13 (Rzeznik-Orignac, 2004))
permet une suspension des nématodes dans la jipaise let la précipitation du sédiment
plus dense.

Environ 30ml de sédiment ont été placés dans umflalbon de 50ml. Apres lheurede
sédimentation lente a température ambiante, I'eamdr en excés est éliminée et 20ml de
formol 4% neutralisé est ajouté dans le tube. lcbsiétillons sont conservés a 4°C.

L’extraction des nématodes se déroule selon lgeétsuivantes :

- Apres avoir retiré le formol, le sédiment est Ipa& ajout de 20ml d’eau distillée. Le
tout est agité manuellement puis centrifugé 1 mM20@0g. (3 fois).
- A la fin du 3™ bain de rincage, I'eau distillée est remplacée ¥&ml de Ludox

préalablement ajusté a la densité de 1,13.

- Le tout est homogénéisé puis centrifugé 10min 800

- Le surnageant est ainsi récupéré dans un béchisrieggunématodes sont préleveés a la
pipette sous loupe binoculaire.

- Les nématodes sont placés dans une saliere cohtdeatieau distillée et sont
rapidement transférés dans du formol 4% pour |éttakonomique, afin d’éviter la

déformation du nématode par choc osmotique.
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2.2 ldentification morphologique des nématodes

a. Préparation des nématodes pour I'étude taxonomique

Les nématodes extraits manuellement de I'herbieceux récoltés en mangrove par
centrifugation au ludox, et conservés dans unetisaldle formol 4% neutralisé sont ensuite
transférés progressivement du formol au glycérolr pme série de dilutions
eau/éthanol/glycérol (réactifs de Seinhorst (1988)préparation au travers de ces mélanges
réactifs vise a faire passer les nématodes daglydarine pure pour les conserver et rendre
visible les détails de leur anatomie en évitant t&formation corporelle.

- Les nématodes sont placés a l'aide d'une aigudlesdune saliere contenant 5ml

du réactif de Seinhorst 1 (eau distillée : 79%ycétol : 1% ; éthanol 95° : 20%) ;

- Les salieres sont ensuite placées 48 heures darisoite hermétique contenant de
I'éthanol 95° ;

- Aprés ce délai, les nématodes sont transféréside I'd’'une aiguille dans une
saliere contenant du réactif de Seinhorst 2 (gblcés% ; éthanol 95° : 95%) et
soumis a évaporation lente a température ambiameamt 72 heures ;

- Une fois le glycérol anhydre, les nématodes sonttésoentre lames et lamelles

dans du glycérol pur a raison de 10 spécimensapaes.

b. Détermination spécifique des nématodes
L’identification d’'une espece s’appuie sur I'obsaion:
- des caractéres morphologiques externes : la steuata la cuticule, la forme de
'amphide et de la capsule buccale, le nombre égss®nsorielles et la forme de la queue ;
- des caracteres internes : la cavité buccale, ke digestif, les organes sensoriels et le
systeme reproducteur (principalement la forme deusp chez le male).

La détermination a été realisée a l'aide d'un ndcape équipé d'un objectif a
immersion x100. Les caracteres morphologiques wt tigpologie sont regroupés dans le
schéma suivant (Fig. 11). Les nématodes symbiatiqu&levés en herbier et en mangrove ont
été identifiés en collaboration avec J. Rzeznilg@ac du Museum National d’Histoire
Naturelle (MNHN) a partir des clés picturales datP& Warwick (1988), de Vincx (1986),
de Urbanciket al.(1996ab).
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(A) Allure générale d'un nématode marin male en vue latérale. (B) Allure générale d’'un

nématode marin femelle en vue latérale.
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En mangrove, la nématofaune a été étudiée a pdadiprélevements effectués en 2008
et 2009. Un prélevement témoin dans le sédimentadagune de mangrove a été réalisé
uniquement en 2009. Les organismes prélevés atératites stations ont été regroupés par
morphotypes. Les identifications et I'étude desuges trophiques de la nématofaune ont été
réalisées en collaboration avec M. Vincx et T. Cauap Bezerra de I'Université de Ghent
(Belgigue) a l'aide des clés d’identification iltuSses et des bases de données disponibles
(Platt & Warwick, 1988 ; Vandepitteet al., 2008) ainsi que des clés d’'identification
électroniques spécialement désignées pour les ndewma(Tarjan & Keppner, 1999 ; Deprez,
2006) site Nemys (Université de Gent). Deux dénations des groupes trophiques ont été
utilisées, l'une établit par Jensen (1987) et fagtar Moens & Vincx (1997).
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2.3 Description ultrastructurale des nématodes symhioies

a. Microscopie électronique a balayage (MEB)

o Fixation et déshydratation
Les nématodes ont été fixés dans une solutionudargldéhyde a 2% tamponnée dans
du cacodylate a 900 milliOsmoles pH 7,2 pendaneés a 4°C, puis lavés 3 fois 10min en
tampon cacodylate (900 milliOsmoles) a pH 7,2 awdigtre déshydratés par des bains
successifs de 10min chacun d’acétone 30%, 50%, 96%, et 3 fois 100%.

0 Observation
L’acétone est substitué par du £lguide avant que les échantillons soient desseché
a l'aide d’un point critique (Biorad, Polaron cciil Point drier). Les échantillons sont ensuite
fixés sur des supports en aluminium puis métallssé'sr (Sputter Coatter SC500, Biorad)
afin de les rendre conducteurs. Ils sont obseni&sde d’un microscope a balayage Hitachi

S-2500 sous une tension d’accélération de 20kV.

b. Microscopie électronique a transmission (MET)

o Fixation et déshydratation
Les nématodes sont fixés 1 a 3 heures dans ungosolle paraformaldéhyde 4%
tamponnée dans une solution de cacodylate (90@Dwiloles) a pH 7,2 ou tamponnée en eau
de mer filtrée (0,22um). Les animaux sont enswaieed 3 fois pendant 10min chacun a
température ambiante dans du tampon cacodylate r@i@smoles ; pH 7,2) ou dans de
'eau de mer filtrée en fonction de la solutionfdation utilisée puis déshydratés dans des
bains successifs d’éthanol 30%, 50%, 70%, 95% feis3L00%.

0 Substitution et inclusion

Inclusion en paraffine

Les échantillons, une fois déshydratés, sont pldeés 3 bains successifs de xyléne
pendant 10min. Ces bains ont permis de substitaileotl, afin de permettre I'inclusion en
paraffine. Les paniers contenant les nématodesessniite placés dans une étuve maintenue a
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65°C dans 3 bains successifs de paraffine liquitfesuite, les nématodes sont inclus en
paraffine dans des moules en plastique souplefpoliliter le démoulage du bloc. Cette étape
permet d’orienter les individus dans le bloc ad&ad’une loupe binoculaire. Ce bloc est alors
placé dans un nouveau bloc de paraffine plus grakentre des barres de Leukart, afin de
permettre sa découpe au microtome Leitz 1516. Degas de 5um d’épaisseur sont réalisées

et placées sur des lames préalablement silanisées.

Inclusion en résine LRWhite

Chacun des échantillons déshydratés a l'alcoopassé dans 4 bains successifs de 2
heures dans de la résine hydrophile LRWhite purevéley Inc.). Les échantillons sont alors
transférés une nuit complete dans de la résine guiseinclus dans des capsules beem 00 ou
dans des moules en polyéthylene avec de la résogen Les moules permettent une
inclusion a plat et l'orientation des échantillodans la résine sous la loupe binoculaire
contrairement aux capsules Beem ou les organisgdimentent librement. Cette résine ne
polymérisant qu’en absence total d’oxygene, lesswgmnt donc placés dans une boite a gants
sous atmosphere controlée saturée en d@pn 0,4 ppm; HO = 5,3 ppm) et incubés a 50°C
pendant 48 heures. Des coupes semi-fines (1pnmpes GOnm) sont réalisées sur les blocs
de résine a laide d’'un ultra-microtome Ultracut (Eeichert) et placées sur des lames

silanisées.

0 Observation
Les coupes fines sont contrastées 30min dans détdt® d’'uranyl & 2% en solution
agueuse puis 10min en citrate de plomb. Elles sastiite examinées avec le microscope
LEO 912 TEM (Philips 201) actionné a 75kV.

Remarque : Les coupes semi-fines sont utiliséesr pesi expériences d’hybridations

moléculaires et la coloration histologique.

c. Coloration histologique

Sur les coupes semi-fines obtenues a partir des lwnclusion en résine LRWhite
(voir 8 MET), une coloration histologique au blea tdluidine a 0,5% dans du tampon borax

a 1% est réalisée.
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2.4 Caractérisation analytique des symbiotes

a. Spectroscopie des pertes d’énergie d’électrons (EBI).

o0 Principe et mécanisme

Lorsqu'un faisceau d'électrons traverse un éclamiilinteragit avec celui-ci de deux
maniéres : soit linteraction est élastique, Gedire sans perte d'énergie, soit elle est
inélastique, c'est-a-dire avec perte d'énergie pEsi€lectrons incidents. Lorsqu'un électron
interagit de maniere inélastique, I'atome avecdequeu lieu I'échange absorbe une certaine
guantité de cette énergie et donc passe a unxgigd,aquant a I'électron il perd cette énergie,
cette diminution correspond aux états d'excitatles atomes du matériau traverse, elle est
donc caractéristique et permet une identificaties éléments composant I'échantillon.

La spectrométrie de pertes d'énergie d'électrascase a la microscopie électronique
en transmission est basée sur une analyse detiégwisn en énergie des électrons qui ont
interagi inélastiquement a la traversée de |'édiamt

o Application
Lors de I'analyse des coupes fines en MET, destig®eEELS ont été acquis sur les
vésicules des bactéries symbiotiques associéeaé@uatodes. Le microscope a transmission
LEO 912 est équipé d'un spectromeétre sur colonnggfratic omega-type electron energy-
loss filter (Egerton, 1986 ; Crozier, 1995)]. Lgmestres de perte d’énergie sont enregistrés
avec une camera [cooled slow-scan CCD (chargediedujevice)] en mode 14bit. Le filtre
Omega a été ajusté pour obtenir une énergie deutidésode 1,5eV.

b. Microspectrométrie Raman

o Principe
La spectrométrie Raman est basée sur le procésslastiqgue de l'interaction de la
lumiére avec la matiére. En éclairant un échantillau moyen d'un rayonnement
monochromatique (faisceau laser), la quasi-totalies photons constituant le faisceau
lumineux est réémise sans interaction avec la mat@ependant, une petite quantité de ces

photons rentre en interaction avec la matiéere etdéfisée dans toutes les directions de
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'espace. Dans cette fraction de particules d’é@eelignineuse, la majorité des photons sont
émis a la méme fréquence que le rayonnement inced@onstituent la diffusion Rayleight.
Pour seulement une infime partie (moins de 1/10?5?5})0e ces photons diffusés, un
changement de fréquence résultant d’'un échangerdgjiénentre les photons et la matiere est
observé lequel constitue la diffusion Raman. Léudibn Raman est trés faible comparée a la
diffusion Rayleigh et a la diffusion de fluorescen€&lle s’est avérée difficilement utilisable
jusqu’au développement de sources laser puissahtis filtres holographiques trés sélectifs

(filtre Notch) permettant de supprimer le fort sagjde diffusion Rayleigh. (Fig. 12)

Diffusion Rayleigh
hvO
Laser /‘ N _yp Détecteur
Lumiere /\/\/\>_
monochromatiqu Diffusion Raman
hy ltre
0 h(voxvy)
Figure 12: Processus de diffusion de la lumiére par la matiére (modifié d’apres
Himmel, 2005).

0 Meécanisme
Le mode d’acquisition d’'une image spectroscopigoesiste en l'acquisition de
spectres Raman point par point. Cette techniqgue petmet d’avoir le suivi d'un élément en
3 dimensions (X, y, z). Chacun des éléments deatiende coordonnées (X, y) sera appelé
Spixel (pixel spectroscopique). Selon l'informaticgcherchée, les spectres images seront
analysés et traités afin d’obtenir une distributitenl’élément recherché (dans notre étude, le

soufre élémentairegp(Fig. 13).
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Intensité de la bande Raman du soufre & 480gna.)
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Figure 13 : Dispositif du systeme d’acquisition des spectres images, de stockage et de
traitement des données (modifié d’aprées Himmel, 2005).
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(A) Microscope optique couplé au spectrométre Raman permettant de choisir la position du
laser sur I'échantillon. Le contréle et 'acquisition des données sont informatisés.

(B) Image en microscopie optique du contact entre la sonde raman et le nématode. Les points
représentent les différents points d’analyse permettant la constitution du spectre image.

(C) Représentation d'un spectre image dans laquelle chaque élément appelé Spixel est un
spectre du point de coordonnée (x,y).

(D) Distribution de l'intensité d'une bande Raman caractéristique du soufre, en fonction de la
distance d’analyse, extrait par traitement approprié du spectre image.

o Application
Les organismes ont été analysés soit a partir igtiiohas :
- vivants et déposés sur du ruban adhésif ou dankomecreuse contenant de I'eau
de mer filtrée (0,22um) ;
- fixés en glutaraldéhyde 2% en eau de mer filtré22{dm) pendant lheure
maximum a température ambiante et lavés 3 foisaarde mer avant I'analyse ;

- congelés puis maintenus en eau de mer filtrée (@B Zpres décongélation.

Les spectres Raman ont été acquis a I'aide d’uct&peétre HR800 HORIBA (Jobin
Yvon Microspectrometer) associé a un microscopdaqoet confocal. Un rayonnement
monochromatique de longueur d’'onde égal & 532nté aréis a 50mW par un laser NdYAG
solid (Spectra-Physics Millennia Pro 5 sJS). L'akifelOx du microscope a été utilisé afin de
faire la mise au point sur I'échantillon et de eible point d’analyse du laser dont la sonde a
un diamétre de 10um. La puissance du laser a xté fle 20mW a 40mW et le temps
d’acquisition a été de 5s a 30s maximum en fonademanalyses. Un réseau de 300 tr/mm et
de 600 tr/mm a été utilisé permettant d’enregisttesique acquisition spectrale dans une
gamme de nombre d’ondes allant de Banl720crit. La fente d’entrée du spectrométre était
de 500pm permettant une résolution de 1;5dne diamétre du trou confocal était de 500um
permettant d’obtenir une longueur de sonde de 40(jen adaptée au diametre de
I'échantillon analysé. Lors de l'analyse, I'échdati a été maintenu en eau de mer filtrée
(0 ,22um) afin d'éviter la surchauffe de I'animalr@’énergie lumineuse produite par le laser.

Les spectres images sont acquis avec un pas seloypde 5,6um (Tab. 5).
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Longueur d’onde de I'excitatrice 532nm
Puissance utilisée 20mVv
Temps d’acquisition maximum 30s
Pas d’acquisition des spectres images 5,6um

Tableau 5 : Conditions d’acquisition des spectres images utilisés.

Des spectres « témoins positifs » ont été enrégisuur des cristaux de soufre pur. Des
spectres « témoins négatifs » ont été acquis deas tle mer dans laquelle les organismes

sont maintenus pendant I'analyse.
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2.5 Etude moléculaire de I'association symbiotique

a. Hybridations moléculairesin situ (FISH et Card-FISH)

o Caractérisation des symbiotes

FISH : Fluorescencen situ hybridization

Cette technique permet de détecter des séquerigdl dibosomal 16S ou 18S par
hybridation de sondes nucléotidiques spécifiquesqugges par un fluorochrome. L’ARNr
16S ou 18S ainsi marqué eémet un signal détectablmjgroscopie a fluorescence.

Les hybridations moléculaires ont été realiséesdes coupes de 5um d'épaisseur a
partir des nématodes inclus en paraffine.

Les échantillons ont été traités selon le protocid-ISH proposé par Amaret al.,
(2001). Cette manipulation consiste, tout d’ab@dupprimer la paraffine hydrophobe en la
faisant fondre sur une plague chauffante puis agapit les lames dans 3 bains successifs de
toluene. Les échantillons sont ensuite réhydraaésipe série décroissante d’éthanol puis sont
rincés dans le I'eau distillée. L'étape suivantesiste a perméabiliser les membranes des
échantillons par traitement chimique a l'aide de®auccessifs d’acide chlorhydrique (HCI)
a 0,2M pendant 12min a température ambiante. Cesesi@&chantillons sont ensuite rincés
10min dans un bain de tampon Tris-HCI 20mM. Lesdsrsont ensuite placées dans un bain
de Tris-HCI (20mM) + Protéinase K a 0,5ug/mL a 37aCétuve) pendant 5min puis rincées
dans le tampon Tris-HCI (20mM) pendant 10min.

Apres avoir rincé les échantillons a I'eau dist|lées lames sont séchées a l'air libre.
Les sondes (50ng/pL) marquées par le fluorochramemélangées au tampon d’hybridation
a 1:15 (Annexe 1) et sont ensuite hybridées sbrited’ARNr (30ul par coupe) pendant 3
heures a 46°C (a I'étuve) en chambre humide. Ledesosont lavées a I'aide d’'un tampon de
lavage (20% Formamide — Annexe 1) a 48°C (au barnendans un premier bain pendant
guelques secondes puis dans un second pendant. 1&milames sont rincées a I'eau distillée
puis séchées a l'air libre. Le marquage est défaténicroscopie a fluorescence aprés avoir
monté les coupes entre lames et lamelles.

Lors de I'hybridation, le fluorochrome utilisé datCyanine3. Excité amax 550nm,

il émet une fluorescence orangaraax 570nm. Deux sondes ont été testées sur I'ARINr d

symbiotes bactériens : la sonde universelle deaa@iies (EUB338) et la sonde spécifique
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desy- protéobactéries (GAM42a). La sonde NON 338 auéitisée comme témoin négatif

d’hybridation.
Sondes Spécificité Séquences (5 3) Position Réferences
EUB338 | Eubactéries GCT GCC TCC CGT AGG AGT 338-355| Amannet al.,1990
GAMA42a | y-protéobactéries GCC TTC CCACATCGTTT 1027-1043anzet al.,1992
NON338 | Témoin négatif | ACT CCT ACG GGA GGC AG@338-355 Giovannoniet al.,1988

Card-FISH: Fluorescencein situ hybridization with Catalyzed Reporter Deposition

Cette technique permet de détecter 'ARNr 16S dastébies avec une sonde
spécifigue marquée par une horseradish peroxida$@P) sur laquelle plusieurs
fluorochromes vont pouvoir se fixer.

Les hybridations moléculaires ont été effectuéasdas coupes semi-fines (1um)
obtenues a partir des blocs d'inclusion en résiRévhite (8 2.3b).

Les échantillons ont été traités selon le protootdde Pernthaleret al. (2002).
L’inclusion en résine ne nécessite pas de préetraht des échantillons. La manipulation
débute directement par I'étape de perméabilisatiem membranes des échantillons par un
traitement chimique identique a celui utilisé eSIHI Apres le premier séchage a l'air libre,
les peroxydases endogenes sont inactivées paladesduccessifs a température ambiante de
HCI 0,01M pendant 10min et de PBS (Phosphate Bedfé3aline) 1X pendant 1min. Une
digestion enzymatique est ensuite réalisée en dearhbmide a l'aide de lysozyme
(10mg/mL) dans du tampon TE (Tris-HCI 1M +EDTA 0,bpendant 1 heure a température
ambiante. L'excedent est éliminé puis les sondeSn{uL) marquées par la HRP sont
meélangées au tampon d’hybridation (Annexe 2) d30: et sont ensuite hybridées sur le brin
d’ARNr pendant 2 a 3 heures a 46°C (a I'étuve) lkeantbre humide. Les sondes non liées
sont lavées a l'aide d'un tampon de lavage (50%nBaride — Annexe 2) pendant 10min a
48°C (au bain-marie) puis 15min dans du PBS 1Xngp&rature ambiante. Le signal de la
HRP est alors amplifie a l'aide dun fluorochrome [Tyramide-FITC. Un mix
d’amplification, constitué de 1000ul de tampon ddification (Annexe 2) + 10ul de 4@,
dilué (1ul de HO, pur + 199ul de PBS 1X) + 2ul de FITC, est dépasdes lames qui sont
placées en chambre humide a 37°C (a I'étuve) peridamin. Les lames sont ensuite lavées
dans une solution de PBS 1X pendant 10min a terysérambiante puis elles sont
transférées 1min dans de I'eau distillée et pasg@idement en éthanol 95%. Le marquage est
détecté par microscopie a fluorescence.
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Le fluorochrome utilisé (Tyramide-FITC) excité Amax 494nm, émet une
fluorescence verte amax 518nm. Une sonde a été testée sur 'ARNr desbiyes

bactériens : la sonde universelle des eubactéfiR®{EUB338).

Remarque : Un mélange Dakocytomation-DAPI (3 :1) iesisé comme milieu de
montage entre lame et lamelle afin d’augmenterctagrastes de la fluorescence. Le DAPI
permet de mettre en évidence 'ADN eucaryote desat@des mais aussi celui des bactéries,
ce qui est une étape préalable dans l'observaties slymbioses extracellulaires et
endocellulaires. Ces observations au DAPI permetternconfirmer ou infirmer la présence
d’'une autofluorescence des individus observés éa denservation des ribosomes lors de la

manipulation a chaud des coupes.
o Identification moléculaire des nématodes hotes
Des amorces spécifiques 18S ont été dessinées pais3ac (UMR 7138) a partir des

séquences GenBank de Kampéral. (1998) pour les nématodes du gefStdbonemaet

Bayeret al.(2009) pour les nématodes du geRabbea

Sondes Locus GenBank| Seéquences (5° 3) Position

18S Robbea sp.1| EU768870 665-685
o CCG GTC TGT ATG ATG TAC ATG

spécifique (1769pb)

18S Robbea sp.2| EU768871 664-689
o CTC GGT CCG TCT CGA GGA CGT GCA CC

spécifique (1745pb)

18S Robbea sp.3| EU784735 697-718
o AAA GAT TCA CCC ACT GGT CTG G

spécifique (1773pb)

18S  Stilbonema Y16922 1702-1720
) o TCAGTTTCG GCC GTTCGG A

majumspécifique | (1824pb)

L’hybridation en FISH s’est déroulée selon le mémmtocole FISH décrit

précédemment, mais sur des coupes de nématodess ieal résine LRWhite (pas de

traitement préalable des lames).
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b. Analyses des séquences de gene d’ARNr 18S et 16S

0 Technigues d’extractions d’ADN total

ADN eucaryotique

L’extraction a été effectuée a l'aide du Kit DNeasyAnimal blood and tissues
(QIAGEN). Annexe 3

Environ 10 nématodes stockés préalablement en eaned filtrée (0,22um) a -80°C
sont placés dans un tube eppendorf (1,5ml) conter&iml de tampon ATL a l'aide d’'une
aiguille. Apres ajout de 20l de Proteinase K (68Qiml), le tube est mis a incuber a 56°C
pendant une nuit. Ensuite un mélange contenant|2@®itampon AL et 200ul d’éthanol
absolu est ajouté dans le tube. Aprés avoir vorfexésemble, le mélange est filtré sur une
colonne (DNeasy Mini spin column) et centrifugé @nai 6000g. La solution récupérée est
éliminée et 500ul de tampon AW1 sont filtrés puaatdfugés 1min a 6000g. 50ul de tampon
AW?2 sont ensuite filtrés et centrifugés 3min a ZBA_ADN collecté sur le filtre est ensuite
élué par ajout de 100ul de tampon AE et centrifligin a 6000g. Cette derniere étape est

répétée 2 fois.

ADN procaryotigue

De nombreux protocoles ont été testés afin d’eetrBADNr 16S des bactéries
associée aux nématodes. Chaque essai a été effectuge quantité d’environ 10 nématodes
afin de d’identifier phylogénétiquement les symbgtes nématodes préleves.

Les techniques testées sont :

» Extraction au phénol/chloroforme: les nématodes sont placés dans 200ul de
tampon de lyse (NaCl 100mM, Tris-HCI 100mM, EDTAn@d) a pH 8. 50ul de tampon
TES (SDS a 2% dans du tampon Tris-EDTA (TE) pH®)t @joutés et I'ensemble est placé
15min sur un lit de glace. 100ul de protéinase B0(&y/ml) mélangés a du tampon TE pH 8
sont ajoutés et le mélange est placé a 37°C aunbaiie pour la nuit. 600ul d’'une solution de
phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25 :24 :bhkajoutés et apres un mélange Iéger par
inversion de phase, la solution emulsionnée edtiftegee 1min a 10000g. La phase acqueuse
supérieure est récupérée et la centrifugationeestuvelée 2 fois apres ajout d’'une solution de
chloroforme-alcool isoamylique (24 :1). 1#18de volume d’acétate de sodium 3M est ajouté
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au volume de la derniere phase aqueuse récupemes AAomogénéisation, 2 volumes
d’éthanol absolu froid (-20°C) sont ajoutés et 'K[2st laissé a précipiter une nuit a -20°C.
Le mélange est ensuite centrifugé 10min a 100088Ca Le culot est rincé avec I'éthanol

70% froid et centrifugé dans les mémes conditibesculot est alors soumis a évaporation a
'étuve a 50°C. L'’ADN est remis en suspension dad8pul d’eau stérile et placé une nuit a

55°C pour permettre la dissolution complete deiezlu

> Extraction E.Z.N.A. Bacterial DNA kit (Omega Bio-Tek). (Annexe 4): les
nématodes sont transférés dans 100ul de tamponéE180ul de lysozyme (100mg/ml). lls
sont incubés 20min a 30°C puis centrifugés 5min0A0g a température ambiante. Les
nématodes sont ensuite re-suspendus dans 200aiger BTL. 25ul de protéinase K sont
ajoutés et le tout est vortexe. Aprés incubatioman-marie a 55°C pendant 1 heure, 220l
de tampon BDL sont ajoutés puis incubés a 70°Gtave) pendant 10min. 200ul d’éthanol
absolu sont ajoutés et le tout est vortéxé. Lemeldotal est ensuite filtré sur une colonne
(HiBind DNA spin-column) et centrifugé 1min a 800Qg solution récupérée est éliminée et
750u1 de tampon DNA Wash Buffer dilués avec dénBéol sont filtrés puis centrifugés 1min
a 8000g. Cette étape est répétee 2 fois. Aprés @vmiinée la solution, le filtre est a nouveau
centrifugé 2min a 10000g. L’ADN est ensuite cokeptar élution du filtre grace a I'ajout de
100ul d’eau stérile préchauffée a 70°C et centéfaignin a 8000g. Cette derniére étape est

répétée 2 fois.

» Extration rapide « O’NEILL » adapté du protocole proposé par O'Neitilal.
(1992). Les nématodes stockés a -80°C sont mélangep! de solution STE (NaCl 100mM,
Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM) ajustés a pH 8 contenapi 8e protéinase K (10mg/ml). Le
mélange est ensuite placé 4 heures ou une nuitletergu bain-marie a 55°C puis 10min a
100°C pour inactiver I'action de la protéinase . tout est centrifugé 2min a 20000g a 4°C.
20ul du surnageant sont transférés dans un epgestéiole avant d’étre utilisés pour la PCR.

» Extraction au CTAB modifiée d’apres Murray & Thompson (1980). Dans un
eppendorf (1,5ml) sont transférés les nématodé®®&il de CTAB préalablement chauffés a
60°C. 2ul dep-mercapto-éthanol sont ajoutés puis 4ul de progéing (15mg/ml). Le
mélange est incubé la nuit compléte au bain-magi@°€. 4l de protéinase K sont & nouveau
ajoutés, le mélange est vortexé et incubé encaearéha 60°C. Ensuite I'eppendorf est placé

10min sur un lit de glace. La suite du protocokeidsntique a celui de I'extraction au phénol-
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chloroforme a partir de l'ajout des 600ul de phéncdhloroforme-alcool isoamylique
(25 :24 :1).

o Amplification par « Polymerase Chain Reaction »RpC
L’ADNr 18S et 16S sont amplifiess par PCR (Sa#éd al., 1988) dans 20ul par
échantillon d’'une solution de réaction. Le mix dfaification est constitué de :

Solutions Concentrations| Volumes (ul)

Tampon de réaction10Xx 1,5

MgCl, 20mM 1

dNTPs 2,5mM 2

BSA 20mg/ml 0,5

Amorce Forward 10pmoles/ul 15
Amorce Reverse 10pmoles/ul 15

Taq Polymerase 5u/ul 0,3

Eau distillée 11,7

Total mix 20

Les amorces utilisées pour I'amplification de 'ND16S des symbiotes sont : 27f et
1492r et pour I'amplification de 'ADNr 18S des natndes: 1f et BIR.

Amorces | Spécificité| Séquence (5= 3) Position
27f ADNr 16S| AGAGTT TGATCM TGG CTC AG 27-46
1492r ADNr 16S| TAC GGH TAC CTT GTT ACG ACT T| 147392
1f ADNr 18S| CCG CAG CTA GGA ATAATG GAA T 1-22
(1320) BIR| ADNr 18S| GAG TCT CGT TCG TTATCG GA 1301-132

A cette solution d’amplification sont ajoutés S5UIADN extrait comme décrit

préecédemment. Le tout est amplifié a I'aide d’uarthocycleur GeneAmp PCR system 2700

dans les conditions suivantes :



Etapes Températures (°C) Temps (min)
Dénaturation initiale 94 10
Dénaturation 94 1
Appariement des amorceg4 1 35 cycles
Elongation 72 2
Elongation finale 72 10
Conservation 4 0

Les produits PCR obtenus sont conservés a 4°C addite utilisés pour
I'électrophorese sur gel d’agarose.

Des témoins positifs sont obtenus a partir d’unieaeion d’ADN eucaryotique (Kit
DNeasy — Animal blood and tissues) d’une partiemdunteau d€odakia orbiculariset d’une
extraction d’ADN procaryotique (phénol/chloroform@un morceau de branchie disséqué de

ce méme bivalve. Le témoin négatif utilisé est'dau distillée.

o Migration par électrophorése sur gel d’agarose
Un gel d’agarose a 1% dans du tampon TAE (Tris gfl84Acide acétique glacial
1,15ml/l ; EDTA 0,372g/l) est coulé dans I'électhopese. Chacun des produits PCR (12pl)
sont mis a migrer (100V) sur le gel avec 3ul deuBFange 6X Loading Dye (Annexe 5), la
cuve a électrophorese étant remplie de tampon TAH.& marqueur de quantification utilisé
est le Smart Ladder de 200 a 10000pb (Eurogentma) Biul sont déposés sur le gel de
migration. Aprés la migration le gel est déposésdane solution de TAE + Bet (Bromure
d’éthidium) pendant 30min. Le gel est ensuite @w&us rayons ultratviolets a l'aide du
lecteur Gel Doc XR+ system (BIO-RAD) équipé d'ureen@ra CDD reliée a un ordinateur.
L’acquisition des images est obtenue par le logici@uantity one » et la quantité d’ADN est

estimée visuellement en comparaison avec le margueu
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2.6 Etude de la nématofaune de mangrove par calcul dices écologiques

La dynamique de la nématofaune dans le sédimemtaggrove a été analysée afin de
mettre en évidence une stabilité ou, au contraine,évolution de la communauté en fonction
des émissions de sulfures produites lors de laadé@tjon des bois coulés. Grace aux indices
statistiques écologiques, nous pourrons constatandpartition de la nématofaune se traduit
par des remaniements quantitatifs (abondanceséatespet de groupes trophiques) ou par des
changements dans la biodiversité (apparition odisparition d'especes ou de groupes
fonctionnels). Cette étude sera effectuée poupiéevements effectués en 2008 (mars-avril)
et 2009 (janvier-février). Les résultats seront pards afin de mettre en évidence une
dynamique des peuplements dans le sédiment de owengiu de constater certaines

variations écologiques dans le temps.

a. Définition des indices statistiques utilisés

o Indice d’abondance (A)
Cet indice correspond a la quantité relative aubrend'individus d'une espéce donnée par
unité de surface ou de volume par rapport a leorhne total.
A=Ni/N

Ni : nombre d'individus d'une espéce donnée, nalle 1 a S (nombre total d’especes).

N : nombre total d'individus.
o0 Richesse spécifique
La richesse spécifique totale correspond au nortdited d'especes présentes dans un

biotope ou une station donnée.

o Indice de diversité

Indice de Shannon-Weaver (H’)

H' = - 2 ((Ni/ N) « log,(Ni / N))
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H’ est minimal (=0) si tous les individus du peupknt appartiennent a une seule et
méme espéce, H’' est également minimal si dans uplgment chaque espéce est représentée
par un seul individu, excepté une espéece qui gsésentée par tous les autres individus du
peuplement. L'indice est maximal quand tous lesvidds sont répartis d’une facon égale sur

toutes les espéces (Frontier, 1983).

Indice de Piélou (J)

L’indice de Shannon est souvent accompagné deidénd’équitabilité J de Piélou,
appelé également indice d’équirépartition (Blond€l79), qui représente le rapport de H' a
I'indice maximal théorique dans le peuplement (Hnax

J=H/log2 S

Cet indice peut varier de 0 a 1, il est maximalngubkes espéces ont des abondances
identiqgues dans le peuplement et il est minimalnduane seule espece domine tout le
peuplement. Insensible a la richesse spécifiquestitrés utile pour comparer les dominances

potentielles entre stations ou entre dates d’édluanmtage.

b. Application

La nématofaune du sédiment de mangrove a étévpechu niveau du casier de bois, a
2,5m puis a 5m de distance de celui-ci (8 2.1c)s lafune premiére campagne
d’échantillonnage en 2008 (mars-avril) puis uneosde fois en 2009 (janvier-février). Un
échantillon de sédiment témoin a été prélevé dategune afin de déterminer la nématofaune
de base rencontrée dans ce milieu. Suite a l'extracdes nématodes par série de
centrifugations au ludox, les nématodes sont masté® lames et lamelles dans du glycérol
pur. L'observation de I'ensemble des nématodesrmipede recenser les morphotypes les
plus frequemment rencontrés et de les identifien¢¥ & Bezerra-Campinas — Université de
Ghent) jusqu’au genre pour la plupart. La détertionade leur groupe trophique a aussi été
effectuée et classée selon deux catégories étgidieslensen (1987) et Moens & Vincx
(1997). A partir du recensement du nombre d’indigidoar morphotype et par groupe

trophique, les indices statistiques écologiquegarétre calculés.
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2.7 Analyse des facteurs abiotiques

Afin d’'analyser les facteurs abiotiques des milied¥tudes, des enregistreurs
autonomes SPHT (MICREL) ont été utilisés (Fig. 1¥) permettent de mesurir situ et en
continu le pH et le potentiel sulfidique. Apresiteenent des données (effectué par N. LeBris
— IFREMER Brest) la concentration en hydrogéneuseaifx [HS] est obtenue et permet un

suivi de ce composé dans le sédiment.

! =
{
_— sulfide electrode
== d(tip): 1 mm

Figure 14 : Micro-capteur autonome.

a. Protocole expérimental

0 Sédiment sablo-calcaire de I'herbiefRalassia testudinum
Une carotte de 15cm de diameétre sur 25cm de preforal été prélevée. Les capteurs
n'ont pas pu étre placés directement sur la camiteaison d’'un sédiment trop compact et
riche en débris durs (coquilles, etc.) qui risqohid’abimer les sondes en verre. L'eau
interstitielle du sédiment a donc été récupéréeailel d'une seringue a différentes
profondeurs : 2cm, 5cm puis 10cm (Fig. 15). Ledaas ont ensuite été immergés dans I'eau

prélevée afin d’acquérir les données.

Figure 15 : Prélevement d’eau interstitielle dans
une carotte de sédiment d’herbier.
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0 Sédiment vaseux de mangrove

Un casier de bois est immergé a 1,5m de profondaurle sédiment vaseux de
mangrove. Le sédiment de mangrove beaucoup plygesetivaseux a permis lI'acquisition
situ des parameétres abiotiques. Cependant, il a fadlweér un moyen de ne pas perturber le
sédiment lors du déplacement des sondes afin d’awvoprofil exact de la répartition des
sulfures dans le sédiment en fonction de I'éloigeweirdu casier et de la profondeur. Une
potence manuelle a donc été fabriquée a partir diomple schéma (Annexe 6) afin de
pouvoir déplacer les capteurs horizontalement gtcadement en limitant au maximum les
perturbations.

Utilisées dans de l'eau de mangrove salée, ledepaimtnmergées devaient étre
inoxydables et les poulies permettant le déplacemies capteurs devaient étre accessibles a
partir du bateau (Figs. 16 & 17).

Poulies

Sonde Sonde
sulfures

Capteurs

~ Cone d’insertion
~dans le sédiment

Figure 16: Descriptif de la potence hors de 'eau avec un agrandissement de la zone de
fixation des capteurs.
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Surface du

(C) sédiment

Figure 17 : Dispositif de mesures physico-chimiques installé en mangrove.

(A) Potence immergée en mangrove. Les poulies de déplacement des sondes sont accésibles
hors de 'eau.

(B) Capteurs immergés sur le support de la potence et positionnement in situ du crayon de
lecture des mesures pour I'acquisition en temps réel des données.

(C) Approche des sondes en surface du sédiment.

b. Acquisition et traitement des données

L’acquisition des données a été effectuée au nideacasier, a 1m, 2m puis a 5m et
tous les 15 jours pendant 1 mois %. Une analysgr@ondeur dans le sédiment a aussi été
menée, en surface du sédiment, a 1 cm, 2cm, 5cenl@eim (Fig. 18). Le choix de limiter
'analyse en profondeur a 10cm est soutenu paaitegfie les nématodes et la méiofaune en
général ne s’enfoncent pas plus profondément darsdiment, les conditions étant trop
anoxiques (Nicholast al., 1991 ; Nicholas, 2001). De plus, il a été jugé Guguantité de
bois dans le casier ne pourrait émettre des sslfloess de sa dégradation et avoir une
influence sur la nématofaune que sur une distaacam sachant qu'une carcasse de baleine
a un impact sur 30m de distance (Debenkaml.,2004). Cette expérimentation a été menée

en parallele des prélevements de sédiment de 2008 lianalyse de la répartition de la
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nématofaune (8échantillonnage en mangrove) afinmédtre en évidence limpact des
émissions de sulfures dans le sédiment par la détjpa du bois coulé sur la répartition de la

nématofaune.

1 2 5
RN :
[ I — ]
I i i i Eau
Casler i i i
f = = % =
- _ _ S Sédiment

Figure 18: Représentation schématique de I'analyse des facteurs abiotiques in situ en
mangrove.

Les mesures sont effectuées au niveau du casier, a 1m, 2m et 5m de distance sur une
profondeur allant de la surface du sédiment jusqu’a 10cm.

L'utilisation de ces capteurs nécessite une cdldmmaavant et aprés chaque
manipulation afin de vérifier qu’il n’y ait pas eie dérives lors de I'acquisition des données.
La vérification informatique des données se fdiaide du logiciel Winnemo.

- Calibration de la sonde pH: cing solutions dés-Bau de mer (filtrée 0,22um) sont
préparées a différents pH. Les électrodes de ldespid sont plongées dans chacune des
solutions pendant 2min. Les variations de pH et $abilité dans le temps sont vérifiees sur
I'ordinateur.

- Calibration de la sonde sulfure : les électrodeda sonde sulfure sont plongées dans un
bécher contenant de I'eau de mer filtrée (0 ,22pmdtée a pH7. Sous agitateur, 2ml d’'une
solution de NgS sont ajoutés toutes les 5min (5fois) et apreguhajout le pH est mesure.
Les variations de sulfures et leur stabilité danteimps sont vérifiées sur I'ordinateur.

Les données sont collectées a 'aide d’'un crayeatdnique étanche (Fig. 17B) relié
a un ordinateur qui se positionne sur le capteure bis les informations récoltées et

enregistrées, elles sont transmises a N. LeBrRENMER) afin d’étre traitées.
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3 RESULTATS

3.1 Caractérisation morphologigue des nématodes symdiats de I'herbier
a Thalassia testudinum

a. Caractérisation morphologique des nématodes hotes

Les nématodes associés a des ectosymbiotes sbignfant représentés dans le
sédiment d’herbier. lls constituent environ 10%alaématofaune total d’herbier sachant que
dans 100g de sédiment humide, correspondant & Bhainuels sous loupe binoculaire, sont
récoltés environ 30 individus de la nématofaunal ont 3 individus symbiotiques. De plus,

il a été observé que la quantité de chaque espwte dans le temps avec des périodes ou
certaines especes sont bien représentées, al@legueuvent devenir rares dans le sédiment
et méme disparaitre totalement a d’autres momeataématodé-ubostrichus hoppest le

seul a avoir été collecté a chaque échantillonnage.

A partir des lames de glycérol, huit nématodes dppant & 3 genres différents
(EubostrichusRobbeaet Stilbonema de la sous-famille des Stilbonematinae et posgaada
manteau bactérien ont été identifiés. Les caraxtgeemettant I'identification des nématodes
sont récapitulés dans le tableau suivant (Tal.espématodédelphos roland{Ott, 1997) a
été décrit comme représentant d’'un huitieme gergs S8tilbonematinae. Récemment
positionné comme genre a part entiere par Bayat.(2009), il a été volontairement assimilé
au genre Eubostrichus dans notre étude, apres observation des différeatactéres

morphologique formant ce dernier genre.

Les nématodes du genfaelphos Eubostrichuset Robbeapossédent un pharynx
triparti : corpus, isthme, bulbe et un spicule @&gqg®ar contre, les nématodes du genre
Stilbonemapossedent un pharynx formé d’'une seule partienespicule incurvé. Seul les
nématodes du genRobbeapossedent une cuticule striée transversalemestaliges genres
de nématodes ont une cuticule finement striée.duesies de I'ensemble de ces nématodes
sont similaires (hémisphériques légerement effi@eki que les cavités buccales qui sont

caractéristiques du groupe trophique des détrigso6eul 'amphide est différent chez les
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trois genres étudiés : chez les nématodes du demvestrichus 'amphide est unispiralée

alors qu’elle est multispiralée chez les nématatiegenreRobbeaet non enroulée chez les

nématodes du gen&ilbonema

Typologies
Genres Cavité . . .
buccale Amphide | Pharynx Cuticule Spicule Queue
Adelphoset Sans - . . . . e
Eubostrichus | armature Unispirale | 3 parties Finement annelée Arqué Héndisphe
Robbea Sans Multispirale | 3 parties striee Arqué | Hémisphérique
armature transversalement
Stilbonema Sans Non . 1 partie Fortem?nt Incurvé | Hémisphérique
armature| enroulée annelée

Tableau 6 : Récapitulatif des caracteres morphologiques permettant l'identification au
genre des nématodes.

Certains caractéres morphologiques étaient pludefaent exploitables a partir

d’observations au microscope électronique a baly&e plus, les mesures de tailles

(diametre et longueur) sont une donnée supplémendains I'identification des nématodes

adultes (Tab. 7). Par exemple, le nématBdbostrichus dianaest facilement repérable par

son diamétre (avec son manteau bactérien) plusrtemgaque chez les autres nématodes. Peu
de différences sont observées au niveau des tddesnématodes du geritebostrichuset

Robbea En revanche, le némato@lbonemasp. peut étre distingué des genres précités par

son épaisseur.

Diamétre avec Diameétre sans
_ _ Longueur max.
Nématodes manteau bactérien | manteau bactérien
(mm)
(Lm) (Lm)

Eubostrichus topiarus 50 25-30 5
Eubostrichus hopperi 30 15-20 2
Adelphos rolandi 50 30 5
Eubostrichus dianae 100-150 50 3
Robbeasp. 35-45 30 5
Stilbonemasp. 80 50-60 3

Tableau 7 : Récapitulatif des tailles (diamétre et longueur) des nématodes adultes avec
ou sans manteau bactérien.
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o Description des nématodes du gelBubostrichus
La différenciation morphologique entre les espahegenreEubostrichusest basée
sur, la disposition et le nombre des soies serkwide la partie postérieure du nématode, la
présence de soies sur le corps du nématode, laefaten 'amphide et la forme du
gubernaculum (Tab. 8). Ces caractéristiques morphologiques &gt appliquées pour
I'identification de Adelphos rolandi Eubostrichus hopperéet E. topiarus le nématodeE.

dianaeétant reconnaissable principalement par son matiaetérien.

Eubostrichus topiarupossede une petite amphide unispiralée et bienudardson
extréemité caudale présente deux paires de soia®sinbles et une paire fine sur sa partie
terminale. Le gubernaculum est large et en formeudi&re. Toutes les soies somatiques sont
'embouchure d’'un Organe Sensoriel Glandulaire (PSGes OSG sont tres denses et
facilement repérables, en particulier chez la féanel

Eubostrichus hoppeposséde une amphide large et unispiralée mais peguée sur
le pourtour extérieur. Son extrémité caudale préstnis paires de soies subventrales et une
paire fine sur sa partie terminale. Le gubernacugirin et incurvé.

Adelphos rolandipossede une amphide large et unispiralée. Sonna@ktré&audale
présente de nombreuses soies subventrales jusgse gartie terminale. Le gubernaculum
est trés fin et sigmoide. De larges soies ventrsbes observables sur la partie médiane du
corps du nématode.
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Tableau 8 : Récapitulatif des caractéres morphologiques propres a chacune des especes
du genre Adelphos et Eubostrichus collectées dans le sédiment d’herbier a T.

testudinum.
Détail des amphides, de la partie postérieure, du gubernaculum et des autres caracteres

permettant l'identification des espéces.
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o Description des nématodes du geRobbea

La difféerenciation des espéces du gerRebbea a été effectuée a partir de
'observation du manteau bactérien (8 3.1b) puis lityybridation d’amorces ADNr 18S
spécifiqgues disponible sur GenBank (§ 3.3®pbbeasp.3 présente une capsule céphalique
bien marquée contrairement a celleRlebbeasp.1 etRobbeasp.2 qui est peu distinguable
(Fig. 19A-B-C). Le manteau bactérien commence afpaéesartie céphalique du nématode
Robbeasp.3. alors qu’il recouvre totalement les nématdebeasp.1 etRobbeasp.2. Grace
aux observations de l'allure générale des nématedddlEB, la présence de mucus sécrété

par le nématode au niveau de leur partie céphaliqueétre mis en évidence (Fig. 19B-C-D).

o Description des nématodes du geBtdonema
Concernant les nématodes du geBti#bonema l'identification jusqu’a I'espéce n'a
pas pu étre établie en raison du manque de desospiorphologiques sur les différentes
especes de ce genre. Des sécrétions céphaliqguasssnété observées en MEB (Fig. 19D).
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Figure 19: Observation au MEB de l'allure générale des nématodes possédant des
ectosymbiotes des genres Robbea et Stilbonema et colonisant 'herbier a T.
testudinum.

(A) Le nématode Robbea sp.1 est recouvert par son manteau bactérien sur I'ensemble de son
corps. Certains endroits sur le corps laissent apparaitre la cuticule (cu) du nématode.

(B) Robbea sp.2 est recouvert par un manteau bactérien dense. Des patchs dépourvus de
bactéries laissent entrevoir la cuticule (cu) du nématode. Deux sécrétions céphaliques (s.c.)
importantes sont observables sur I'extrémité antérieure du nématode.

(C) Le nématode Robbea sp.3. possede un manteau bactérien qui ne recouvre pas la partie
céphalique. La fleche jaune marque la limite entre la capsule céphalique et le commencement
du manteau bactérien recouvrant le corps du nématode. Des sécrétions (s.c.) sont observables
sur la partie antérieure du nématode.

(D) Stilbonema sp. est recouvert entiérement par un manteau dense de bactéries. Des
sécrétions céphaliques (s.c.) sont aussi observables sur ce nématode.
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b. Caractérisation morphologique des symbiotes

La caractérisation morphologique des symbiotesdédr arrangement sur la cuticule
des nématodes hotes a été réalisée a partir dgesnodtenues en microscopie électronique a
balayage et a transmission. L'observation du mantest un outil supplémentaire dans
l'identification des nématodes puisqu’il est caéaistique du genre comme chez

Eubostrichuset parfois de I'espéce comme cliabbea

Adelphos rolandiEubostrichus hoppe®gtE. topiaruspossédent un manteau bactérien
dense disposé tout le long de leur corps en forinélice. Les bactéries sont allongées et
incurvées (~ 30um de long) afin de positionner dedeux extrémités sur la cuticule du
nématode (Fig. 21A). Deux positionnements du manteactérien sur le nématode sont
observés chez ces espéces. Soit les bactériesrfioume spirale linéaire tout le long du corps
de I'animal soit elles s’organisent en zig-zag ponder une sorte de cordage sur le nématode
(Bergeret al., 1996). Ces deux types de manteau bactérien peéwenbbservés chez un

méme individu (Fig. 20).

Spirale
linéaire

Figure 20: Disposition du manteau bactérien chez Adelphos rolandi, Eubostrichus
hopperi et E. topiarus.

Les deux agencements, en zig-zag et en spirale linéaire, sont visualisables sur le méme
individu.
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Le nématodeEubostrichus dianaest facilement identifiable grace a son manteau
bactérien. Les symbiotes forment une fourrure tautour du nématode et recouvrent
entierement son corps. lls sont de forme filamesgdt 100um de long) et sont attachés par
une seule extrémité sur la cuticule de I'animag)(R2i1B).

Les symbiotes associés aux nématodes du geobbbeamesurent environ 2um de
long. ChezRobbeasp.1, les bactéries ont une forme de boudin et dizposées en une
unique couche sur la cuticule du nématode (Fig.)2CBezRobbeasp.2, les symbiotes sont
de forme hexagonale convexe et sont trés ordonmés eux. lls forment une monocouche
sur le nématode (Fig. 21D). ChBobbeasp.3, les bactéries sont en forme de batonnets aux
extrémités arrondies (Fig. 21E) et sont disposéegdelx maniéres désordonnées sur la
cuticule du nématode. Soit elles sont perpendi@daau corps du nématode et reposent par

une extrémité sur celui-ci soit elles sont parafiéd la cuticule (Fig. 21F).

Figure 21: Observation au MEB des différents manteaux bactériens recouvrant les
nématodes symbiotiques colonisant I'herbier a T. testudinum.

(A) Manteau bactérien des nématodes Adelphos rolandi, Eubostrichus hopperi et E. topiarus.
Les ectosymbiotes sont posés par leurs deux extrémités sur la cuticule du nématode et sont
ordonnés cote a cote pour former un manteau dense sur tout le nématode.

(B) Partie antérieure du nématode Eubostrichus dianae recouvert de son manteau bactérien.
Les ectosymbiotes filamenteux sont rattachés a la cuticule du nématode par une extrémité. La
finesse des bactéries et leur importante quantité forme une sorte de fourrure sur le nématode.
(C) Détail du manteau bactérien de Robbea sp.i. Les ectosymbiotes de forme ovale sont
disposés horizontalement et en monocouche sur la cuticule du nématode.

(D) Manteau bactérien de Robbea sp.2. Les bactéries sont rangées et maniére ordonnée sur la
cuticule du nématode formant un manteau ajusté en une seule couche.

(E) Le manteau bactérien de Robbea sp.3 est constitué de symbiotes polymorphes (cocoide et
en batonnet) disposé de maniére anarchique sur la cuticule du nématode.

(F) Manteau bactérien de Stibonema sp. Les ectosymbiotes fusiformes sont ordonnés
parallélement entre eux et couchés sur la cuticule du nématode.
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L’observation du manteau bactérien (forme des sgtabiet organisation générale du
manteau bactérien) est un caractere d’identifinatjoi souléve un probleme pour le genre
StilbonemaCelui-ci présente toutes les caractéristiguephwogiques de ce genre, mais ne
possede pas le manteau bactérien qui lui est tedlbient attribué. Ce nématode est décrit
comme s’associant a des bactéries de formes cacaldes que dans notre étude nous I'avons
observé recouvert de bactéries en batonnets fosfor(~ 2um de long) (Fig. 21F).
L’'appartenance a ce genre sera vérifiée par I'lighion d’amorces spécifiques d’ADNr 18S
desStilbonemg§ 3.3b).

Chez Stilbonemasp., la figure suivante (Fig. 22A) permet d’obsgrla cuticule
fortement annelée du nématode sur laquelle repdesrsymbiotes fusiformes formant un
manteau dense sur I'animal. Chez le némafdebeasp.1, les bactéries ectosymbiotiques
sont peu denses sur I'animal et présentent des lpilr permettant une adhésion entre elles
(Fig. 22B).

Figure 22: Agrandissement au MEB des manteaux bactériens recouvrant les
nématodes Stilbonema sp. et Robbea sp.1.

(A) Observation de la cuticule fortement annelée de Stilbonema sp. (étoile blanche) et des
bactéries fusiformes disposées en multicouches sur le nématode.

(B) Observation des connections (carré blanc) établis entre les bactéries en forme de boudins
et recouvrant par une unique couche le nématode Robbea sp.1.
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A partir des observations sur coupes de ces néemiyanbiotiques en MET, d’autres
informations concernant les hotes et leurs symbiotd pu étre collectées. Tout d'abord, ces
nématodes possédent une cuticule épaisse surllagapbse les symbiotes plus ou moins
ordonnés en fonction de I'espece étudiée. La figureante (Fig. 23A) montre la disposition
des bactéries ectosymbiotiques du nématdtle hopperi en coupe transversale et
longitudinale. Dans ces symbiotes ainsi que danx ckes autres especes récoltées, des
granules translucides sont observés (Fig. 23B)oatrpient correspondre aux inclusions de
soufres précédemment décrites chez les bivalvessgnibiotiques (Lechairet al.,2002). De
plus des figures de divisions sont observables Esebactéries ectosymbiotiques (Fig. 23B)

traduisant une reproduction de celles-ci sur |éteh

Figure 23: Observation au MET de coupes de nématodes symbiotiques inclus en résine
LR White.

(A) Coupe transversale (étoile noire) et longitudinale (étoile blanche) du nématode
Eubostrichus hopperi recouvert par son manteau bactérien. Les ectosymbiotes sont disposés
sur la cuticule (cu) épaisse du nématode.

(B) Coupe transversale des ectosymbiotes de Robbea sp.1 disposés de maniére ordonnée a la
surface de la cuticule (cu) du nématode. De nombreux granules translucides sont présents
dans 'espace périplasmique des bactéries (étoile noire). Observation d'une division cellulaire
d’'un des symbiotes (fleches noires).
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II1. Résultats 1. Caractérisation morphologique des nématodes symbiotiques
de I'herbier a Thalassia testudinum

Chez le nématod&. dianag un second morphotype de bactérie symbiotiqueéa ét
observé. Ces ectosymbiotes sont retrouvés uniqueanproximité de la cuticule et sont de
forme ovale a arrondie. Les bactéries de ce moypkatont plus petites et ont un pourtour
membranaire externe peu net (Fig. 24A). Les obsensmau MET de ce nématode ont aussi
permit de mettre en évidence une structure findé&mllant de la cuticule du nématode et
pouvant intervenir dans I'adhésion des bactérietestématode (Fig. 24B).

Figure 24 : Observation au MET de coupes transversales du nématode E. dianae inclus
en résine LR White.

(A) Observation de deux morphotypes de bactéries ectosymbiotiques disposées a proximité de
la cuticule du nématode (cu). Le morphotype 1 correspond aux bactéries majoritaires formant
le manteau bactérien dense sur tout le corps du nématode. Le morphotype 2 est plus discret et
se situe sous les bactéries majoritaires.

(B) Observation d’une structure particuliére (fleche jaune) formant une couche fine entre les
ectosymbiotes et la cuticule (cu) du nématode.
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Le descriptif de des micro-organismes ectosymhietig observés sur la cuticule des

huit nématodes récoltés en herbidr. aestudinumest récapitulé dans le tableau suivant (Tab.

D

9):
Symbiotes
Nématodes hotes Taille _ . .
morphologie Disposition
(um)
Adelphos rolandi . ) .
: : . . ] bactéries ordonné en hélice ;
Eubostrichus hopperi 30 Filament incurve ) o
. : attaché par les deux extremités
Eubostrichus topiarus
) _ . _ _ Manteau dense
Eubostrichus dianae| 100 a 120 Filament droit ) o
attaché par une extrémité
o Monocouche
Robbeasp.1 5 boudine )
pose sur la longueur
Monocouche
Robbeasp.2 2 Hexagone convexe ]
Juxtaposé les uns aux autres
Monocouche arrangée de 2
Polymorphe : N _ _
Robbeasp.3 1-3 ) R manieres : perpendiculaire et po
cocoide et batonnet
sur la longueur
Stibonemasp. laz2 Batonnet fusiforme Multicouche ordonnée

Tableau 9: Récapitulatif de la taille, de la morphologie et de la disposition des
symbiotes sur les nématodes hotes d’herbier.
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Intensité (u.a.)

3.2 Caractérisation analytique de la symbiose bactérien

a. Détection et localisation du soufre par microspectbmétrie Raman

o Détection du soufre

A partir des nématodes réecoltés en herbier, unlyssmpar microspectrométrie Raman
a été reéalisée afin de (i) détecter sur les nénsated/ants du soufre confirmant ainsi les
études réalisées par Paizal (1992) par chromatographie, et (ii) définir laura du soufre
présent. Une acquisition a été effectuée sur dires@lémentaire § Le spectre Raman de ce
soufre est formé de trois pics principaux a 166cge5cm' et 480crt (Poborchii, 1996)
(Fig. 25A).

Une acquisition a aussi été réalisée sur chaquatoée maintenu vivant en eau de
mer filtrée (lame creuse ou ruban adhésif) ou dgelén La sonde est représentée sur la
photographie prise au MEB par un point blanc (2§B-C). Ce soufre élémentaire a été
détecté par microspectrométrie Raman chez I'ensenix nématodes analysés (Fig. 25A)

alors qu’il n'a pas été observé chez un nématode symbiotique collecté dans le méme
milieu d’étude (Fig. 25A).
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Figure 25: Analyse par microspectrométrie Raman d'un nématode symbiotique
Eubostrichus hopperi et d'un nématode non symbiotique collectés dans le sédiment
d’herbier a T. testudinum.

(A) Spectre Raman acquis sur du soufre élémentaire pur Sg (témoin positif) présentant 3
principaux pics a 16ocm’™, 225cm™ et 480ocm™. L'eau de mer (témoin négatif) étant dépourvue de
soufre, le spectre Raman ne présente aucun pic, de méme que celui acquis sur le nématode
non-symbiotique. Le spectre Raman acquis sur E. hopperi révele la signature Raman
caractéristique du soufré Sg (fléches noires).

(B) Observation au MEB d’une partie du corps du nématode Eubostrichus hopperi recouvert
par son manteau bactérien disposé en spirale linéaire.

(C) Observation au MEB d’une partie du corps d’'un nématode non symbiotique.

Le point blanc en (B) et (C) représente la disposition de la sonde Raman lors de 'acquisition.

0 Localisation spatiale du soufre élémentaire

L'analyse a été effectuée sur le nématdeigbostrichus dianae Comme décrit
précédemment, ce nématode possede un manteaudradimse constitué de longs filaments
attachés par une extrémité sur la cuticule de éhbes bactéries ectosymbiotiques ont une
longueur de 80um a 100um et un diamétre de 0,5dmna et sont disposées de maniére
ordonnée sur tout le corps du nématode (Fig. 26APBUr cette analyse, le nématode a été
préalablement tué en solution de fixation (gludéalyde 2% tamponné dans de I'eau de mer)
puis maintenu en eau de mer durant 'analyse.

Afin de localiser le soufre élémentaire sur le ntade, une série de 30 spectres a été
enregistrée suivant un transect transversal argdgenématode. La sonde du laser Raman a
un diameétre de 10um et le pas entre deux acquisitipectrales est de 5,6um. Les cercles
blancs dessinés sur la photographie prise en MEBesentent la sonde utilisée et son
déplacement pour obtenir le profil Raman du néne{éty. 26B).

La figure 26C montre une sélection de trois specRaman acquis respectivement,
dans I'eau de mer dans laquelle est maintenu leatu&fa durant I'analyse, dans le manteau
bactérien et au centre du nématode, c’est-a-difendroit ou la sonde traverse le corps du
nématode (avec son tube digestif) et deux fois &mteau bactérien. Les spectres Raman
obtenus sur le manteau bactérien et dans la paatigale du nématode présentent les trois
pics caractéristiques du soufre élémentaira $60crit, 225cmt et 480cnit. Ces pics ne sont
pas observés sur le spectre de I'eau de mer (Bi@).2Comme décrit par Long (1977),
l'intensité de la bande de diffusion Raman car&tique d’'un composé correspond a la
guantité de celui-ci dans le volume analysé. Glitenée permet de localiser le soufgelfez
E. dianae A partir des variations d’intensité du pic du Seumesurées & 480¢mun

diagramme a été crée représentant ces fluctuatiendandes Raman en fonction du
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déplacement de la sonde Raman (Fig. 26D). Desaliages équivalents ont été obtenus a

partir des variations d'intensité des deux autrés,pl60cri et 225cri. Les points

d’intensité zéro (pas de soufre détecté) correspmirgl 'analyse hors de I'échantillon, c'est-a-

dire, dans I'eau de mer entourant le nématodederkacquisition. Le soufre est détecté sur

une longueur de 100um correspondant au diameteemghs du nématode (40um) entouré par

son manteau bactérien (d'une épaisseur d’envirqom30 Le profil d’intensité a travers

I’échantillon révéle deux maxima séparés par unxcoencordant avec le corps du nématode.
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Figure 26 : Caractérisation et localisation du soufre par microspectrométrie Raman

sur le nématode symbiotique E. dianae.

(A) Vue générale du nématode au microscope optique. Le manteau bactérien (MB) apparait
blanc alors que le corps du nématode (indiqué par *) est gris sombre. En raison de l'utilisation
d’'une lamelle pour 'observation au microscope, le manteau bactérien a été aplati et apparait
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(B) Micrograph pris au MEB de la partie médiane du nématode. Observation des longs
filaments formant le manteau bactérien entourant le corps entier du nématode. Les cercles
blancs indiquent la taille et la position de la sonde Raman utilisée lors du scan.

(C) Sélection de trois spectres Raman extraits des données du profil Raman et mettant en
évidence la présence de soufre dans le nématode alors qu’il n’est pas détecté dans I'eau de mer
environnante. Le spectre du soufre élémentaire pur (en ligne pointillée) présente trois bandes
Raman intenses caractéristiques (fléches) et sert de référence pour les autres spectres.

(D) Variation de l'intensité du soufre a 48ocm™ en fonction du déplacement de la sonde Raman
lors du scan. La courbe représentative du contenu en soufre dans le volume analysé par la
sonde, démontre la présence de soufre chez E. dianae. La courbe présente deux maxima
séparés par un creux correspondant approximativement au centre du nématode.

Afin d’interpréter ce diagramme, le nématode et soanteau bactérien ont été
schématiquement représentés (Fig. 27A). Le corpséduatode est assimilé a un cylindre de
40um de diametre entouré par un manteau bactéei0dm d’épaisseur. La sonde Raman
est représentée par un cylindre vertical traverda&uhantillon transversalement. Pour
simplifier 'analyse théorique, le soufre a été siddré réparti de maniere homogene dans
I'échantillon a une concentration, @ans le corps du nématode ef dans le manteau
bactérien.

L’intensité de diffusion Raman est proportionnedlel’'intensité excitatrice et a la
guantité de soufre analysée par la sonde en un, poést-a-dire, que l'intensité mesurée
ponctuellement correspond au volume d’intersectiotre la sonde et I'échantillon multiplié
par sa concentration en soufre. Dans le cas d'urardgition parfaitement transparent,
l'intensité du rayonnement incident est considécéastant a travers I'échantillon et la
diffusion Raman est alors juste proportionnelle vamlume de la sonde multiplié par la
concentration en soufre de la zone analysée. Damrad contraire, ou le rayonnement est
absorbé par I'échantillon, les résultats doiverd &justés selon les phénomeénes d’absorption.

Les profils théoriques d’intensité Raman (Fig. 26B) été calculés suivant deux cas :
Cp = G =1 (u.a.) lequel cas suppose que le soufre egeico de maniére uniforme et dans
les mémes proportions dans le corps du nématadiEnstson manteau bactérien ; gt=@ &

Cc = 1 (u.a.) lequel cas suppose que le soufre edeico uniguement dans le manteau
bactérien. Les profils théoriques ont été calcidésadmettant dans un premier cas que
I'échantillon était parfaitement transparent etdan second qu’il y avait des phénomenes
d’absorbances liés au manteau bactérien, au corpeihatode et & ses organes internes tel
que le tube digestif. L'absorbance du nématode é& estimée a partir d’expressions

mathématiques et de coefficients d’absorption erpErtaux (Annexe 7).
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Figure 27 : Localisation théorique du soufre a partir d’'une représentation virtuelle du
nématode symbiotique.

(A) Représentation schématique du corps du nématode entouré par son manteau bactérien.

(B) Profil d’intensité théorique d’'une bande de soufre caractéristique déduit du modéle crée en
(A). 11 a été supposé une relation linéaire entre lintensité et la quantité de soufre et la
distribution homogene du soufre dans les volumes analysés a une concentration Cb dans le
corps du nématode et Cc dans le manteau bactérien. Les profils théoriques présentés
correspondent a: @,4¢) Cb=Cc=1ua.et © ¢ Cb=0 & Cc =1 u.a. pour un échantillon
parfaitement transparent (#, ©) et pour un échantillon absorbant (@, ©).

L’effet principal des propriétés d’absorption deffédentes parties du nématode est
I'importante réduction de l'intensité de la diffasi Raman (~50%). La différence entre les
deux profils théoriques corrigés est la variatiomtdnsité (A) entre l'intensité Raman
maximum }; et minimum },.
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Profil Im (ua.) | Im(u.a.) A

Théorique non corrigé Co=0&C.=1lu.a. 0,86 0,60 0,30
C,=C.=1u.a. 0,45 0,33 0,27

Théorique corrigé C-0scC-1ua 036 ¥ 035
Expérimental Cp et G inconnues 5800 3400 0,41

Tableau 10 : Récapitulatif des données d’'intensité Raman maximum (Iy) et minimum
(I,) ainsi que la variation d’intensité (A) en fonction des profils étudiés.

Le profil théorique non corrigé correspond a l'analyse Raman effectuée sur un cylindre
contenant de la matiére active dans sa partie interne uniquement sans correction d’absorption.
Le profil théorique corrigé correspond a I'analyse Raman effectuée sur un cylindre contenant
(ou pas) de la matiére active dans sa partie externe avec correction d’absorption.

La valeur duA du profil théorigue Cb = 0 & Cc = 1u.a € 0,39) concorde bien avec
la valeur de la variation d’intensité expérimentalgenue sur I'échantillonA(= 0,41) et
soutient clairement I'absence de soufre dans Ipscdu nématode et dans son tube digestif
(Tab. 10).

Cette conclusion est confirmée par le spectre Raanguis sur le nématode au niveau
d’'une zone ou le manteau bactérien avait été atgliement enlevé pendant la manipulation
de I'échantillon. Dans ce cas, le spectre ne maoaigine bande caractéristique du soufre

prouvant effectivement que le nématode est intégraant dépourvu de soufre (Fig. 28).

----- Soufre élémentaire S,

Nématode avec son manteau bactérien
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Figure 28: Spectres Raman obtenus sur le corps du nématode E. dianae entouré de son

manteau bactérien et dans une zone ou ce méme manteau bactérien a été
complétement enlevé.
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La forme non symétrique du profil expérimental téimsité Raman (Fig. 26D) peut
étre attribuée a la distribution irréguliere destéaes autour du corps du nématode.

Les analyses par microspectrométrie Raman réalmdreles nématodes symbiotiques
vivants colonisant I'hnerbier &halassia testudinuret sur le nématode entiér dianaeont
permis de détecter le soufre élémentaisgeeSde localiser ce composé dans le manteau
bactérien.

b. Raman et EELS sur un nématode inclus en résine LR Wte

Afin d’accentuer les avantages de la techniqgue Rama du matériel biologique
vivant, par rapport a une technique classique &galy en MET (ATEM), la
microspectrométrie Raman a été utilisée sur depeod’un échantillon fixé, déshydraté puis
inclus en résine. L'objectif de cette manipulaté&ant de démontrer la perte du soufre lors de
la préparation des organismes.

Les micrographes optiques et prises au MET (Fid\-BY on été obtenus a partir de
sections de nématodes inclus en résine LR Whitetraltsect Raman a été réalisé sur une
coupe semi-fine du némato@e dianae Vingt spectres ont été acquis a travers la résne
manteau bactérien et le corps du nématode (Fig).29€ude des vingt spectres obtenus
pendant le scan souligne le manque des trois @icact@ristiques du soufre élémentaire
démontrant ainsi I'absence dgdans I'échantillon.

Le méme résultat a été observeé sur les échantéloalysés par EELS (Fig. 29D). Sur
les coupes fines, aucun soufre n'a été détectélans le corps du nématode, ni dans le
manteau bactérien, ni dans les granules inclus daatpue symbiote bactérien. Comme prévu,
ni 'analyse en EELS, ni celle en microspectroneé®Raman, sur les différentes parties de
I'échantillon inclus en résine n'a permis la démmttdu soufre. Ce résultat confirme
clairement que la préparation des organismes pesirahalyses en MET (ATEM) est
responsable de la perte du soufre.
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Figure 29 : Analyse du soufre par microspectrométrie Raman et EELS sur un nématode
symbiotique E. dianae inclus en résine LR White.

(A) Microscopie optique d’'une coupe longitudinale semi-fine (o,5um) du nématode inclus en
résine. Les filaments bactériens qui constituent le manteau bactérien (MB) sont situés sur la
cuticule (cu) du nématode a l'intérieur duquel sont observés plusieurs organes internes. Le
scan Raman est constitué de 20 spectres couvrant une distance de 158um et représentés par les
cercles blancs.

(B) Observation en MET d’'une coupe fine (6onm) de E. dianae inclus en résine LR White.
Présence du tube digestif vide (TD) et de différents organes libres de toutes bactéries dans le
corps du nématode. Le manteau bactérien extracellulaire entourant la cuticule (cu) du
nématode est composé de coupes transversales (fleche noire) et longitudinales (fleche blanche)
de bactéries de la méme espece. [insert : Agrandissement de quelques bactéries en coupes
transversales. Présence de granules translucides (*) qui correspondent normalement aux grains
de soufre élémentaire (détectés par microspectrométrie Raman sur les organismes vivants)].
(C) Série de spectres Raman acquis a travers I'échantillon inclus en (A). Le spectre en pointillé
correspond au soufre élémentaire Sg. Comme pour I'analyse en perte d’énergie, aucun soufre
n’est détecté lors du scan Raman dans le nématode inclus en résine.
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(D) Spectres de perte d’énergie collectés sur la méme coupe fine présentée en (B). Le soufre
n’est détecté ni dans le corps du nématode, ni dans son manteau bactérien (MB) ni dans les
granules translucides (Ahn & Krivanek, 1983).

c. Analyse Raman sur un bivalve endosymbiotique

Afin de confirmer I'efficacité de la microspectrotrié Raman pour la détection de
soufre élémentaire dans les différents types diosgaes sulfo-oxydants, nous avons utilisé
cette technique sur un model endosymbiotique.

Le bivalve tropicalCodakia orbicularisa été choisi pour cette analyse. Il colonise le
méme environnement soufré réduit que le nématBdedianae (I'herbier a Thalassia
testudinun et possede des bactéries thioautotrophiques desmscellules spécialisées, les
bactériocytes, au niveau du tissu branchial (Fetn&i Moueza, 1995) (Fig. 30A). A partir
d’'une branchie disséquée sur un animal vivant porgelée pour conservation, un transect
Raman a été réalisé. La figure 30B montre la Isatitin et le déplacement de la sonde lors de
I'analyse pour obtenir le profil d’'intensité du $@udans ce tissu. La figure 30C montre une
sélection de deux spectres Raman acquis respeeintesans I'eau de mer dans laquelle est
maintenu le bivalve pendant I'analyse et dans dsutibranchial. Le soufre est clairement
détecté dans ce tissu, alors qu’aucun des trossgaiactéristiques du soufre élémentaya S
160cm?, 225cm* et 480cr n'est observé dans I'eau environnante. Le prdiiitensité du
soufre & 225cih, caractéristique de la diffusion Raman en fonctiondéplacement de la
sonde, est représenté en figure 30D. Cette analgseontre évidemment la présence de
soufre dans la branchie @ orbicularis présence qui a été précédemment étudié et lécalis
dans le périplasme des endosymbiotes sulfo-oxydeatgriens par Lechaiat al. (2008).

Figure 30 Détection du soufre par microspectrométrie Raman sur la branchie d'un
bivalve symbiotique C. orbicularis.

(A) Observation au MET (O. Gros) de deux bactériocytes (BC) de la zone latérale d’un filament
branchial du bivalve C. orbicularis inclus en résine LR White. Ces bactériocytes ont des
microvilli (mv) au pole apical qui leur permettent d’'augmenter le contact avec I'eau de mer
(em) environnante. Le cytoplasme est remplie de bactéries (b) thioautotrophes qui sont
individuellement confinées dans des vacuoles du bactériocyte.

(B) Vue générale d’'un individu adulte de C. orbicularis fraichement collecté dans laquelle une
valve a été enlevée. Observation de la branchie (Br) du pied (P) et 'animal et de son manteau
(M). [insert : Agrandissement d’une partie de la branchie ol a été réalisé le scan Raman de 30
points couvrant une distance de 120opum entre la branchie et 'eau de mer et représentés par les
ronds blancs.]
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(C) Sélection de deux spectres Raman extraits des données du profil Raman et collectés I'un
sur la branchie et 'autre dans I'eau de mer. Ces spectres mettent en évidence la présence des
trois pics caractéristiques du soufre Sg dans la branchie alors qu’il n’est pas détecté dans I'eau
environnante.

(D) Profil d’intensité Raman a 225 cm™ en fonction du déplacement de la sonde lors du scan.
L’intensité maximum caractéristique de la détection du soufre est observée dans la branchie du
bivalve alors qu’elle est nulle (pas de soufre) a 'extérieur.
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3.3 Caractérisation moléculaire

a. Caractérisation des bactéries symbiotiques

Quatre nématodes ont été analysés en FEEHopperj Robbeasp.1,Robbeasp.2 et
Stilbonemasp.. Des problemes d’autofluorescence de la dationt été observés sur les
coupes des différents morphotypes analysés (FIg). Xlependant, le signal positif ou négatif
dd a la présence ou a l'absence des bactéries @r@wlairement distingué. Le DAPI a
confirmé ce probleme d’autofluorescence de la aldienais aussi la présence de noyaux
procaryotes sur le pourtour des coupes de némaiddgs 31B). De méme, les résultats
d’hybridations avec les sondes EUB et NON EUB déneon la différence entre un signal et
une absence de signal malgré I'autofluorescences Tes nématodes présentant un manteau
bactérien ont émis une fluorescence avec la sopdeifjue des Eubactéries et des
Gammaprotéobactéries (Fig. 31E-F). Plusieurs sectie chaque nématode ont été analysées
et aucune fluorescence a lintérieur des individiess été mise en évidence au niveau des

organes internes tel que le tube digestif.

Le Card-FISH a été utilisé sur des coupes semsf{dpgm) de nématodes inclus en
résine LRWhite. Une coloration histologique au bteutoluidine avant les hybridations en
Card-FISH a permis de sélectionner les coupes @bsdtver la répartition du manteau
bactérien sur la cuticule des nématodes (Fig. 3T&)g nématodes ont été analysds :
dianae E. hopperj Robbeasp.1,Robbeasp.2 etStilbonemasp.. Tous ces nématodes excépté
E. dianaeont émis une fluorescence avec la sonde HRP-EUBBB8e pourtour de leur
cuticule (Fig. 31C), permettant ainsi de confirnermprésence de bactéries extracellulaires

appartenant aux Eubactéries. Le Card-FISH a été afis d’obtenir un signal plus net qu’en

FISH et valider ainsi la positivité de la fluoresce obtenue en FISH.

Les analyses en FISH et CARD-FISH de chacun desatogles, ont permis de
confirmer l'appartenance des bactéries extracélada aux Eubactéries et plus
particulierement au groupe desProtéobactéries. Cependant, aucune hybridatiom n’

fonctionné sur le nématode dianae
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Figure 31: Hybridations moléculaires en FISH et Card-FISH sur le nématode E.
hopperi.

(A) Coupe histologique colorée au bleu de toluidine. Observation des organes internes (OI) et
de la lumiére du tube digestif (TD) a l'intérieur de la section du nématode. Présence du
manteau bactérien (MB) recouvrant la cuticule (cu) du nématode.

(B) Hybridation du fluorochrome DAPI mettant en évidence les noyaux eucaryotes (n.e.) a
I'intérieur du nématode et les noyaux procaryotes (n.p.) a I'extérieur de celui-ci.

(C) Hybridation en Card-FISH de la sonde spécifique des Eubactéries. Positivité de la
fluorescence au niveau du manteau bactérien.

(D) Hybridation en FISH de la sonde NON EUB sur une coupe de trois sections de nématode
inclus en paraffine. Observation d’'une légere autofluorescence de la cuticule du nématode.

(E) Hybridation en FISH de la sonde spécifique des Eubactéries. Autofluorescence de la
cuticule et positivité de la fluorescence au niveau du manteau bactérien.

(F) Hybridation en FISH de la sonde spécifique de Gammaprotéobactéries. Autofluorescence
de la cuticule et positivité de la fluorescence au niveau du manteau bactérien.
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b. Identification moléculaire des nématodes hétes eedeurs symbiotes

Aucune technique d’extraction d’ADN suivie d’'une RGva permis d’obtenir une
quantité suffisante d’ADNr 18S et 16S pour réaliseséquencage. La faible quantité initiale
de nématodes collectés dans I'herbier n’était pdfssante pour amplifier TADNr 18S des
nématodes hétes ni '’ADNr 16S de leurs symbiotes.

Les hybridations moléculaires réaliseées en FISpiardir des amorces spécifiques des
nématodes du genfRobbeaet Stilbonema ont validé nos identifications morphologiques,
puisque nous avons obtenu une fluorescence suorggEmismes testés. Le nématdde
hopperiretrouvé en majorité dans le sédiment d’herbi&r gestudinuma été utilisé comme
témoin négatif. Aucune autofluorescence n’'a été@aléeé sur cet organisme, confirmant la

spécificité et la positivité du résultat sur lesrasi nématodes analysés.
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3.4 Ecologie de la méiofaune dans les ecosystemes ésudi

a. Analyse physico-chimique de I'herbier arhalassia testudinum

Les valeurs de concentration epgSHbbtenues dans I'eau interstitielle d’'une cardéde
sédiment d’herbier ont montré un gradient allantl@gM en surface du sédiment a 30uM
plus en profondeur. Ces données mettent en évidgmed'herbier aT. testudinumest un
environnement faiblement réduit avec une zone @@ surface trés peu réduite et une zone
plus réduite en profondeur. Le prélevement d’ederstitielle ne permet pas une localisation
précise des concentrations en sulfures obtenueis psamet d’avoir un apercu de sa
distribution dans le sédiment. La figure 32 motdrearotte de sédiment d’herbier ouverte en
deux dans laquelle les mesures ont été réaliséesolche oxique de surface, de couleur
claire, est tres fine et difficilement séparablerdste de la carotte. Rapidement, le sédiment

devient sombre et caractéristique d’'un milieu rédauvre en oxygene.

Sédiment en
surface non réduit

Sédiment en subsurfacs
réduit

D

Sédiment en profondeuf
faiblement réduit

Figure 32 : Carotte ouverte de sédiment d’herbier a T. testudinum.

Les phanérogames marines sont disposées sur une couche fine de sédiment de surface (oxique
et non réduite) puis enracinées plus profondément dans un sédiment plus réduit.
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b. Analyse physico-chimique du sédiment de mangrove

Cette analyse physico-chimique du sédiment de noapgx été réalisée en 2008.

Des mesures physico-chimiques témoins ont étéséeali dans le sédiment de la
lagune, a distance du casier. Les mesures de doatoem de HS total a § montrent qu’en
surface et jusqu'a 2cm de profondeur les sulfuressont pas détectables. Par contre, ils
commencent a étre décelés a 5cm avec une cond@milat285uM puis a 10cm avec 715uM

(Fig. 33). Il y a donc une augmentation de la catregion en sulfures liee a la profondeur
dans le sédiment.

800 - Mesure a T
700 -
600 -
To [H2S] en uM .
= 500 -
1lcm _3
8 400
2cm 2
2 300
5cm 285 T
200 -
10cm 715
100 -
0
lcm 2cm 5cm 10cm

Profondeur sédiment

Figure 33 : Mesures de la concentration en H.S total dans le sédiment de la lagune de
la manche-a-eau en mangrove, a 1m50 de profondeur, avant I'immersion du casier de
bois sur le sédiment.

Des mesures ont ensuite été effectuées apres tkbgbli mois d’'immersion du casier
sur un transect allant du casier jusqu'a 5m deadist de celui-ci. Les données a 5m de
distance du casier n'ont pas pu étre exploitéemison d’'une dérive des valeurs enregistrées
par les capteurs.

Les mesures réalisées a 15 jours d'immersion dierc§fab. 11) montrent qu’au
niveau du casier les sulfures sont détectés arpdeti2cm de profondeur et que leurs
concentrations augmentent avec I'enfoncement darsgdiment. Les concentrations sont 5
fois a 10 fois plus élevées que le témoin a 5cietn de profondeur. Ces mesures peuvent
laisser supposer un enrichissement du sédimeat IBédégradation du bois. Il y a donc une

augmentation des concentrations en sulfures damsgdanent par rapport au témoin @& t
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niveau du casier est plus importante a 1m et su&@m de celui-ci.

(couleur rose dans le tableau des valeurs) mate eefgmentation bien que présente au

_ [H2S] en uM
15 jours
casier Im 2m
1cm 10
2cm 100 200
5cm 1000 2000 2000
10cm 1800 3000 10000

Tableau 11 : Récapitulatif des valeurs de concentration en H,S total obtenues apreés 15
jours dimmersion du casier de bois sur 10cm de profondeur et jusqu'a 2m
d’éloignement.

La couleur rose correspond aux valeurs supérieures a celles du témoin a t,.

Les mesures a 1 mois d’immersion du casier de @a@b. 12) ne montrent presque
plus de HS au niveau du casier. Seulement 200uM sont détaci®cm de profondeur dans
le sédiment (couleur verte) alors que a 1m de rlistdes concentrations sont encore élevées
avec prés de 5mM de sulfures a 10cm de profondeutdur rose). Par contre, a 2m du casier

les concentrations redeviennent proches de callééndoin (couleur bleu).

) [H2S] en uM
1 mois
casier Im 2m
1cm
2cm 200
5cm 2300 200
10cm 200 4800 600

Tableau 12 : Récapitulatif des valeurs de concentration en H,S total obtenues apres 1
mois d’immersion du casier de bois sur 10cm de profondeur et jusqu'a 2m
d’éloignement.

La couleur rose correspond aux valeurs supérieures a celles du témoin a t,. La couleur verte aux
valeurs inférieures et la couleur bleue aux valeurs similaires.
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Les mesures apres 1 mois ¥ d'immersion du boid.(T8) montrent que les
concentrations en sulfures sont redevenues pratgheslles du témoin au niveau du casier et
a 5m de distance de celui-ci. Par contre elleenégtievées a 1m de distance du casier avec

des concentrations 2 a 5 fois supérieures a ahliéémoin.

1 mois %2 HzS]en uM
casier 1m 2m
1cm
2cm 200
5cm 100 1400 200
10cm 400 1200 600

Tableau 13 : Récapitulatif des valeurs de concentration en H,S total obtenues apres 1
mois %2 d'immersion du casier de bois sur 10cm de profondeur et jusqu'a 2m
d’éloignement.

La couleur rose correspond aux valeurs supérieures a celles du témoin a t, et la couleur bleue
aux valeurs similaires.

A partir de la figure 34, nous constatons que lesures réalisées au niveau du casier
de bois montrent un enrichissement du sédiment £ aH15 jours d’immersion puis une
disparition des sulfures a 1 mois et un retoumaois %2 aux concentrations témoins. A 1m de
distance du casier, les concentrations sont plegéés qu’en conditions normales et en
particulier & partir de 5cm de profondeur. A 2madgier les concentrations en sulfures sont

tres importantes aprés 15 jours d'immersion pudgvennent ensuite normales.

Le H,S est détecté a partir de 5cm de profondeur paus tes points d’analyse
(excepté a 1 mois au niveau du casier). Au dessusette profondeur, aucun profil de
distribution des sulfures n’est réellement expladiaet le plus souvent, la concentration est
trop faible pour étre détectée. De méme pour lesunes effectuées a 3 mois d'immersion du
casier, la calibration précédent I'analyse n’a fmasctionné et les mesures obtenuessitu
n'ont pas pu étre exploitées. L'analyse ayant éafisée une seule fois, aucun écart-type (ou
intervalle de confiance) n’est visualisable surdesphiques. Les mesures d’oxygéene dissout
menées en paralléle avec des mesures de pH etndent@ation en b6 dans le sédiment
montrent sur tous les points analysés (prochesiret tu casier) que le sédiment est anoxique

des les premiers millimétres sous la surface.

84



15 jours 1 mois 1 mois ¥
E ; —
+ g U 5 I g
- 'l T: ] E = -
: £ - i E
o) a3 i %
E r E | = =
r-:J- ) 2 z
E = - - =
=} c = E -]
- S o R Ifﬂ =
= £ Z £
] e & B
- g 5 §
= i = =] o i e Y =
SEEESE EEE8E8E BESEEE
LN T (i penn S (bt} (ep0) &TH
e | =
"% -3 — _ §
e £ g £ -
& g W | 3
3 o E
; 4 | £ 3 %4
£ -5 = E E I:ll:
il i =
P B - R e B O T e e e S e R o R e T e S E E E
SEEEEE SESERS SEEEEE
{unisdl uteie S7f) i} piaan 57 (i) piepon §7p
I I c
E l £ I £
8 - = — &
g : .
=
f:: 53 £ 3
(™ ig I B
=2 a
i Eo= E = e £
- =] E o a & |
) NoE ™8 2
- Z
2 2
F- g [ I R e [ B o SR TR e T o Y e RO ] g o
=09 L e B e ) e R o A o e A e )
EEaEFRAT cE2 298 EE%EE,
{uasdh g G7R it} g G7R reutf} arpos g7

Figure 34 : Mesures a 15 jours d’intervalle pendant 1 mois 'z de la concentration en H,S
total au niveau du casier de bois et a distance de celui-ci (1m et 2m) en fonction de la

profondeur dans le sédiment.
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Suite a ces observations, il parait difficile d& lfinfluence du bois sur la chimie du
sédiment. Le sédiment est apparemment trop hétéequaur obtenir un profil d’émission de
sulfures par la dégradation du bois dans le sédimndistance du casier et en profondeur.

Cependant, une tendance peut étre observée dofeges a 1 mois au niveau du
casier sont erronées, nous pouvons alors constatenrichissement en sulfures a 15 jours du
sédiment. Ces concentrations restent élevées pudqn’de distance du casier apres 1 mois

d’'immersion puis redeviennent stables a partir deols %5.

c. Reépartition de la nématofaune dans le sédiment deangrove

Lors de la premiéere analyse en 2008, un uniquarditionnage de la nématofaune a
été effectué. Cette étude a été répétée en 2009 aduble échantillonnage a été réalisé afin
de valider les précédents résultats et d’obteniraparcu général de la répartition de la
nématofaune en fonction des émissions de sulfuraséguence de la dégradation du bois
dans le temps.

Lors de la premiére expérimentation en 2008, (B4 les nématodes sont retrouvés
les quinze premiers jours en majorité a proximiténiediate du casier de bois puis cette
majorité se déplace aux alentours des 2m jusquiwis %2 d'immersion. Un second pic de
forte densité de nématodes est observé a 3 morexamité immédiate du casier puis la
densité des nématodes redevient normale, c’esegsdiche de la densité initiale, a 4 mois.
A 5m de distance du casier la quantité de nématsdewle rester stable tout au long de

I'expérimentation.

En 2009, I'analyse quantitative de la nématofauneatne un autre profil que celui de
2008 (Fig. 35B-C). Les nématodes sont retrouvésnajoriteé & 2m du casier pendant les
quinze premiers jours d'immersion du casier (aiusa 5m lors de la seconde analyse), alors
gu’'aucune variation n’est constatée sous le casiee 5m. A 1 mois et 1 mois %
d’expérimentation, I'ensemble de la nématofauneatstirné a son niveau de densité initial.

Suite a ces observations aucun profil de distrilbuties nématodes en fonction de la
distance du casier n'a pu étre établi, entre lesipodations de 2008 et celles de 2009. Il a

donc été décidé de ne pas continuer les prélevemaehinois et 4 mois.
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Figure 35: Quantification et distribution de la nématofaune en fonction du temps
d’immersion du casier de bois.

(A) de février 2008 a juin 2008 ;
(B) de janvier 2009 a mars 2009 - Premier échantillonnage ;
(C) de janvier 2009 a mars 2009 - Deuxiéme échantillonnage.
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Le nématodeE. dianaea aussi été retrouvé dans le sédiment de manghoaeété
recensé uniqguement lors de la premiére étude dérfetofaune en 2008 (Fig. 36). Sachant
qgu'il est retrouvé habituellement entre 0 et 3 widlis dans 10g de sédiment humide en
absence du casier de bois, ce nématode symbiaticgié observé en plus grande quantité
proche du casier a 15 jours d'immersion puis a $ripiet 3 mois. A 2m du casiét, dianae
est en plus forte densité a 3 mois d'immersion asiar alors qu’a 5m il reste proche de la
guantité témoin. Cependant sa faible densité nagtguas de lier directement sa présence aux
emissions de sulfures produites par la dégradatiohois. Il est toutefois observable que sa
brusque diminution a 1 mois d'immersion proche dsier correspond a I'absence de sulfures

mesurée dans le sédiment.

—e—casier

—8—2m

5m

2 - Quantité
1 témoin

Nombre de Eubostrichus dianae
pour 10g de sédiment humide
N

15 jours 1 mois 1 mois 1/2 3 mois

Temps d'immersion du casier

Figure 36: Quantification et distribution du nématode Eubostrichus dianae en
fonction du temps d'immersion du casier de bois.

Une observation individuelle des nématodes a en&ué réalisee afin de déterminer
'appartenance aux différents groupes trophiqueshdeun des nématodes et ainsi évaluer

leur répartition par rapport au casier de bois.
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d. Identification de la nématofaune de mangrove : Taxaomie et

groupe trophique

A partir des observations de la distribution déeatiffs de nématodes dans le sédiment
de mangrove en fonction du temps d’immersion diecate bois, nous allons identifier les
nématodes prélevés sur le transect casier-5m dande Cette expérimentation nous
permettra d’évaluer I'impact du casier de boisplkis particulierement des émissions de
sulfures conséquence de la dégradation du boi$a s@partition trophique de la nématofaune
dans le sédiment.

Lors de I'étude de la répartition de la nématofadaes le sédiment de mangrove de la
Manche-a-eau, nous avons essayé d’identifier limbse des nématodes prélevés lors de la
campagne d’échantillonnage de 2008 et 2009. k¥ alidficile d’'identifier jusqu’a I'espece les
nématodes collectés et seuls ceux remarquabledepataractéristiques tres particulieres ont
été facilement nommés comme les nématddesconemasp. etPseudochromadorasp.
(Gourbault & Vincx, 1990). Ces deux nématodes porteurs ceufs sur leur corps dans le

milieu environnant.

Le nématodéCroconema ottest caractérisé par la présence de ses ceufs nalampas
I'utérus de I'animal mais attachés a I'extérieur @ups de la femelle (Fig. 37A). Les ceufs
sépareés les uns des autres sont tous au mémedstageeloppement. Ce nématode possede
aussi une capsule céphaligue bien marquée (Fig) 87Aine queue conique effilée (Fig.
37B). La cuticule est annelée de la capsule capmajusqu’a I'effilement de la queue. Sur la
derniere partie conique de la queue (Fig. 37B) po@sents des pores d’ornementation. Au
niveau de la partie céphalique, de nombreuses somstes sont détectables et

caractéristiques de I'espéce comme I'amphide duiezulaire et bien apparente (Fig. 37C).
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Figure 37 : Observation au MEB du nématode Croconema otti.

(A) Allure générale du nématode avec la présence d'une capsule céphalique démarquée par la
fleche blanche. Les ceufs sont portés a 'extérieur sur le corps de la femelle (*).

(B) Agrandissement de la partie postérieure du nématode mettant en évidence l'effilement de
la queue avec une partie conique (accolade blanche) de largueur réduite par rapport au reste
du corps.

(C) Agrandissement de la partie céphalique. Observation de I'amphide circulaire et bien
marquée et des nombreuses soies céphaliques.

Figure 38 : Comparaison au microscope photonique de deux especes de nématodes
portant leurs ceufs a 'extérieur.

(A) Allure générale de Croconema otti. Sa partie postérieure est conique puis effilée et porte un
Suctoria (cilié) (fleche noire). Les ceufs sont répartis deux par deux sur la partie latérale du
nématode.

(B) Allure générale de Pseudochromadora incubans. Sa partie postérieure est effilée. Les
embryons sont a des stades de développement différents et sont portés I'un derriere I'autre a
partir de la vulve du nématode qui présente un renflement (fleche noire). L'ceuf le premier
expulsé contient 'embryon le plus développé (fleche blanche).
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Des ciliés du genr8uctoria(Phyllopharyngea) sont régulierement retrouvéachgs
sur la partie postérieure des nématodes (Fig. 38A).

Le nématodePseudochromadora incubargorte ses ceufs au niveau de la région
vulvaire avec un renflement a I'accrochage (FigB)38.es embryons sont & un stade de
développement différent et I'ceuf le plus éloignét@nt 'embryon le plus développé. La
capsule céphalique est bien marquée et la cutitmtiement annelée. La queue est
uniquement effilée et ne présente pas le décrocbaggue observé che2roconema otti
Quelques soies céphaliques sont présentes ainsneetite amphide bien arrondie et

marquée.

Les individus collectés, lors de I'échantillonnatge2008 et 2009, a 15 jours et 1 mois
d'immersion du casier de bois sur le sédiment dagmve, ont été regroupés en plusieurs
morphotypes dont 24 ont pu étre identifiés (Tab). Parmi ces 24 morphotypes sont
représentés les nématodes du ged@mwconema et Pseudochromadoraet I'espéce
Eubostrichus diangetous précédemment décrits. En raison d’'un gramdbme d’individus
collectés lors de I'échantillonnage, il a été dédié limiter la description de la diversité de la

nématofaune a 15 jours et 1 mois d'immersion diecae bois.

Les 24 morphotypes recensés lors de notre étude ikkastrés par microscopie
photonique en annexe 8. Les morphotypes 2 et smondent a la méme espece mais le
morphotype 2 n'a pas été collecté dans le sédinhethgune témoin. Il a donc été décidé de
séparer ces deux morphotypes pour I'étude desasdicologiques.
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Groupes

orphoypes | \dertfcaions | Sroopes vontiaes | woptiaues
' (Jensen, 1987)
Morphotype 1 Crenopharynx Détritivore Détritivore
Morphotype 2 et 3] Gomphionema' et Q Herbivore Herbivore
Morphotype 4 Daptonema Détritivore Détritivore
Morphotype 5 ngi?cimga Microvore Détritivore
Morphotype 6 Chromaspirina Détritivore Détritivore
Morphotype 7 Oncholaimus Prédateur facultatif Prédateur
Morphotype 8 Laimella Détritivore Détritivore
Morphotype 9 Chromadoridae Herbivore Herbivore
Morphotype 10 Richtersia Détritivore Détritivore
Morphotype 11 Chromadoridae Herbivore Herbivore
Morphotype 12 Gomphionema Herbivore Herbivore
Morphotype 13 Terschellingia Microvore Détritivore
Morphotype 14 Thalassironus Herbivore Herbivore
Morphotype 15 Oncholaimidae Prédateur facultatif edateur
Morphotype 16 Desmodoridae Herbivore Herbivore
Morphotype 17 Parapinnanema Détritivore Détritivore
Morphotype 18 Chromadoridae Herbivore Herbivore
Morphotype 19 Pseudochromadora Herbivore Herbivore
Morphotype 20 Monhystrella Détritivore Détritivore
Morphotype 21 Croconema Herbivore Herbivore
Morphotype 22 Sphaerolaimidae Prédateur Prédateur
Morphotype 23 Odontophora Consommateur de ciliés Herbivore
Morphotype 24 Eubostrichus dianae Détritivore Détritivore

Tableau 14 : Récapitulatif des 24 morphotypes collectés et identifiés dans le sédiment
de mangrove. Les groupes trophiques sont identifiés a partir clés de détermination de
Moens & Vincx (1997) et de Jensen (1987).
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e. Interprétation statistique de la dynamique de la nénatofaune de

mangrove

o Echantillonnage de 2008 (mars-avril)

Par effectif d’espéces

Les indices écologiques (Tab. 15) calculés a pdetr effectifs de chaque espéce dans
le sédiment (Annexe 9) montrent que le peuplememématodes dans le sédiment est peu
diversifié puisque lindice de Shannon-Weaver (M3t faible comparé a la richesse
spécifique (log RS). L'indice de Pielou met en évidence la présatiune espece dominante
dans le peuplement puisque les valeurs obtenuetgsirles points d’échantillonnage sont
faibles (proches de zéro). Peu de différences @oservées entre les stations (casier, 2,5m et
5m). Le manque d’un prélévement témoin dans larlagwe permet pas de conclure quand a
I'éventuel impact du casier de bois sur la nématada Le peuplement dominé par une
espece, détecté sur le transect analysé corregpauteEtre a une période de reproduction
d’'une espece. Dans le tableau 16 des abondancgsedss, il apparait clairement que le
morphotype 13 correspondant au gehegschellingiaest présent en majorité dans tous les

sites analysés.

15 jours 1 mois
casier| 2,5m 5m | casier 2,5m 5m
Indice de Shannon-Weaver (H'N) 0,99 0,53 0,84 0,55 0,72 0,39

Richesse Spécifique (RS) 14,00| 10,00 6,00 10,00| 11,00 9,00
Log, RS 3,81 3,32 2,58 3,32 3,46 3,17
Indice d'équitabilité (EN) 0,26 0,16 0,33 0,16 0,21 0,12

Tableau 15 : Indices de diversité spécifique et d’équitabilité calculés sur I'effectif des
espeéces collectées en mangrove (2008).
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. 15 jours 1 mois
Identification , -
casier 2,5m 5m casier 2,5m 5m

Crenopharynx 2,9% 2,3% 1,3% 1,6%
Gomphionema’
Gomphionem&’ 5,0% 5,1%
Daptonema 2,1% 4,7% 14,3% 5,1% 1,6% 16,0%
Terschellingia 3,6% 4,7% 5,1% 5,7% 4,0%
Chromaspirina 4,8% 3,3%
Oncholaimus
Laimella 11,4% 23,3% 31,6% 26,8% 12,0%
Chromadoridae
Richtersia 0,7% 4,8%
Chromadoridae
Gomphionema 2,1%
Terschellingia 62,1% 41,9% 57,1% 39,2% 51,2% 28,0%
Thalassironus 0,7% 6,3% 2,4% 4,0%
Oncholaimidae 0,7%
Desmodoridae 0,7% 2,3% 12,0%
Parapinnanema
Chromadoridae 0,7% 4,0%
Pseudochromadora 2,1% 4,7% 1,3% 0,8%
Monhystrella
Croconema 4,7% 4,0%
Sphaerolaimidae 2,3% 4,8% 2,5% 3,3%
Odontophora 0,8%
Eubostrichus dianae 5,0% 9,3% 14,3% 2,5% 2,4% 16,0%

Prédateurs/Omnivores (2B)
Détritivores (1A + 1B)
Suceurs d’épistrates/Herbivores (2A)

Sédiment lagune (Témoin)

Tableau 16 : Abondance relative des espéces de nématodes aux différents sites de

préléevement (2008).

Par groupes trophiques

L'étude des groupes trophiques démontre que leiiddres dominent le peuplement

de mangrove (Tab. 17). Les prédateurs en minoutél’'ensemble des prélevements sont
absents a 5m de distance du casier apres d'immg(sig. 39). De méme les herbivores sont

absents a 5m du casier apres 15 jours d'immersimn 89). La dominance des détritivores
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s’explique par le fait que I'espéce dominante n@sedvidence par I'analyse des effectifs est

détritivore. En recommencant I'analyse sans preedreonsidération ce morphotype, nous

constatons de la méme facon que le peuplement destené par une especka{mellasp.)

avec une dominance des détritivoreaifnellasp. étant détritivore) (résultats non montrés).

Groupes trophiques 15 jours 1 mois
(Jensen, 1987) casier 2,5m 5m casier 2,5m 5m
Prédateurs (2B) 0,7% (1) 2,3% (1) 4.8% (1) 2,5% (2) 3,3% (4) 0,0% (0)
Détritivores (1A + 1B) [ 87,9% (123) | 86,0% (37)| 95,2% (20)| 84,8% (67) | 92,7% (114) | 76,0% (19)
Herbivores (2A) 11,4% (16)|  11,6% (5) 0,0% (0)| 12,7% (10) 41% (5)| 24,0% (6)

Tableau 17 : Abondance relative des groupes trophiques de nématodes aux différents
sites de prélévement (2008). Le nombre entre parenthése indique le nombre d’espéces
par groupe trophique.
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casier 2,5m 5m
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Figure 39 : Graphique représentatif des abondances 2008 des groupes trophiques de
nématodes prélevés a 15 et 1 mois d'immersion du casier de bois et dans le sédiment

de la lagune.
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o Echantillonnage de 2009 (janvier-février)

Par effectif d’espéces

Lors du dénombrement et de lidentification deseéess présentent dans notre
échantillonnage, nous avons constaté qu’aucun némale I'espec&ubostrichus dianae
n'était présente. Un prélévement témoin permetoeparer la nématofaune présente avant et
apres l'installation du dispositif de bois coulés ke sédiment de mangrove.

Les indices écologiques (Tab. 19) calculés a pdetr effectifs de chaque espece dans
le sédiment (Annexe 9) démontrent que le peuplenhemematodes dans le sédiment est bien
diversifié puisque l'indice de Shannon-Weaver (149t élevé, c'est-a-dire proche de la
richesse spécifique (lodRS). L'indice de Pielou met en évidence qu'il @ypas d’espece
dominante et que I'ensemble des espéces est lpefsenté dans le peuplement puisque les
valeurs obtenues sur tous les points d’échantidgensont élevées (proches de un). Peu de
difféerences sont observées entre les stationsefcasbm et 5m). Cependant, le peuplement
est légérement plus diversifié apres 1 mois d’insioer du casier. Le prélévement témoin
réalisé dans la lagune avant I'immersion du cadeerbois permet de repérer les especes
initialement présentent dans le sédiment de maeg(@ab. 20). Il apparait clairement que
certains genres de nématodes conbaptonemaGomphionema, Laimellat Terschellingia
constituent le peuplement de base de cet enviroanem@ cette période puisqu’ils sont
collectés dans le sédiment témoin et dans tousesutres stations apres immersion du casier
(Tab. 20). Dans le tableau 20 des abondances desple genr®aptonemaest en majorité

dans la plupart des sites analyseés.

TO 15 jours 1 mois
2diment . .
Sédime casier 2,5m 5m casier 2,5m 5m

lagune
Indice de Shannon-Weaver (H'N) 2,40 2,30 2,98 3,29 2,82 3,53 3,30
Richesse Spécifique (RS) 8 8 14 16 11 17 12
Log, RS 3 3 3,81 4 3,46 4,09 3,58
Indice d'équitabilité (EN) 0,80 0,77 0,78 0,82 0,82 0,86 0,92

Tableau 18 : Indices de diversité spécifique et d’équitabilité calculés sur 'effectif des
espéces collectés en mangrove (2009).
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T0 15 jours 1 mois
Identification Sédiment

lagune | casier 2,5m 5m casier 2,5m 5m
Crenopharynx 2,4% 1,1% 0,9%
Gomphionema’ 12,2% 3,2% 8,6% 2,3% 5,7%
Gomphionem&’ 8,7% 29,3% 8,5% 23,3% 13,6% 3,4% 2,9%
Daptonema 43,5% 39,0% 23,4% 21,6% 27,3% 23,9% 5,7%
Terschellingia 8,7% 4,9% 2,1% 1,7% 2,3% 2,3% 5,7%
Chromaspirina 2,4% 4,5%
Oncholaimus 4,3% 7,3% 1,1% 3,4% 15,9% 11,4% 11,4%
Laimella 21,7% 2,4% 29,8% 8,6% 22,7% 11,4% 20,0%
Chromadoridae 2,1% 2,3%
Richtersia 2,1%
Chromadoridae 1,1% 0,9% 2,9%
Gomphionema 4,3% 1,7% 2,3% 3,4%
Terschellingia 4,3% 13,8% 2,6% 1,1% 2,9%
Thalassironus 4,3% 3,2% 3,4% 2,3% 3,4%
Oncholaimidae 4,3% 4,3% 6,8% 13,6% 5,7%
Desmodoridae 12,1% 2,3% 1,1% 11,4%
Parapinnanema 3,4% 4,5% 8,6%
Chromadoridae 4,3% 2,6% 2,3%
Pseudochromadora 0,9%
Monhystrella 2,3%
Croconema 6,8% 17,1%
Sphaerolaimidae 2,3%
Odontophora 2,3%

Prédateurs/Omnivores (2B)

Détritivores (1A + 1B)

Suceurs d’épistrates/Herbivores (2A)

Sédiment lagune (Témoin)

Tableau 19 : Abondance relative des différentes espéces de nématodes recensées aux
sites de préléevement (2009).

Par groupes trophiques

D’aprés le tableau 21 et la figure 40, nous remamguque les détritivores sont

majoritaires dans le sédiment de lagune (témoin)54ours d’immersion du casier de bois,

les détritivores ainsi que les herbivores sontdargnt représentés au niveau de celui-ci alors

gu'a 2,5m les détritivores sont majoritaires etra s herbivores sont légérement plus

nombreux que les détritivores. A 1 mois d'immersidm casier de bois, nous pouvons

constater une augmentation de carnivores sur tesdca étudié et une prédominance des

détritivores au niveau du casier et a 2,5m alora &m les herbivores sont aussi bien
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représentés que les détritivores. Le casier dedmmitle dans les 15 premiers jours attirer les

herbivores. Aprés 1 mois d’'immersion, la présencepkeis grand nombre des prédateurs,

pourrait étre liée a I'attraction d’autres organesnpar le casier de bois.

Groupes trophiques | — 10 15 jours 1 mois
(Jensen, 1987) | Sédiment _ .
lagune casier 2,5m 5m casier 2,5m 5m
Prédateurs (2B) 43% ()| 7,3% (3)| 53%((5)| 7,8%(9)|22,7% (10) | 27,3% (24) | 17,1% (6)
Détritivores (1A + 1B)| 78,3% (18) | 51,2% (21) | 72,4% (68) | 38,8% (45) | 54,6% (24) | 47,7% (42) | 42,9% (15)
Herbivores (2A) 17,4% (4) | 41,5% (17) | 22,3% (21) | 53,4% (62) | 22,7% (10) | 25% (22) | 40% (14)
Tableau 20 : Abondance relative des groupes trophiques de nématodes au différents
sites de prélévement (2009). Le nombre entre parenthése indique le nombre d’espeéces
par groupe trophique.
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Figure 40 : Graphique représentatif des abondances 2009 des groupes trophiques de
nématodes prélevés a 15 et 1 mois d'immersion du casier de bois et dans le sédiment

de la lagune.
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o Comparaison des deux périodes d'études

Les analyses réalisées en 2008 et en 2009 sonenaat différentes. Elles ne
permettent pas d’établir une structure logique duppement de nématode dans le sédiment
de mangrove et de mettre en évidence I'impact dsiecade bois sur la nématofaune.
L’analyse chimique du sédiment en 2008 démontre lgusediment est trés hétérogene et
gu’il est difficile d’observer une influence du easde bois sur les concentrations en sulfures
dans le sédiment.

Concernant, la nématofaune, en 2008, le peuplegstrdonstitué principalement par
une espece et il est dominé par des détritivores. nématodes sont répartis de maniére
aléatoire sur le transect étudié avec une fortsitlede nématodes au niveau du casier aprés
15 jours d'immersion puis le peuplement deviens@bondant a 2m du casier aprés 1 mois
d'immersion. La quantité de nématode collecté ed¢venu proche de celle du témoin apres 1
mois Y2 d'immersion.

En 2009, la nématofaune est bien diversifiée anecstructure Iégérement variable en
fonction de la dégradation du casier de bois. l@satodes sont en plus grande quantité a 2m
et 5m du casier apres 15 jours d’immersion pouuiem€tre en quantité proche de celle du
témoin lors des prélevements suivants. Les déirigly sont majoritaires mais les herbivores
sont assez abondants aprés 15 jours d'immersiotasier de bois alors que les carnivores
apparaissent en plus grande quantité a 1 mois %.

Ces observations mettent en évidence l'importaneer@hliser des réplicats de
manipulation et des témoins a différentes périagsd’éviter d’éventuelles interprétations
finalement non fondées. De plus, le casier de {&fisnt environ) utilisé ne contenait peut-
étre pas assez de matériel pour émettre des sudmreuantité suffisante dans le sédiment
pour avoir un impact sur la nématofaune. Comme nawsns étudié précédemment, le

sédiment de mangrove constitue déja un milieu médrdent riche en sulfures (8§ 3.4.b).
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3.5 Deétection par microspectrométrie Raman des orgaresnthiotrophiques
de mangrove

Un screening de la méiofaune associée au boisdealénangrove a été effectué par
microspectrométrie Raman afin de détecter d’évdlesieassociations bactériennes
thioautotrophiques ou des organismes libres thibies.

a. Sélection et description des témoins positifs et gatifs

Le nématoddE. dianaea aussi été collecté en mangrove sur les feuddepalétuvier
en décomposition et dans le sédiment. Il a été et microspectrométrie Raman en un point
du corps de I'animal et a confirmé la présence algre élémentaire dans son manteau
bactérien. Le spectre Raman obtenu est identiquellda obtenu en figure 29 (8 3.2) La
position de la sonde pendant I'analyse est reptésgrar un cercle blanc sur la figure 41A.
De la méme fagon que pour I'étude des nématodebistiques en herbier, un test « témoin
négatif » ne présentant pas de soufre a été effetams I'eau de mer dans laquelle est
maintenu l'animal pendant I'analyse. Grace aux olamns en MET (Fig. 41B) et aux
précédentes analyses, il est possible de lierdagmce des vésicules vides a lintérieur de
I'espace périplasmique des bactéries a la détedtosoufre élémentaire chez cet organisme
(Fig. 41B). Cette deuxieme expérimentation en nsigeatrométrie Raman sur le nématéde
dianaepermet de mettre en évidence la répétitivité dmadamipulation et l'utilisation simple

en routine de cette technique.
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Figure 41 : Analyse du nématode Eubostrichus dianae

(A) Observation au MEB du nématode entier E. dianae recouvert par ces symbiotes
filamenteux. Le point blanc représente le positionnnement de la sonde Raman lors de I'analyse
sur le nématode vivant.

(B) Observation au MET d’une section tranversale du nématode entouré par son manteau
bactérien. [Insert: Agrandissement au MET d’une section longitudinale de bactéries qui
contiennent des granules translucides (*)].

Le cilié Zoothamnium niveura été collecté sur les bois coulés en décomposgitits
analysé par microspectrométrie Raman. Des speotre®té acquis sur plusieurs zooides
constituant le corps de l'animal (Fig. 42B). Pouracune des acquisitions, les pics
caractéristiques du soufre élémentaigedSL60 crit, 225 cni et 480cr ont été observés
(Fig. 42A). Les analyses en MEB ont confirmé lasprice de bactéries ectosymbiotiques
disposées sur I'ensemble du cilié (Fig. 42C). Castdyies observées en MET ont aussi
montré la présence de granules vides caractémstiqaes vesicules de soufre (Fig. 42C insert)
décrites chez les bivalves symbiotiqu&sorbicularis (Lechaireet al.,2006) et assimilées au
soufre § grace a l'analyse en microspectrométrie Ramansgslprécédemment si.

dianae

101



(A) ----- Soufre élémentaire S
Zoothamnium niveumn
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Figure 42 : Analyse du cilié Zoothamnium niveum

(A) Spectre Raman du soufre élémentaire Sg avec ses 3 pics caractéristiques a 160 cm™, 225 cm™
et 48ocm™ et spectre Raman acquis sur les zooides du cilié Z. niveum préalablement fixé pour
I'analyse.

(B) Observation au MEB de Z. niveum qui est composé de nombreux zooides (étoiles blanches)
attachés a un pied central rétractable qui apparait sinusoidale quand il est rétracté (fleche
blanche).

(C) Agrandissement au MEB d’un zooide couvert par une unique couche de bactérie. [Insert:
Observation au MET d’une coupe transversale de zooide avec ses bactéries ectosymbiotiques
(fleche noire) contenant les inclusions vides de soufre (*)].
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Ces resultats confirment la description de ce cidélisée par Bauer-Nebelsiek al.,
(1996ab) le présentant comme un organisme vivantsygnbiose obligatoire avec des
bactéries sulfo-oxydantes. Nos résultats nous amsiapermis grace a l'analyse
phylogénétique des symbiotes deniveumréalisée par Rinket al., (2006) d’établir un lien
entre la détection du soufre élémentaire dans Ilestébes symbiotiques par

microspectrométrie Raman et leur nature sulfo-oryela

La microspectrométrie Raman a permis de réalissuitnun sreening sur tous les
organismes collectés en mangrove (sur les fewgliéss branchages) afin de détecter le soufre
et par extrapolation des organismes thioautotropiggiqués ou non dans une relation
symbiotique. Dans le cas d'un résultat positif aan@n, des analyses en microscopie
électronique (MEB et MET) ont été effectués afindd¢éerminer si la présence de soufre était
lié a (i) des bactéries symbiotiques sulfo-oxydant@i) des bactéries libres thioautotrophes

ou (iii) des organismes contenant des cellulesalkage du soufre.

b. Screening des organismes associés a des bactéries

thioautotrophiques

D’autres organismes ont été collectés sur lesdtaigns le sédiment de mangrove. De
nombreux Annélides, Copépodes et Nématodes (Fidd) 4t ainsi été testés par
microspectrométrie Raman. Aucun des organismegt@pat a ces trois groupes (excepté
dianaeprécédemment décrit) n’a présenté un spectre téaistjue du soufre (Fig. 43B). lls
ont donc été classés dans les organismes n’étardgsaciés a des bactéries sulfo-oxydantes

et ne possédant pas de cellules de stockage dwe souf
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----- Soufre élémentaire S,
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Figure 43 : Analyse d'un nématode libre (sans manteau bactérien ni cellules de
stockage du soufre).

(A) Observation au MEB d’'un nématode libre sans manteau bactérien colonisant le sédiment

de mangrove.
(B) Spectre Raman du soufre élémentaire Sg et celui du nématode libre analysé dans sa partie
centrale (point noir en A).

Sur les feuilles il a été, cependant, récupéré tauorganismes apparaissant
blanchatres a la loupe binoculaire en lumiere iwid. Tout d’abord un hydrozoaire non
identifié (Fig. 44A), qui lors de l'analyse en Rama’est révélé étre positif au soufre
élémentaire (Fig. 44C). A partir de cette obseorate seul animal collecté a pu étre inclus et
étudié en MET, le Raman ne causant aucun dommagéasimal. L'observation d’'une
coupe fine en microscopie électronique a permisnudtre en évidence la présence de
bactéries entourant I'organisme (Fig. 44B) et d’stracture particuliére entre I'animal et les
ectosymbiotes (Fig. 44B insert). Cette structudoonée en feuillets disposés les uns sur les
autres pourrait servir d’adhésion des bactériesesurhote. Grace a I'acquisition rapide d’'un
spectre Raman sur un organisme vivant et a sonaeifé sans créer de dommages sur

I’échantillon biologique, plusieurs résultats ont&ire obtenus a partir d’'un seul organisme.
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----- Soufre élémentaire S
(C) —— Hydrozoaire non identifié
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Figure 44: Analyse d'un hydrozoaire non identifié.

(A) Observation au microscope optique d'un hydrozoaire non identifié. En lumiére incidente
I'organisme apparaitre blanchatre.

(B) Observation au MET d’une section transversale du corps de l'animal. Des bactéries
ectosymbiotiques (fleches rouge) sont disposées sur la bordure externe de I'animal. [Insert :
Agrandissement de quelques ectosymbiotes contenant des granules vides dans l'espace
périplasmique. Une structure particuliére et ordonnée est observable sur I'animal (encadré
jaune) supposant un dispositif d’accrochage externe entre 'hydrozoaire et les bactéries (fleche
rouge).]

(C) Spectre Raman acquis sur cet hydrozoaire. La présence de soufre élémentaire est confirmée
dans cet organisme par la présence des 3 pics caractéristiques du Sg sur le graphique alors qu'il
n’est pas détecté dans I'eau de mer environnante.

105



Un autre cilié du genré®seudovorticellaa aussi été prélevé sur les feuilles de
mangrove et apparaissait blanc sous lumiéere intedé®omme le montre la figure 45A, les
bandes Raman caractéristiques du soufre apparaisssmbservations en MEB et MET ont
mis en évidence la présence de bactéries entoceatitié et contenant de nombreux grains

assimilables au soufre (Fig. 45B-C).

----- Soufre élémentaire S
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Figure 45 : Analyse du cilié Pseudovorticella sp.

(A) Spectre Raman acquis sur un zooide de Pseudovorticella sp. (cercle blanc en B) et
présentant la siganture du soufre Sg. Une analyse par microspectrométrie Raman a aussi été
réalisé sur le pied rétractable du cilié et révele de la méme maniere la présence de soufre
élémentaire (résultat non montré).
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(B) Observation au MEB de Pseudovorticella sp.. Un unique zooide est porté par un pied
rétractable, fixé sur une feuille recouverte de débris. [Insert: Agrandissement au MEB du

zooide couvert par une monocouche de bactéries.]
(C) Observation au MET des bactéries sur le zooide du vorticelle. Présence des granules vides

dans 'espace périplasmique des bactéries (*).

Une nouvelle fois, la microspectrométrie Raman &ele étre un outil pratique et
rapide pour la détection d’éventuelle symbioseesimyertébrés et bactéries sulfo-oxydantes.
De plus, la phylogénie des symbiotes de Bssudovorticellaa été récemment réalisée et
place ces symbiotes dans le groupe des bactéifesosydantes proches des symbiotes de

Zoothamnium niveurgF. Muller, comm. Perso.).

c. Screening des organismes libres thioautotrophes

Une matte bactérienne recouvre aussi par endwifelglles et branches immergeés.
Plusieurs sortes de filaments bactériens sont wéser (Fig. 46B) et seulement deux
morphotypes ont été analysés par microspectrom@tmi@an. Ces deux types de filaments se

sont révélés étre positifs lors de la détectiosalufre au Raman (Fig. 46A).

----- Soufre élémentaire S
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Figure 46 : Analyse d'une bactérie libre filamenteuse.

(A) Spectre Raman enregistré sur une bactérie filamenteuse.

(B) Observation en microscopie photonique d'un morceau de feuilles de mangrove colonisé
par des filaments bactériens. Le filament au premier plan est un des filaments analysés en
microspectrométrie Raman.
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Dans ce cas, cette technique met en évidence mapidda nature thioautotrophe de
bactéries filamenteuses libres. Seule la phylogéraksée par F. Muller (comm. Perso.) nous
a permis d'identifier clairement ces deux morphes/plLe premier correspond a des
Beggiatoasp. et le second a des Archae.

Aucun nématode possédant des cellules de stockageufre comm&ncholaimus
campilocercoidesn’a été trouvé dans cet écosysteme. Néanmoinsx damualves
symbiotiques colonisent le sédiment de mangrdwgcina pectinataet Anodontia alba Ces
bivalves sont connus pour étre associées a desriesotddosymbiotiques dans leurs branchies
(Durandet al.,1996 ; Groset al.,2003). Comme pour I'analyse en herbier, nous aveste
la microspectrométrie Raman sur pectinata Cette analyse démontre évidemment la
présence de soufre dans la branchie de ce bivaiva §té précédemment étudié et localisé
dans le périplasme des endosymbiotes sulfo-oxyduteriens mais aussi dans des organites
extracellulaires (Frenkieét al., 1996). Dans ce cas, la microspectrométrie Ramamgie
d’obtenir I'indication de la présence du soufre snaé permet pas de le situer précisément au
niveau cellulaire. Seules les techniques d'imagemartir de cryo-fixation peuvent étre utiles
dans ces circonstances.

La microspectrométrie Raman permet d’obtenir facéat et rapidement un screening
de détection du soufre a partir d’échantillons dojidues mais cette technique peut aussi étre
utilisée pour I'étude d’autres composés comme feotele méthane. De plus a partir d’'un
unique échantillon, il est possible d’acquérir puss résultats puisque le Raman ne cause
aucun dommage sur l'animal. Celui-ci peut donc é&resuite fixé pour réaliser des
observations en MEB ou bien inclus afin d’obteresdmages en MET. Ce dernier point se
révele étre tres intéressant pour les organismésegtidifficile de prélever a cause de leurs
petite taille ou de leur faible quantité dans l'eornement. Mais cette technique ne nous
permet pas encore de faire de I'imagerie au nivedlulaire afin de localiser précisément le

soufre.
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4 DISCUSSION

Les nématodes marins libres dans le sédiment ddselse a phanérogames et en
mangrove sont, par leur abondance, un maillon itaporde la chaine alimentaire. lls
participent a la dégradation de la matiere orgamiqinsi qu’a la régénération des nutriments
dans le milieu et constituent une source de naweripour les individus du niveau supérieur
de la chaine alimentaire (Beit al.,1984).

Il a été observé dans notre étude que ces invégdimuvaient étre associés ou non a
des bactéries dans ces milieux. Nous allons, darmemier temps, discuter de quel type de
symbiotes est associé aux nématodes et quel afildede chacun des partenaires dans
I'association symbiotique. Nous verrons ensuitel quede de transmission des symbiotes a
I'héte a le plus de vraisemblance. En mangrove,sndiscuterons de I'écologie de la
nématofaune dans les sédiments riches en soulfedfet de la litiere de feuilles et des bois
coulés sur la constitution du peuplement. Enfiysnaborderons les principaux avantages de
la microspectrométrie Raman pour la détection dufreoélémentaire sur des organismes
vivants et de la mise en place de son utilisatiomogitine pour la détection des organismes

thiotrophiques, ainsi que ces principales utilmaen biologie et biochimie.

4.1 Diversité et écologie des nématodes thiobiotiquestierbier a Thalassia
testudinum

L’identification des nématodes associés a des bestéctosymbiotiques, colonisant
I'herbier aThalassia testudinupa permis de mieux appréhender la diversité desatozles
de la sous-famille des Stilbonematinae en miliepital. Huit nématodes appartenant a trois
genres différents ont été recensés, alors que $emlgématodes du genEubostrichus
avaient été précédemment décrits en GuadeloupeckBow Gourbault, 1990). Au Belize,
dans la Mer des Caraibes, sont retrouvés en nskbleux des nématodes du gebasus
(Ott et al., 1995), Catanema Eubostrichus Leptonemella Robbeaet Stilbonema(Ott &
Novak, 1989 ; Schiemeet al., 1990 ; Ottet al., 1991 ; Polzet al., 1992) . Le nématode
Adelphos rolandia aussi été prélevé dans cet environnement (©f7)1Le nématode
Robbeasp.1 a été recemment collecté en Mer Méditerradéas I'’herbier aPosidonia
oceanica et Robbeasp.2 ainsi qu&kobbeasp.3 en Mer des Caraibes, aux iles Cayman, au
niveau de la barriere de sable (Bageal.,2009). Ces données permettent de confirmer que

les nématodes de la famille des Stilbonematinaeisf#fodés aux sables littoraux des milieux
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tempérés et tropicaux et gu'’ils colonisent préféeflement les environnements peu soufrés
réduits tels que les herbiers a phanérogames rsarine

Concernant le nématodAdelphos rolandi Ott (1997) observe des différences
morphologiques avec les autres nématodes du gerrestrichugelles que le manque d’'une
large soie subventrale dans la région céphaliqua ptésence d’'une unique rangée de soies
postérieures, ainsi que la présence d'une capsylbatique. Les deux premiers caractéres
n'étant pas pris en compte lors de nos observatlarmésence ou I'absence de ces soies n'a
pu étre vérifiée. Cependant, aucune capsule céplealdistincte n’a été observée, et le
nématodeAdelphos rolanda donc été analysé avec les nématodes du Bebastrichus

Les observations au microscope photonique et atpstiope électronique a balayage
montrent la présence d’'un manteau bactérien speeifidu genre chez les nématodes
Eubostrichus et spécifigue de I'espéce chez les nématdrigisbeasp.1, Robbeasp.2 et
Robbeasp.3 comme précédemment décrit pareDtl (2004) et Bayeet al (2009). Pour le
dernier morphotype de nématode collecté dans libeé& halassia testudinuntes caracteres
morphologiques correspondent au geSt#bonema Le manteau bactérien qui le recouvre
habituellement, constitué de bactéries cocoideseiGtl., 1991 ; Polzt al.,1992 ; Ottet al.,
2004), n'a jamais été observé avec des bactérgforfimes. Le fait que le méme manteau
bactérien soit retrouvé sur plusieurs individusdai supposer soit: (i) que ce nématode
appartient a une autre espéce que celle collec®dubllement; (i) que ce nématode
s’associe a un autre morphotype de bactéries.

Dans le premier cas, il aurait été intéressantilet la technique de code-barres
moléculaire mise en évidence chez les nématodesBpadury et al., (2006), afin de
déterminer a quelle espéce appartient le nématodgedre Stilbonema En effet, cette
technique correspond a [lidentification d'un fragthed’ADN présent chez tous les
organismes vivants. La séquence de ce fragment ’&Bt quasiment identique chez des
individus qui appartiennent & la méme espéce, ghgtedonc de déterminer I'espece a
laquelle appartient un individu en ne connaissaet lg séquence de ce fragment d’ADN. Le
fragment choisi est un gene du génome mitochondddhnt la premiere sous-unité de la
cytochrome oxydase (COI), une protéine qui intervidans la chaine respiratoire de la
mitochondrie. Chaque cellule contenant de nombeeus#ochondries, le géne COI est
présent en de nombreuses copies, ce qui faciliteséquencage (Schindel & Miller, 2005 ;
Elsasseret al., 2009 ; Puillandreet al., 2009). Cependant, cette technique nécessite de la

méme maniere que le séquencage, une assez gramatieqde matériel biologique initial.
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Chez les nématodes le gene de I'ARNr 18S peutcétisidéré comme un marqueur efficace
pour le « code-barres » (Flowd al.,2002 ; 2005 ; Bhadurgt al.,2008).

Dans le second cas, Les séquences du symbiotespeteStiibonemasp. (Vanura,
2001) et plus particulierement la séquence du gemetionnel de la sulfite réductase dsrAB
(dissimilatory sulfite reductase) extraite de I'@spStilbonemamajumpar Loyet al., (2009)
sont disponibles. Il serait intéressant d’utilises séquences de symbiote des nématodes du
genre Stilbonema collectés au Belize, afin de réaliser des hybiddat moléculaires
spécifiques sur le manteau bactérien de I'espéslevy@e en Guadeloupe. Cette manipulation
permettrait de déterminer s'il s’agit de la mémetéae ayant une morphologie différente, ou
si le symbiote récolté en Guadeloupe est phyloggingihent différent des symbiotes de

Stilbonemadécrits a ce jour.

Les techniques d’hybridations moléculaires utilissdans notre étude ont permis dans
un premier temps de caractériser les bactériesvertant dans I'association symbiotique avec
les nématodes et dans un second temps d’idenfifizsisément les nématodes hotes peu
décrits a ce jour. Les résultats obtenus en FISBaetl-FISH ont montré que les symbiotes
bactériens appartenaient tous aux Eubactériedustppécisément qu’ils étaient affiliés au
groupe deg-protéobactéries. Selon les analyses de séquemncgerng de 'ARNr 16S, la
majorité des symbiotes marins chimioautotrophesméthanotrophes connus a ce jour,
appartiennent a la subdivision deprotéobacteries (Distel & Cavanaugh, 1994 ; Distal.,
1994 ; Cavanaught al.,2006 ; Dubilieret al.,2008). Les analyses réalisées en METEur
dianae mettent en évidence la présence dun second miymdo de bactéries
ectosymbiotiques, mais aucunes hybridations maées, avec les sondes 16S des
Eubactéries et deg-protéobactéries, n’ont fonctionné chez ce nématddeice aux
hybridations moléculairem situ il est possible de déterminer et de localisersigsbiotes
appartennant a des subdivisions différentes dansrganismes héte, comme décrit chez
I'oligochéte sans tube digest®lavius algarvensigDubilier et al., 2001). Cet oligochéte
présente sous sa cuticule deux morphotypes battécerrespondant a dessymbiotes et
desé—symbiotes. Chez les Stilbonematinae, la préseaqausieurs symbiotes bactériens sur
leur cuticule a précédemment été décrite (fodlal.,1999 ; Vanura, 2001). Les hybridations
moléculaires obtenues permettent uniqguement deiromf que les bactéries dominantes
associées aux nématodes de I'herbier sont ydsgmbiotes. Bien que les symbioses
chimioautotrophiques soient habituellement hautdérspécifiques, la présence d’'un second,

voire de plusieurs symbiotes, a été constatée dhezs organismes hotes (Fisher, 1990 ;
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Haddadet al.,1995 ; Dubilieret al.,1999 ; 2001 ; Polet al.,1999 ; Vanura, 2001 ; Duperron
et al.,2006). L’hypothése générale est que les bactéhiesioautotrophes sont les symbiotes
principaux. L'importance des symbiotes secondagststres difficile a évaluer et souvent
impossible a déterminer avec les méthodes actu€llesz les bivalves et les oligochetes, il
semblerait que les symbiotes secondaires aient aam@ine contribution au sein de
I'association. Les bactéries méthanotrophes joaetain role dans la nutrition de leur héte
bivalve (Cavanauglet al., 1987 ; Distel & Cavanaugh, 1994 ; Duperreinal., 2006) et les
sulfures produits par les bactéries sulfato-rédredr chezOlavius algarvensisseraient
oxydés a l'intérieur du ver par les bactéries sokgdantes (Dubilieet al.,2001). Seulement
guelques associations ont été décrites, commeydasigses chimioautotrophiques avec des
partenaires multiples de méme importance (Haddaad., 1995 ; Polzet al.,1999 ; Campbell

& Cary, 2001). CheZlvinella pompejanail a été montré par FISH que le manteau de
bactéries ectosymbiotiques était constitué de elusi phylotypes de:-protéobactéries
(Haddadet al., 1995). Ces ectosymbiotes sont trop diversifiés putil y ait un phylotype
plus important que les autres. Ainsi plusieurs Sgitels peuvent jouer un role plus ou moins
égal dans l'association symbiotique. Campbell & yC&001) ont signalé la présence de
séquences de spirochétes dans les séquences de afigmel des symbiotes dA.
pompejana Concernant le nématodeubostrichus diangePolz et al (1999) a analysé les
communautés microbiennes associées a ce nématodetretivé une grande diversité a
I'intérieur de cette communauté comprenant desnsgees appartenant alytophagay —,

d — eta — Protéobactéries. A l'intérieur de cette commu@ail n'a pas été possible de
déterminer le symbiote principal, puisqu’aucun elore constitue plus de 20% du clonage
total. Pourtant les études ultrastructurales @Dtl., 1991 ; Polzet al., 1992) et analytiques
(Himmel et al.,2009) mettent en évidence la présence d’'un symbiominant contenant des
granules de soufre élémentaire, suggérant quectesyebiotes de ce nématodes sont des
bactéries sulfo-oxydantes. Malheureusement, aubybedation moléculaire (FISH et Card-
FISH) n'a été obtenue sur ces symbiotes (Ralal., 1999 ; Vanura, 2001). Il semblerait
nécessaire de réaliser ces hybridations molécsalam@uvant ainsi que les ectosymbiotes sont
bien des bactéries représentées par un ou plusreughotypes.

Dans notre étude, aucune fluorescence n'a ététééteans les cavités internes des
nématodes analysés, laissant supposer que lesorfgtiftatinae ne possédent pas
d’endosymbiotes. De plus, I'absence de bactérias tatube digestif des nématodes étudiés
ne soutient pas I'analyse isotopiqli€ réalisée par Otet al (1991) qui déclare que les

Stilbonematinae s’alimentent sur leur manteau biacté Malgré I'analyse de plusieurs
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coupes a différents endroits sur le corps de chdesmématodes thiobiotiques collectés en
herbier et en mangrove, I'observation d’organesritds comme le tube digestif se limite a
une (ou plusieurs) section(s) et ne permet pasresenstitution de I'ensemble de I'appareil

digestif. L’analyse des ovocytes aurait permis dti@ en évidence la présence ou non de
bactéries pouvant potentiellement intervenir damgransmission verticale des symbiotes.
Cette transmission verticale des symbiotes a ététeééa ce jour, uniqguement dans le cas
d’endosymbioses chimioautotrophes comme chez pitssimembres de la famille des

Vesicomyidae et Solemyidae (Cary & Giovannoni, 1988uegeret al.,1996).

L'étude des genes fonctionnels d’APS réductasesi ajoe la détection du soufre
élémentaire par microspectrométrie Raman, sont tethniques qui permettent d’assurer la
présence d'un métabolisme bactérien sulfo-oxyd@umme décrit par Duperroet al.,
(2008), la capacité des bactéries a oxyder le sast évaluée par le séquencage du fragment
d’ADN codant le gene de I'APS réductase, enzymeliqupe dans le mécanisme de sulfo-
oxydation (Suzuki, 1999 ; Jannasch & Wirsen, 19&88tte analyse a été effectuée sur des
bactéries sulfo-oxydantes extracellulaires retregvdans les branchies de bivalves de la
famille des Mytilidae colonisant des bois coulés@leu profond, ainsi que sur des bivalves
de la famille des Lucinidae des suintements fraidsviéditerranée (Duperrcet al., 2007).

Les études métagénomiques permettent lanalyse gksses codant les protéines
enzymatiques, et plus particulierement celui déBAréductase (Woylkat al.,2006 ; Markert

et al., 2007 ; Robidartet al., 2008) De plus, la microspectrométrie Raman cordira
présence de soufre élémentaire dans des bacibries du extraites d’'un héte (Pastezisal.,
2001) et permet de lier le métabolisme de sulfodexipn a la détection de soufre élémentaire
dans les bactéries. L'étude des genes fonctiondeld’ APS réductase compléterait les
données obtenues sur les Stilbonematinae, puisgqu&aatvité enzymatique de I'APS
réductase ni celle de la rhodanése n'ont été diteathez plusieurs représentants de la sous-
famille des Stilbonematinae (Paz al.,1992).

Malgré les difficultés d’extraction d’ADN sur leymbiotes de ces nématodes, des
analyses phylogénétiques permettraient de confignerles symbiotes associés aux genres
Eubostrichus Robbeaet Stilbonemacollectés en herbier sont proches phylogénétigneme
des symbiotes de bivalves de ce méme environnernamialyse phylogénétique menée par
Cavanaugtet al (2006) met en évidence que les symbiotes du reel@aaxussp. (collecté

au Belize mais pas en Guadeloupe), nématode appattaux Stibonematinae (Padzt al.,
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1994), se situe loin des symbiotes @edakia orbicularis bivalve colonisant I'herbier a
Thalassia testudinuran Guadeloupe (Duraret al.,1996 ; Groset al.,1996). Les symbiotes
de ce nématode sont plus proches phylogénétiquedentendosymbiotes du nématode
Astomonemasp. et des endosymbiotes d’annélidesridrilus et Olaviug (Musat et al.,
2007). Lors de notre étude, aucune amplificatigkDNr (16S et 18S) n’a été détectée sur gel
d’agarose. Ce résultat est sGrement lié a la fajbéatité d’organismes récoltés (maximum 10
individus par espece) dans I'herbief atestudinumLe séquencage des genes codant I'ARNr
16S des symbiotes et 'ARNr 18S des nématodesania gas pu étre réalisé. Dans des études
précédentes, 30 a 50 nématodes ont été nécesgairesbtenir un signal de 'ADNr 18S
(Kampferet al., 1998) et 10 a 500 individus par espece étudiéaldrétre récoltés afin de
cloner et de séquencer les symbiotes de nématé@aspfer et al., 1998 ; Vanura 2001 ;
Bayer et al., 2009). Ces difficultés d’amplification et de séqcege de 'ADNr 16S des
symbiotes de nématodes peuvent aussi étre duebiaigxinduits lors de la PCR, comme
mentionné par Reysenbaehal.(1992) et par Polz & Cavanaugh (1998) lors dedigse des

symbioses entre nématodes et bactéries.

Le manteau bactérien recouvrant les nématodes yjougle de protection contre
I'nydrogene sulfureux (Powelet al., 1979) contenu dans le sédiment et/ou a un réle
nutritionnel (Ottet al.,2004). Dans I'herbier &. testudinumd’autres invertébres tels que les
bivalves de la famille des Lucinidae ont été décmbmme possédant des bactéries
endosymbiotiques sulfo-oxydantes dans leurs brasdtirenkiel & Moueza, 1995 ; Gres
al., 1996). Ces endosymbiotes protégent leur hote ulésress environnants. Une étude par
spectrométrie de masse a ions secondaires a ur@énhalle NanoSIMS (nano-scale
secondary ion mass spectrometer) des Stilbonernsatiolectés dans cet environnement et
ayant été en contact avec des isotopes de l'azotéu esoufre, permettrait de mieux
comprendre les bénéfices réciproques d'une teleciation. La spectrométrie de masse a
ions secondaires (SIMS) est une technique de éiisation chimique de la matiere par
balayage avec un faisceau d’ions primaires. L’inipd&s ions primaires provoque une
cascade de collisions atomiques causant un déptadentes éléments constitutifs de
I’échantillon, émis sous forme d’ions, et sépardsrs les criteres d’énergie et de masse par
un spectrométre. Le NanoSIMS fait partie de la lendes microscopes SIMS dynamiques
capable d'imager a haute résolution la distributitions élémentaires dans un échantillon
(Pirrotte, 2007). Jusqu’'a ce jour, la NanoSIMS & éppliquée avec succés au milieu

biologique par I'étude du métabolisme @G et™N dans les cultures de cellules (Kleinfeld
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al., 2004 ; Peteranderl & Lechene, 2004 ; Behrehsal., 2008) et dans des bactéries a
I'intérieur de cellules animales (Lecheee¢ al., 2007), ainsi qu'au niveau des symbioses
coralliennes (Meibonet al.,2004 ; Clodeet al.,2007). L’'imagerie sur coupe des nématodes a
l'aide de la SIMS permettrait de localiser les ogms ingérés et de suivre leur transfert a
travers les ectosymbiotes et les nématodes. Cégsaagpermettraient de mieux comprendre
la relation nématode/bactéries et les échangeditjops entre ces partenaires. Enfin, la
résolution spatiale (moins de 50nm) de la sondeoSHWIS permet de s’affranchir des
difficultés liées a la quantité de matiere (Piep®007). La possibilité de se limiter a un seul
individu permettrait d’aborder directement les @ssus d’échange trophique au niveau de
I'espéce et d’envisager un micro-tragage isotopidueheminement des composants ingérés
ou absorbés par le nématode et ses symbiotes.

Habituellement, une analyse du fractionnement setopes stables du carbone et de
l'azote ¢°C et °N) permet de préciser la contribution d'un orgarg@smians le réseau
trophique, puisque, a chaque niveau d’ingestiomreduit un fractionnement quantifiable du
12C en®*C et du™N en®N (Hermanet al.,2000). Mais les travaux menés sur les nématodes
marins (Ottet al.,1991 ; Riereaet al.,1996 ; Moenst al.,2002) se heurtent a deux principales
difficultés : (i) un signal isotopique est expldita uniguement a partir d’'une grande quantité
de nématodes (toutes espéces confondues) ce doumet qu’une indication globale de
I'ensemble de l'activité trophique du peuplememsgiée milieu, (i) 'obtention d’'un nombre
suffisant d’individus d’'une méme espece n'est pwesique dans les situations
exceptionnelles de dominance, ou de morphotypdisanfment caractéristiques pour étre
détectés a la loupe. Seule une étude réalisée tpat @l (1991) sur les Stilbonematinae a
mise en évidence des faibles valeurs &&C correspondant aux valeurs des tissus
d’invertébrés contenant des bactéries endosymhiggiqchimioautotrophes, comme décrits
chez les bivalves et les annélides (Rau, 1981 liaiis et al., 1981). Cette technique ne
permet pas d’obtenir une information a I'échelle ldedividu ni de suivre les échanges
trophigues entre les symbiotes et le nématode héte.

Grace aux analyses physico-chimiques du sédimetihedier aT. testudinumil a
été observé un gradient de concentration £h ¢dmpris entre 10uM et 30uM de la surface a
15cm de profondeur. Ces valeurs sont faibles, codegaa celles relevées dans le sédiment de
mangrove : 1mM a 10mM et encore plus par rappottcamcentrations supérieures a 10mM
habituellement rencontrées au niveau des sourcdsothigrmales (Jannasch, 1989). Le

sédiment des herbiers constitue donc un milieddaibnt réduit ou se distinguent différentes
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couches de sédiment en fonction de la quantitéyd@ene dissout et de la concentration en
hydrogene sulfureux (Fenchel & Riedl, 1970 ; Fehé&nh€&inlay, 2008). Ceci laisse supposer
gue les nématodes thiobiotiques associés a des-griganismes symbiotiques pourraient se
déplacer de la zone de surface aréobie jusqu’angszplus réduites en soufre et anoxiques
afin de se localiser, eux-mémes et les bactériass din environnement favorable (Ott &
Novak, 1989). Cette répartition verticale des né@ues suit le concept de « sulfide system »
développé par Fenchel & Reidl en 1970 (Fenchel &dRi1970). De plus, le changement
radical de coloration du sédiment, de brun a re@xplique selon Reise & Ax (1979) par la
présence dans la premiere couche de surface, gdsferriques hydriques, alors que dans
la couche de subsurface sont retrouvées des me¢edalFeS. Le sédiment change ensuite de
couleur pour tendre vers le gris, du fait de lsspnee de pyrite Fg$Heip et al.,1985). Le
prélevement d’eau interstitielle ne permet pas lonalisation précise des concentrations en
sulfures obtenues, mais permet d’avoir un aperc¢saddistribution dans le sédiment. Une
expérimentation en laboratoire avec des capteutsnames installés en continu dans la
carotte de sédiment permettrait un enregistrem&® données en temps réel et une
localisation plus précise des différentes coucleesédiiment. Ainsi, une zonation de la carotte
pourrait étre établie et une découpe de celleohdmit un apercu des zones d’évolution des
Stilbonematinae par rapport aux autres nématodebasnt que la nématofaune n’est pas fixe
dans le sédiment et qu'elle effectue en permanel®se migrations dans les différentes
couches. L’étude menée par Reise & Ax (1979) déwlistribution verticale des principaux
taxa retrouvés dans les 5 premiers centimétregdiment, ainsi que leur migration dans les
terriers et les courants d’irrigation. Dans cettelé, les nématodes semblent répartis dans les
premiers millimétres du sédiment (jusqu’a 10mm)spui second peuplement est observable
entre 20 et 30mm de profondeur. Ott & Novak, en9198émontrent que les nématodes
n'appartenant pas a la sous-famille des Stilbone@aatdominent dans la zone oxique du
sédiment puis diminuent aux alentours de la coutdediscontinuité de potentiel redox
(RPD), alors que les Stilbonematinae sont retroevéabondance croissante a partir de cette
couche. Ottet al., (1991) reprend ces observations et, par expératient constate que les
Stilbonematinae se positionnent dans la colonngedement en fonction de la profondeur de
la couche de RPD. De plus, le nitrate présent dars2diment pouvait servir d’accepteur
terminal d’électron (Hentschedt al., 1999 ; Ottet al., 2004). La respiration nitrate est
probablement plus importante lors des déplacentarts les couches profondes du sédiment
riches en composeés soufrés (Hents@tell.,1999). Cette respiration a aussi été décrite chez

les symbiotes chimioautotrophes sulfo-oxydants toéesuinvertébrés colonisant les milieux
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riches en soufre, tels que les bivalleginoma aequizonatat Solemya reid{Hentschelet
al., 1993 ; Hentschel & Felbeck, 1993 ; Hentschel &kEek, 1995) et les annélid&sftia
pachyptilaetInandrilus leukodermatuGiereet al.,1991 ; Hentschel & Felbeck, 1993).

La description et la caractérisation des Stilboatgmae dans I'herbier &. testudinum
compléte la liste des organismes symbiotiques temenvironnements peu réduits de faible
profondeur. Dans I'herbier &. testudinumen Guadeloupe, seuls les bivalves Lucinidae ont
été décrits comme vivant en symbiose avec des riexctgulfo-oxydantes. La présence de la
forme libre des symbiotes dans le sédiment permteléacolonisation des branchies de ces
bivalves (Groset al., 1996) peut laisser penser que les symbiotes detoées pourraient
aussi étre trouves sous forme libre dans ce miligutransmission environnementale des
symbiotes a été supposee jusqu’a ce jour chezngestébrés, puisque gu’aucune indication
ne prouve que les symbiotes puissent étre trandengnération en génération (Pelzal.,
1992). De plus, les nématodes muent quatre foidgereur développement, remplacant leur
cuticule et le manteau bactérien (Grasse, 1965}e @erniere observation suppose que les
bactéries recolonisent le nématode apres chaque(@ttie1996). Récemment, Bayet al
(2009) a mis en évidence la présence de symbiites Idans I'environnement de nématode
du genreRobbea Alors que les endosymbiotes sulfo-oxydants smrsimis verticalement
comme chez les bivalves de la famille des Soleney(@ary, 1994 ; Kruegeat al.,1996) des
Mytilidae (Caryet al.,1993) et des Vesicomyidae (Cary & Giovannoni, J98& été mis en
évidence une transmission environnementale chebiledves tropicaux de la famille des
Lucinidae (Groset al., 1996 ; Gros, 1997 ; Graat al.,2003). Chez les I'especes d’annélides
de la famille des Siboglinida®iftia pachyptiladécrite depuis 1981 par Cavanaughal.
(1981) et Felbeck (1981), la transmission enviromeigtale des symbiotes vient d’étre mise
en évidence (Harmaat al.,2008).

Pour confirmer la présence de symbiotes libredesatodes, des prélevements d’eau
dans la colonne d’eau et dans le sédiment devrétemeffectués, afin d’analyser I'eau filtrée
par hybridation moléculaire avec des amorces spée$ des symbiotes des nématodes
collectés en herbier &. testudinumll existe peut-étre une population de bactéridfos
oxydantes capables soit de s’associer avec desiisnges tels que les bivalves et les
nématodes, soit de vivre librement au sein d’'umamanauté bactérienne dans le sédiment.
De telles considérations ont été discutées pargé&ué& Cavanaugh en 1997 pour le bivalve
du genreéSolemyaou il a été supposé que des échanges entre ldsadgade Lucinidae et de

Solimidae hétes pouvaient avoir eu lieu dans lénséat. Des adaptations spécifiques ont di
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étre développées pour que l'association ait lieacaleur héte respectif, notamment en
élaborant un mécanisme de reconnaissance hoétefstgmnbNussbaumest al. (2004) ainsi
que Bulgheresiet al. (2006) ont démontré que les nématodes de la fandks
Stilbonematinae produisaient des lectines asso@édss sucres, jouant un role dans le
mécanisme de reconnaissance et d’attachement delsiosgs sur leur héte. Ce mucus
polysaccharidique correspond peut-étre a la cofiotheobservée en MET entre la cuticule du
nématode et les ectosymbiotes de I'esgeceianae De plus, nous pouvons constater que
I'association symbiotique est forte et établie erés nématodes et leur symbiotes, puisque
des pilis ont été observés entre les bactériesdiorte manteau bactérien Bebbeasp.1 et
gue chaque manteau bactérien a été retrouvé assoniméme genre ou une méme espece de
nématode hote. Ces résultats appuient I'hypothése gpossible culture de bactéries dans le
terrier des nématodes (Riemann & Schrage, 1978em&in & Helmke, 2002). Les
Stilbonematinae produisant du mucus par leur glandadale comme de nombreux
nématodes libres (Riemann & Schrage, 1978), iltmes impossible gu’ils recouvrent leur
terrier de mucus leur permettant d’avoir en permeaeale quoi régénérer leur symbiotes avec
la méme population bactérienne. Riemann & Helmk®22 expliquent que plusieurs organes
telles que les glandes caudales, les glandes paes) les glandes ventrales et les petites
glandes épidermiques sont susceptibles de prodigse sécrétions de mucus. Chez les
Stilbonematinae nous avons pu observer par micpiscphotonique les OSG chez les
nématodeg&ubostrichusainsi que des sécrétions de mucus au niveau pigrti@ céphalique
chez les nématodd?obbeaet Stilbonema De plus, les auteurs mettent en évidence que le
mucus produit par les nématodes permet d’'agglutier nombreuses particules. Ces
particules vont étre consommeées directement panélmatode ou servir de source de
nourriture secondaire contrdlée par les nématodesdjles particules vont se décomposer
(Riemann & Helmke, 2002). Les détritivores tels das Stilbonematinae ainsi que les
suceurs d’épistrates peuvent s’alimenter sur debes libres sulfo-oxydant@&eggiatoasp.

ou sur des cyanobactéries (Jensen, 1987). Ainsicogsnunautés de nématodes peuvent
influencer les densités microbiennes en broutaméctiment les mattes bactériennes,
fongiques et les algues unicellulaires. Les nénestatk la sous-famille des Stilbonematinae
pourraient réguler par broutage leur populatiorsylabiotes dans leur terrier. Cette derniére
hypothése serait en accord avec les analyses igoaspde Otet al. (1991) qui suggérent que

les nématodes s’alimentent sur leurs symbiotes.
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4.2 Diversité et écologie de la nématofaune de mangrove

Les expérimentations menées en mangrove pour napprehender I'écologie de la
nématofaune dans le sédiment, ont mis en évidemacendcessité de répéter les
échantillonnages et de travailler sur une duréezassgue.

Les sédiments de mangrove sont constitués de wraserithe en matiere organique.
Ces sédiments ont une faible porosité et une fgbkeolation des eaux (Giere, 2009). La
plupart des mangroves sont saumatres et connadsgmnariations de salinité en fonction du
marnage. En Guadeloupe, la forét de mangrove eseenanence inondée et donc moins
soumise aux variations de salinité qui sont unecaeses de la répartition horizontale de la
meéiofaune dans le sédiment (Alongi, 1987 ; TieeAlongi, 1990 ; Marchanckt al.,2004).

De plus, la lagune de la Manche-a-eau connait peradations de température (Mantrein
al., 2009). Les émissions de sulfures dans le sédimpantla dégradation de la matiére
organique doivent étre I'un des principaux actededa répartition de la méiofaune dans le
sédiment.

Les concentrations témoins en3Hdu sédiment de mangrove a une profondeur de
10cm sont inférieures & 1mM. Ces valeurs corresgnd celles détectées par Laurenal.,
(2009) dans la méme lagune de mangrove en Guadekilgpnt aussi détectées parédtl.
(1998) dans le sédiment de mangrove a Twin CayBgetime avec un maximum de 1,4mM de
sulfures. Les valeurs obtenues aprés I'immersioncdsier de bois sur le sédiment de
mangrove ont dépassé largement ces concentragomgirts en atteignant 10mM apres 15
jours de dégradation des bois coulés.

L’analyse physico-chimique du sédiment de mangrodeessiterait un reéplicat
d’expérimentation afin de valider le fait que lelisgent est trop hétérogéne et déja trop riche
en sulfures pour subir une variation de concemnagin HS lors de I'immersion d’un casier
de bois de 250L. Cette expérience complémentairs s mémes conditions révélerait peut-
étre une erreur dans l'acquisition des donnéeswan du casier apres 1 mois d’immersion
et permettrait de valider l'influence de la dégtamta du bois sur les concentrations en
sulfures dans le sédiment. Une seconde expérinamaurrait étre effectuée en augmentant
la quantité de bois immergé afin d’évaluer si lgrdéation du bois influence réellement les
concentrations de sulfures dans le sédiment, mussidiment est déja trop chargé en matiéres
organiques en cours de dégradation pour varier Kaflsence d’'un apport supplémentaire
de bois. En milieu profond, des expérimentationbale coulés ont été effectuées soit a partir

de petits morceaux de bois et de minéraux afinedtifier les organismes participant a leur
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dégradation au cours du temps (Paillexetl., 2007ab), soit a partir de troncs immergés en
grande profondeur afin d’étudier le développememiofaunistique symbiotique et libre
autour et sur le bois (Bienhokt al.,2008). Sur ces deux expérimentations, il a ét&tabd
l'installation d’une faune diversifiée (Pailleret al.,2007b ; Bienholcet al., 2008) et donc
non liée a la quantité de matiere. Les bois cootdsme les carcasses de baleines sont des
habitats propices au développement d’invertébrésmtiques (Deminget al., 1997 ; Smith

& Baco, 2003 ; Fujiwarat al.,2007 ; Gros & Gaill, 2007 ; Grost al., 2007 ; Treudeet al.,
2009). Certains organismes hoétes ont ainsi étéueds sur ces deux habitats et sont capables
de s’adapter au milieu. La densité des endosynsidies Bathymodiolidae variant en
fonction de la quantité d’hydrogéne sulfureux digpte (Lorionet al.,2009). Une différence
dans les émissions de sulfures par le bois erdreldax années d’expérimentation, pourrait
donc expliquer le fait quE. dianae le seul nématode collecté en mangrove et assodes
ectosymbiotes, ne soit retrouvé que en 2008 loia geemiere expérimentation. Cependant,
trop peu d’individus appartenant a I'esp&calianaeont été collectés pour que les tendances

observées soient statistiquement interprétables.

Les observations de répartition quantitative denématofaune du sédiment de
mangrove en fonction du temps d’'immersion du cadgebois n'ont pas permis d’obtenir un
profil interprétable et répétitif. Les détritivoremt été observés en majorité sur le transect
étudié, lors de I'expérimentation de 2008, ou letrouve une population dominée par le
nématodeTerchellingiasp.. Cette dominance du peuplement par une eq@teitre liée a
un phénomene de reproduction intense. Comme deariHopperet al. (1973), le cycle de
vie des nématodes en mangrove peut varier en éandas modifications de température.

En introduction, nous avons vu que certaines espeewient prélevées
majoritairement dans la mangrove de Guadeloupe Neohyxsp. Metachromadora obesa
(Chitwood, 1936),Daptonema miamiensigHopper, 1969),Gomphionemasp. (Gerlach,
1957),Metalinhomeussp.1 (Chitwood, 1951)erschellingialongicaudata(De Man, 1907),
Croconemasp. (Cobb, 1920)ubostrichussp. (Greef, 1869) d@?seudolelloidesp. (Timm,
1957 ; Boucher & Gourbault, 1990). D’'autres espatEsnématodes appartenant aux genres
Chromaspirinia Pseudochromadorat Eubostrichusont aussi été collectés dans le sédiment
de mangrove au Kenya, ou la forét de mangroveagsttituée par deSeriops(Muthumbiet
al., 1995). Dans notre étude, nous retrouvons troisregeren majorité d’effectifs
Terschellingia Daptonema et Gomphionema Deux autres genresCroconema et

Eubostrichus sont retrouvés en plus faible quantité dans densnt de mangrove mais sont
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facilement repérables par leurs caracteres morghiples particuliers. Ces observations
confirment la présence d’'une nématofaune parti@iliopre au sédiment de mangrove. Les
nématodes du genieubostrichusn’ont été collectés en mangrove dans notre étudelars

de I'expérimentation de 2008 alors que I'espPeeapinnanemgrécédemment décrite par

Gourbault & Vincx (1994) comme nouvelle espéce dangnove en Guadeloupe a été
retrouvée uniquement au cours de notre expérimentate 2009. Cette différence de

peuplement ne permet pas de valider une expérit@emialutdt qu’'une autre entre 2008 et

2009. Des analyses statistiques multivariées pénaieit de comparer la composition des
communautés en considérant les deux années d'ébntime une seule analyse répliquée.

Les différences dans le peuplement de nématodes Babhnée 2008 et 2009 ne
peuvent pas s’expliquer par des disfonctionnemestkniques, les échantillons ayant été
prélevés et traités de la méme maniere et dansmi@&mes conditions, par le méme
manipulateur et avec les mémes produits. Aussprégvements ont été effectués a la méme
période en saison seche. Il existe donc une vania® dynamique de la nématofaune dans le
sédiment de mangrove. Il aurait été nécessairefedieer des réplicats a chaque
expérimentation, afin de prendre en considéraaompartition en patchs des nématodes dans
le sédiment de mangrove. L’expérimentation mené@8, ou le casier de bois semble,
dans les 15 premiers jours, attirer les herbivprgs les prédateurs aprés 1 mois d'immersion,
suggere l'attraction d’autres organismes régulamoimposition de la nématofaune au niveau
du casier de bois. Cette observation mériteraitrel’'Bée a la description de la macrofaune
dans les mémes conditions d'immersion d’'un casdoals. Dans des études précédentes, il a
été observé gue les herbivores étaient attirékepdeuilles en décomposition et les racines de
palétuviers, correspondant a 'augmentation survéggtaux, de micro-algues benthiques et
de phytodétritus (Alongi, 1990 ; Nicholag al., 1991 ; Chinnadurai & Fernando, 2007).
Torres-Pratts & Schizas (2007) mettent en évidegg@ucune succession des groupes
trophigques ne peut étre observée chez les némagbdapse les succession taxonomiques ne
suivent pas un profil défini lors de la décompasitides feuilles d&khizophora mangle
Pourtant, les groupes trophiques sont comparablies ks différentes zones géographiques
étudiées, avec une dominance des détritivores (gtopp al., 1973 ; Olafsson, 1995 ;
Somerfieldet al., 1998 ; Zhou, 2001 ; Gwyther, 2003). L’abondancdaetaxonomie des
nématodes sur les feuilles en décomposition vaselon les études publiées (Alongi, 1987 ;
Jensen, 1987 ; Tietjen & Alongi, 1990 ; Vanhoee al., 1992 ; Olafsson, 1995 ; Gee &
Somerfield, 1997 ; Schrijvers & Vincx, 1997 ; Soffredd et al., 1998 ; Chinnadurai &
Fernando, 2007). Le fait que seulement trois greupaphiques ont été considérés lors de
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notre analyse, ne permet pas d'avoir une répartiles nématodes en fonction de leur
préférence alimentaire. Il serait intéressant tidati un index de diversité trophique afin
d’interpréter les données spatio-temporelles olgehors de nos deux études. Cependant, les
prédateurs étant faiblement représentés (moinsndeirdividus par site), ils ne pourraient
pas étre intégrés aux analyses statistiques.

L’étude de la répartition dans le temps de la néfaahe et de la macrofaune a
précédemment été menée sur une carcasse de balesée a 1657m de profondeur
(Debenhamet al., 2004). Apres 18 mois de dégradation de la carcdssealeine, il a été
observé une relation inverse et non linéaire digb®ndance de nématodes et la macrofaune.
Les nématodes ont été collectés en faible qugnstu’'a 9m de distance de la baleine, puis
en grande quantité jusqu’a 30m de distance, aloes lnverse a été observé pour la
macrofaune. Dans notre étude, le bois se dégradiastvite qu’'une carcasse de baleine, les
prélevements ont été répétés tous les 15 joursapéranois %2 et ont été effectués sur deux
années. La mangrove constitue un milieu facile aBacet de faible profondeur, ou les
conditions de concentration en sulfures sont preae celles des milieux profonds. Nous
pouvons donc penser que la macrofaune joue unddile la répartition de la nématofaune
dans le sédiment de mangrove. Aussi, il a été dédmgar Ashtoret al., (1999) que les
feuilles et branchages immergés se dégradaierdenaygint dans les eaux de mangrove (en
environ 1 mois %2) et que le temps de dégradatioie \em fonction des bois coulés. Cette
observation s’expliquerait par les différentes @mrations en tanin contenues dans les
feuilles, ainsi que par la densité de macro-inleé&g (Netto & Gallucci, 2003) qui
influencerait le taux de décomposition. Zhou, e@120net en place une expérimentation pour
observer l'effet de la litiere de feuilles sur la&iofaune de mangrove. Il constate que la
réponse de la méiofaune change en fonction degeadation des feuilles et met en évidence

un bloom d’une espéce de nématode détritivioagngellasp.) lors de son expérimentation.
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4.3 Utilisation de la microspectrométrie Raman commetibde détection des
organismes thiotrophiques

La microspectrométrie Raman nous a permis de d#tdat présence de soufre
élémentaire dans des échantillons biologiquesedtifler sa structure comme soufrees de
la localiser sur un nématode avec une réesolutiori@em. Cette résolution pourrait étre
ameéliorée pour atteindre 2um. En raison de laetai# la sonde utilisée dans notre analyse,
par rapport a celle des bactéries, il n’a pas éssiple de montrer que le soufre était localisé a
l'intérieur (c'est-a-dire dans le cytoplasme), contenu dans des granules de l'espace
périplasmique, ou a I'extérieur des bactéries cord@wit précédemment chez les bivalves
symbiotiques par microanalyse cryo-EFTEM + EELSctiare et al., 2006 ; 2008). La
spectrométrie Raman s’est révélée étre un ousilitt&ressant et efficace pour la détection du
soufre élémentaire dans les organismes thiotropkidgiibres et symbiotiques et, plus
particulierement, pour la détermination des synmasasulfo-oxydantes.

Le soufre élémentairegSest connu pour étre soluble dans I'éthanol, saolvdiisé
habituellement pour I'observation en MET (cTEM)date la déshydratation des organismes
avant leur inclusion en résine époxy (Vetter, 1988uchetet al.,1998 ; Pasterist al.,2001)
et LR White. Par conséquent, les petits granulasstucides a l'intérieur des symbiotes
bactériens sont des vésicules vides dans les cdimess Ces observations démontrent que la
microspectrométrie Raman et l'analyse en perte etga (EELS) sont des techniques
inefficaces sur les organismes inclus apres firatibhimique des organismes. Néanmoins,
'EELS sur des échantillons cryo-fixés permet umealisation précise des composés
(Lechaireet al.,2006 ; 2008). De plus, la microspectrométrie Raestrla technique la plus
simple qui fournit un résultat positif en quelqeesondes a partir d’'un animal entier et sans
préparation complexe de I'échantillon. Elle perragtsi d'obtenir facilement et rapidement
un « screening » de détection du soufre a paréichdintillons biologiques et constitue une
étape préliminaire avant les analyses phylogéngsigies organismes.

Cette technique utilisable sur des organismesrentie cause aucun dommage sur les
échantillons. Ce caractére non destructif de I\s®bpermet d'utiliser I'échantillon apres les
expérimentations Raman afin de réaliser des étadegplémentaires analytiques (EELS,
EDXS, Diffraction d’électron, etc.), enzymologiques ultrastructurales (MET, MEB,
immunologie, etc.). Cette utilisation multiple déchantillon est un avantage considérable et
sans précédent pour les organismes rares, diffiaileollecter ou retrouvés en faible quantité

dans I'environnement. Cette technique permet airpditin unique individu d’obtenir
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plusieurs résultats permettant de caractériser ausmtuelle symbiose bactérienne sulfo-
oxydante.

Cependant, nous avons également mis en évidensendéne étude, le risque d’obtenir
un signal positif en soufre par microspectrométiaman sur un organisme.ugcina
pectinatg, alors que celui-ci n’est pas uniquement assacdes bactéries sulfo-oxydantes
mais développe aussi des cellules de stockage uftesd.a microspectrométrie Raman ne
permet pas de définir exactement si le composéé&east contenu dans des granules internes
produits par l'organisme lui-méme lors d'une exposi au HS comme le nématode
Oncholaimus campylocercoid€Bhiermannet al.,2000), ou s'il est stocké dans des bactéries
ectosymbiotiques comme ché& dianaeou encore dans des bactéries endosymbiotiques
comme cheAstomonema jennefOtt et al.,1982).

La microspectrométrie Raman ne s’utilise pas umtprd sur les organismes
symbiotiques puisqu’elle permet la détection dufroélémentaire ; elle caractérise aussi le
métabolisme bactérien. Cette utilisation a été ywkeudans I'étude des mattes bactériennes
étudiées sur les feuilles de mangrove. La micrdsp@etrie Raman a été recemment utilisée
sur des mattes bactériennes en milieu profond gatewt al., (2005). Cette étude a montré
les capacités de cette technigue a analyser laasitiqgm minérale des roches, des gaz mais
aussi de détecter du soufre élémentaire dans dérigidiiologique en milieu profond (White
et al.,2006). A partir de I'analyse des composés (sobére méthane, etc.), il est possible de
réduire le temps des plongées profondes et detisgleer les échantillons désirés. La
microspectrométrie Raman permet donc d’obtenirctiraent les échantillons recherchés et
de réduire la quantité de matériel indésirablecctd.

Les principaux avantages de cette technique dontine application possible sur des
échantillons vivants dans leur environnement natigd@ns notre étude il s’agit de I'eau de
mer) ; (ii) une nature non destructive (interactaa la lumiére visible avec I'échantillon) ;
(iii) un temps d’acquisition court (quelques secem@ quelques minutes en fonction de la
puissance de la lumiére excitatrice et de la camagon en soufre) ; (iv) une capacité a
extraire une cartographie ou des profils de ré&pamtid’'une espece chimique avec une
résolution spatiale de I'ordre du micrometre. Femaént, la spectrométrie Raman permet des
analyses moléculaires et structurales et peut éantaptée a différentes conditions
environnementales.

Elle a été précédemment utilisée pour l'identifmatdes phases minérales telles que
les constituants des coquilles de mollusques (Bdr8aDe Waal, 2006). Au niveau de

I'identification des molécules biologiques et derldistribution, la spectrométrie Raman peut
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principalement étre utilisée dans le cas de moScpiésentant des spectres de haute intensité
Raman, c’est-a-dire, dans le cas de molécules émdofabsorbent de la lumiére dans le
domaine du visible) telles que les métalloproteioesde métaux chélatés (association d’'un
métal avec une autre substance par liaisons faibette technique est d'ailleurs utilisée
pour déterminer la structure moléculaire des pneteiet définir leur fonction (Wangt al.,
1994 ; Gacet al.,2006 ; Krafftet al.,2006). La microspectrometrie Raman a aussi éiéadi
pour étudier la composition biochimique des ceflullans des cultures bactériennes pures
(Schusteret al., 2000ab ; Escorizat al., 2006) et pour identifier des cultures bactériennes
pures a partir de leurs constituants cellulairesaftyet al.,2004 ; Jarviset al.,2006). Enfin,

il a été réalisé le suivi de I'incorporation desttope stable du carbo€ dans des cellules
microbiennes en couplant des analyses en FISH etienmospectrométrie Raman (Huary

al., 2007). Cette derniére analyse pourrait se révdlibe dans I'étude de I'’échange des

isotopes de I'azote et du soufre entre les symbietéeur nématode héte.
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5 CONCLUSIONSET PERSPECTIVES

Cette étude complete les informations concernanné&matodes de la sous-famille des
Stilbonematinae avec la description de huit espéeesématodes appartenant a 3 genres
différents. Ces nématodes colonisent I'herbidihalassia testudinuran Guadeloupe et une
espece,Eubostrichus dianaeest aussi collectée dans le sédiment et sur ledlefe en
décomposition de mangrove. Il est important de mieppréhender les symbioses
bactériennes chez ces organismes, puisque les bdesareprésentent le taxon le plus
important dans ces milieux cotiers.

L’ensemble des résultats obtenus — la présencerateulgs dans le périplasme des
bactéries recouvrant les nématodes (MET), 'appartee de ces bactéries aux eubactéyies-
protéobactéries et, plus particulierement, la diéec de soufre élémentaire par
microspectrométrie Raman — confirment la présenee sdufre dans les symbiotes
extracellulaires et détermine leur appartenancebagtéries sulfo-oxydantes.

La détection et la caractérisation du soufre dassbhctéries thioautotrophiques sont
intéressantes afin de mieux connaitre les intemastsymbiotiques des invertébrés marins
colonisant les environnements soufrés réduits. Daose étude, [l'utilisation de la
microspectrométrie Raman nous a permis de mettrévielence de potentielles symbioses
bactériennes sulfo-oxydantes chez des organismda deeiofaune non décrits a ce jour
comme symbiotiques. Cette technique s’est révétée @ outil tres intéressant pour la
détection des symbioses sulfo-oxydantes et plusatgonent pour la détection des organismes
thioautotrophiques. Cependant, d’'autres technidgaklss que la microscopie électronique
doivent étre utilisées pour préciser la présencaamude bactéries et I'existence de granules
translucides correspondant au soufre détecté. teospectrométrie Raman est donc facile a
utiliser en routine pour la détection de la natmetabolique des organismes symbiotiques ou
des bactéries libres et peut aussi bien étreégiksh milieu cotier qu’en milieu profond.

Les études physico-chimiques menées dans les desystemes tropicaux, I'herbier
aT. testudinunet la mangrove, nous ont permis (i) de détermmerésence d’'un gradient de
concentration en % dans le sédiment d’herbier et de mettre en égelda caractere
faiblement soufré réduit de ce milieu (maximum 3QuNli) de constater I'hnétérogénéité du
sédiment de mangrove et de mettre en évidenceréetése fortement soufré réduit de ce
milieu (maximum 10mM) proche des conditions extrénde HS au niveau des sources
hydrothermales.
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Les peuplements d’herbiers semblent étre organgsedonction du gradient de
concentration en #$, alors qu’en mangrove la nématofaune se rémhiféremment dans le
sédiment et pas forcément en fonction des condemsaen sulfures. Il a été observé une
évolution de la dynamique des populations entred&sx années d’étude en mangrove, que
I'on suppose liée a la présence du bois immergé aussi a une éventuelle prédation par la
macrofaune et au cycle de vie des nématodes. Lpéce&s collectées en mangrove
correspondent aux espéces décrites precédemmestcgaméme environnement et sont
principalement représentées par les nématodes eleesjlerschellingia Daptonemaet
Gomphionema Des genres caractéristiques tels q&ibostrichus croconema et
Pseudochromadoraont aussi retrouvés comme appartenant a la nfauat du sédiment

lagunaire de mangrove.

Les difficultés d’extraction d’ADN rencontrées danetre étude ne nous ont pas
permis de réaliser des études phylogénétiques émaatndes symbiotiques retrouvés dans le
sédiment d’herbier. Néanmoins d’autres outils dittfecations morphologique et moléculaire
nous ont permis d’avoir un apercu de la constitutio peuplement des nématodes dans ce
milieu.

En mangrove, une expérimentation supplémentaire awe apport de bois plus
important permettrait de confirmer nos résultatdestonstater I'hétérogénéité du sédiment et
la variation de structure dans la dynamique deglaatofaune ou de mettre en évidence une
réelle évolution de la population dans le sédim@nfonction de I'apport en bois et de ses
émissions de sulfures. Il serait intéressant dtajoun prélevement de la macrofaune afin de
vérifier les phénomeéenes de prédation sur la nématef sur le bois coulé et dans le sédiment.

Enfin la recherche d’autres formes de symbioses dies milieux tropicaux cotiers
pourrait étre utile a une meilleure compréhensioméveloppement et de la mise en place de
la symbiose chimioautotrophe en milieu marin etstibmerait un modéle de comparaison

avec les symbioses observées en milieu profond.
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Annexe 1 : Solutions tampons pour le FISH

Tampon d’hybridation
Produits (ml) 1lame | 2lames | 3 lames
NaCl 5M 1,08 2,16 3,24
Tris-HCI 1M 0,12 0,24 0,36
H>O 3,6 7,2 10,8
SDS 20% 0,003 0,006 0,009
Formamide 20% 1,2 2,4 3,6
Tampon de lavage (Formamide 20%)
Produits (ml) 2 bains | 4 bains
NaCl 5M 4,3 8,6
Tris-HCI 1M 2 4
EDTA 0,5M 1 2
SDS 20% 0,05 0,1
H-O 93 185




Annexe 2 : Solutions tampons pour le Card-FISH

Tampon d’hybridation
Produits Quantité (ml)
NaCl 5M 3,6
Tris-HCI 1M 0,4
HxO 4
Formamide 50% 10
SDS 10% 20ul
Dextrane sulfate 2¢g

Dissoudre le dextrane sulfate dans la solution a 58°C puis laisser refroidir.
Ajouter ensuite 2ml de Blocking reagent 10%. Mélanger, aliquoter a 1ml et conserver

a -20°C.

Tampon de lavage (55% Formamide)

Produits (ml) 1 bain 3 bains
EDTA 0,5M 0,5 1,5
Tris-HCI 1M 1 3

NaCl 5M 30ul 90ul
H.O Ad 50ml | Ad 150ml
SDS 10% 25ul 75ul

Tampon d’amplification

Produits Quantité (ml)
PBS 20X 2
Blocking reagent 10% 0,4
NaCl 5M 16
H>O Ad 50ml
Dextrane sulfate 4g

Dissoudre le dextrane sulfate dans la solution a 58°C puis laisser refroidir.

Meélanger, aliquoter a 1ml et conserver a -20°C.



Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN eucaryotige

Bench Protocol: Animal Tissves seeee
(Spin-Column Protocol) QIAGEN

Mote: Before using this bench protocel, you should be completely familiar with the
safety information and detailed protocols in the DMNeasy Blood & Tissue Hondbook.

Important points before starting

Perform all centrifugation steps at room temperature [15-25°C).
IF necessary, redissolve any precipitates in Bulers ATL and AL
Ensure that ethancl has been added to Buffers AW1 and AWZ,

Preheat a thermomixer, sha king water bath, or r-xking p|n:|1f-:urrn for hecﬂing at
S&7C.

If using frozen tissue, equilibrate the sample to room temperature.

Procedurs

Cut tissue (up fo 25 mg; up fo 10 mg spleen] infe small pleces, and place in 1.5
mil microcenirifuge fube. Fer rodent tails, use one (rafl or bwoe [mouse) 0.4-0.6 cm
lengths of toil. Add 180 pl Buffer ATL.

Add 20 pl profeinase K. Mix by vortexing, and incubate at 56°C unfil completely
lysed. Vortex occasienally during incubation, or place in a thermoemixer, in @
shaking water bath, or en a rocking platform.

Lysis is usually complete in 1-3 h ar, for redent tails, -8 h. Samples can be lysed
evernight.

Vortex for 15 5. Add 200 pl Buffer AL fo the sample. Mix thoroughly by vortexing.
Then add 200 pl ethanel (96-100%). Mix again thoreughly.

Alernatively, premix Buffer AL and sthanel, and add together.

Pipet the mixture info a DMeasy Mini spin column in a 2 ml collection tube.
Cenirifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Discard flow-through and collection
hubse.

Place the spin column in a new 2 ml collection tube. Add 500 pl Buffer AW1.
Cenirifuge for 1 min af =6000 x g. Discard flow-through and colledtion tube.

Place the spin column in a new 2 ml collection tube. Add 500 pl Buffer AWZ.
Cenirifuge for 3 min at 20,000 x g (14,000 rpm). Discard flow-through and
collection fube.

Remowve the SN column ::ura‘u”}' so that it doss not come into contact with the

Herwe-through.

Transfer the spin column to a new 1.5 ml er 2 ml microcentrifuge ube, and add
200 pl Buffer AE for elution. Incubate for 1 min af room temperature. Centrifuge
for 1 min at 6000 x g.

Recommended: Repeat this step for maximum yleld.

Famna o ot hara




Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN procaryotique

Bacterial DNA Miniprep Protocol
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Annexe 5 : Electrophorése sur gel d’'agarose

Bleu-Orange 6X Loading Dye

Pour 1ml de Bleu de migration :

Produits Quantité (mg)
Ficoll 400 a 10% 100
Bromophenol blue 0,25% 2,5
Xylene cyanol 0,25% 2,5
Orange G 0,4% 4
Tampon TE 900ul

Tampon TE : Tris 10mM + EDTA 50mM ajusté a pH 7,5




Annexe 6: Schéma initial de la construction de lgotence pour les
prélevements en mangrove

— —




Annexe 7 : Microspectrométrie Raman

Outline on the technique

Raman spectrometry is based on inelastic light ttenanteraction. It allows us to
probe the vibrational energy levels of materiaés molecular or crystalline bonding. The
probed material can either be in the gaseousdiqusolid state. This spectrometry cannot be
applied to metallic compounds.

Fig. A7-1 shows the quantum mechanics representatio the main interaction

processes of light with a molecule.

Excited AN inferpal -~ T T

levels gonverqions
A | &
(HR
]| Fluorescence Scattering
<] . P —
/;O Rayleigh Raman
= gtokes anti—Stoke;
AE, S —— [
hVo hVo—AEV hV0+AE
hv
Vibrational |- hve hvo 4 .
levels v 4 S\ | | Y. $AE
1 1I I11.1 II1.2

Fig. A7-1: Simplified energy bands diagram for a diatomic molecule and schematic
representation of the main processes of photon / matter interactions.

Absorption / fluorescence phenomena (l) The incident photon has an energy Bufficient
to initiate a dipolar transition from electronicognd state to excited one. The return of the
molecule to its ground state results in the emissiba fluorescence photon with an energy

lower than the incident one (Fluorescence emission)

Scattering phenomena (Il & Ill) : The energy W of the incident photon is not sufficient to

initiate the transition between the electronic grbgtate and the excited one.

Rayleigh scattering process (Il): The transition from an initial vibrational stétethe same
final one via a virtual excited state results ie Htattering of the photon at the same energy
hvo.



Raman Scattering: (lll.1, 1ll.2): The transition from an initial state to a differéimal one
always via virtual excited level results in the teg@ng of a photon with an energy lower
(Stokes I11.1) or upper (anti-Stokes 111.2) thar incident one.

The loss or gain in energy undergone by the phdtoing the scattering process is equal to
the energy difference between the initial and thal fvibrational levels and then characteristic
of the bonded species and type of bonding.

These energy quanta can be theoretically calculatédg into account the atomic mass and

bonds strength.

Spectrometry sensitivity

The sensitivity of Raman spectrometry is highly etfgging on the probed compound
and especially on the energy differedde between ground and excited electronic levels.
When the energy of the exciting photons is far frdEy “normal” Raman scattering occurs
which intensity represents about®L@f the intensity of the incident light leading #o
relatively low sensitivity.

When the energy of the incident photon is clos@l pre-resonance or resonance
Raman scattering occurs and the Raman scattetiesity can be enhanced by & 10 16
factor, increasing by the way the sensitivity af thethod (Long, 1977).

The choice of Raman as the analytical techniqud ts&entify and locate sulphur in
low concentration in biological samples has beetu@ed by the fact that sulphur i S
structure presents pre-resonance Raman scattéterghierg, 1945).

Raman scans

Computer controlled acquisition and data analysiatinent were developed at GTSI
in order to acquire Raman profiles and maps. F@& plurpose Raman point spectra are
acquired along lines in the case of profiles anoh@l several lines covering a whole
rectangular area in the case of a mapping (Himagls).

Quantitative interpretation of the spectra

It has been demonstrated in previous works (Him2@Q05) that the probe geometry
in the experimental conditions of this work canrépresented by a cylinder of 12t length

by 10um diameter. In the case of an homogeneous anspeant sample, the intensity of a



characteristic Raman line is linearly related te #nalysed volume. In the case of an
absorbing sample the intensity of the Raman linastrbe corrected by the local attenuation
of the exciting line and Raman scattered light. ifg@kinto account the diameter of the
nematode, the thickness of its bacterial coat &edekciting line attenuation profile in the

sample Raman spectra treatment will allow us terd@ne the location of sulphur.

Influence of the light absorption by the varioustpaf the sample on the Raman scattering
intensity

In order to evaluate the absorption of incidenetakght as well as the Raman
scattered one, we first record an optical microgra the ectosymbiotic nematode in
transmission mode. White light for illumination and green pass band filter
(514 nm <A <556 nm) to analyze the transmitted light.

The intensity of the transmitted light through th&cterial coat, the nematode body
(close to the digestive tube) and the body inclgdive digestive tube are measured using free
Gwyddion software.

The Fig. A7-2 shows two transmitted light intengitypfiles corresponding to lines crossing
the nematode surrounded by its bacterial coat grartaof the nematode where the bacterial
coat has been removed.

Assuming that the transmitted light intensity isiwolled by the Lambert Beer law:
| =1,
|, being the incident light intensityy the absorption coefficientcthe thickness of matter

crossed by the light, being the intensity of the transmitted light thrbube thickness.

We can deduce from the “green light” optical migaggh the absorption coefficient
corresponding to each part of the sample. The bdailata are summarized in Fig. 6c¢.

Using these coefficients and applying the LambexerBformula for all the contributions of
the samples’ parts (bacterial coat, nematode bdidgstive tube) the exciting line intensity
can be calculated point by point.

Raman scattering being also green light lying mftequency range used for the recording of
the nematode micrograph the Lambert Beer equasiaaisio applied to the damping of the
Raman scattered light. The full equations are giwehe following section.

10



Intensity (a.u.)

T T T T T T 1
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Distance (um)

Experimental absorption coefficients:
Coat: 1;=0,0115 iluw/pm

Body : 11,=0,00319 ilu/um

c) DT: 13=0,143 ilu/pum

100 pm Cut 1

a)

Fig. A7-2: Light-transmission analysis

The optical micrograph of an ectosymbiotic nematok@ined in transmission using a green
light filter is given in Fig. 6a. For light-transgsion analysis two light intensity profiles are
extracted (Fig. 6b) by means of Gwyddion Softwarbe first profile crosses the body
completely covered by bacteria, the second onesesoshe sample on a part where the
bacterial coat was removed. These analyses allowtougxperimentally measure the
absorption coefficientg of the different parts of the sample reportedcinand expressed in

intensity light unity (ilu).

Mathematical expression of the Raman scattered Iighknsity for an idealized ectosymbiotic
nematode

In order to express the Raman scattered light &ienvhich takes into account the
light absorption by the sample the Lambert Beer &yuation is applied to an idealized
composite sample where the various parts (bactevetl, nematode body, digestive tube) are
considered homogeneous. The Fig. A7-3 presentsrtss section of the idealized nematode

and the parameters used in the equations.

11



Fig. A7-3: Schematic cross section of the idealized ectosymbiotic nematode.
M, [, and [are the extinction coefficients corresponding to the bacterial coat, the

nematode body and the intestine. The x coordinates allow us to express the optical
pathways of light in the sample.

As previously mentioned the intensity of light smg a thickness x of absorbing
medium with extinction coefficient/ is given by the Lambert Beer laiv=1 74",
Applied to the different parts of the nematode floe incident exciting line and Raman
scattered light we can calculate the Raman interssiaittered by the various parts of the
sample. The corresponding Equation are given belgil;
|, Raman intensity outgoing from the illuminated séamp
o Raman cross section of the studied species (hgre S
¢ concentration of &in the various parts of the sample.
The thickness crossed by light in the various pafrtie sample (Fig. 7) are noted:
Xc (Coatl), x-xc (Bodyl), %-Xg (Digestive Tube), x%-xp (Body2) and X - X's.

F |
Ir coat1 =0C |0J. e dx=0 C—O(]_— g2 ) ,
0 21

Xg
Ik Boayr =0C I [ €207 dix

Xc
" HhXc
dX :O-C:lo—e1 (1_ e_zﬂz (=% ))
2[4,
Xp
IR DT = oC Ioe_/ulxc e_/UZ(XB_XC)I é2ﬂ3(x_)%) d)

Xg
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_ ocC |Oe_/11XC e‘ﬂz(XB_Xc)
24

and analogue:

dx

(1_ e_2/13(XD_XB) )

oc IO (e‘zl-llxc e‘zﬂz(xs_xc) ézﬂs(XD_XB))

IR Body2: % (1_6—2/-12(X'B_XD)) ,

244,

oc |o (e-Zﬂlxc e_zﬂz(XB‘Xc) e—2,u3(xD—xB) éZNZ(Xé-XD))

IR coatz = X (1— e_z”l(X'C_XB)) .

244

The total Raman intensity detected after a pathe@ystituted by the succession coatl,
bodyl, digestive tube, body2, coat2 is expressetidjollowing sum:

I =1 +1 +1 +1 +1

R total R Coatl R Bodyl R DT R body2 R coat *

The result is shown in Fig. 27B.

13



Annexe 8: Morphotypes de nématodes récoltés dang Isédiment de
mangrove

Morphotype 1:

Classe : Enoplea

Ordre : Enoplida

Famille : Phanodermatidae

Genre :Crenopharynx

Morphotype 2 :

Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida

Famille : Neotonchidae
Genre :Gomphionema&'

14



Morphotype 3 :

Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida

Famille : Neotonchidae

Genre :Gomphionem&

Gx140

Morphotype 4 :

Classe : Chromadorea
Ordre : Monhysterida
Famille : Xyalidae
Genre :Daptonema

Morphotype £ :

Classe : Chromadorea

Ordre : Monhysterida

Famille : Linhomoeidae

Espéce Terschellingiabrevicauda

Gx80



Morphotype 6 :
Classe : Chromadorea
Ordre : Desmodorida

Famille : Desmodoridae

Genre :Chromaspirina

Gx70

Morphotype 7 :

Classe : Enoplea

Ordre : Enoplida
Famille : Oncholaimidae

Genre :Oncholaimus

Morphotype 8 :

Classe : Chromadorea
Ordre : Monhysterida
Famille : Monhysteridae

Genre Diplolaimella

16



Morphotype 9 :
Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida

Famille : Chromadoridae

Gx160
Morphotype 10:
Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida
Famille : Selachinematidae
Genre Richtersia

Gx80

Morphotype 11 :

Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida
Famille : Chromadoridae

Gx70

17
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Gx145

Gx160

Morphotype 1Z:
Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida
Famille : Neotonchidae

Genre :Gomphionema

Gx160

Morphotype 13:
Classe : Chromadorea
Ordre : Monhysterida
Famille : Linhomoeidae

Espéce Terschellingia

Morphotype 14 :

Classe : Enoplea
Ordre : Enoplida
Famille : Ironidae

Genre Thalassironus




Morphotype 15:

Classe : Enoplea

Ordre : Enoplida
Famille : Oncholaimidae

Morphotype 16 :
Classe : Chromadorea
Ordre : Desmodorida

Famille : Desmodoridae

Gx80

Morphotype 17 :

Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorina
Famille : Chromadoridae

Genre:Parapinnanema

19
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Gx70

Gx160

Gx70

Morphotype 18:
Classe : Chromadorea
Ordre : Chromadorida

Famille : Chromadoridae

Morphotype 19:

Classe : Chromadorea
Ordre : Desmodorida
Famille : Desmodoridae

Genre:Pseudochromadora

Morphotype 20:

Classe : Chromadorea
Ordre : Monhysterida
Famille : Monhysteridae

Genre:Monhystrella




- Gx70

Gx70

Gx90

Morphotype 21 :
Classe : Chromadorea
Ordre : Desmodorida

Famille : Desmodoridae

Genre:Croconema

Morphotype 22 :
Classe : Chromadorea
Ordre : Monhysterida

Famille : Sphaerolaimidae

Morphotype 23:

Classe : Chromadorea
Ordre : Araeolaimida
Famille : Axonolaimidae

Genre:Odontophora

21
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Annexe 9 : Tableau des effectifs de nématodes rées dans le sédiment de

mangrove
sédiment autour du casier de bois coulés a 15 giursnois d'immersion.
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sédiment autour du casier de bois coulés a 15 giursnois d’immersion.
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Résumé:

Les nématodes marins libres représentent le tagoplds impotant dans le
sédiments d'eau peu profonde. En milieu tropicés nématodes colonise
préférentiellement les sédiments sablo-calcairesheéebiers & halassia testudinurat les
sédiments vaseux de mangrove. Les résultats péSsedémontrent par desiadyses el
MEB et par hybridation moléculaire FISH/CARBSH, l'existence des bactér
extracellulaires appartenant aypProteobactéries et localisées sur la surface dosate
huit especes de nématodes appartenant aux geabestrichusRobbeaet Stilbonemade
la famille des Stilbonematinae. Les analyses méadisen microspectrométrie Raman
permis de mettre en évidence la présence de seéildreentaire $&dans le mantee
bactérien des nématodes et d’associer plus préergéra soufre aux granules transluci
observés en MET dans l'espace périplasmique degeriesc La microspectromeéti
Raman s’est révélée étre un outil puissant de tiétedes symbioses sulfo-oxydantes (et,
plus généralemenpour la détection de la thiotrophie chez les oisjars de la méiofaur
de mangrove. L'étude de la nématofaune de mangrgarmis de mettre en évidenaee(
dynamique variabledu peuplement, soit monospécifique soit diversitiélonisant ui
sédiment trés hétérogéne et fortement soufré réflomtM a 10mM). Les nématodes
mangrove sont dominés par les détritivores et icertgenres tels qué&erschellingia
Daptonemaet Gomphionemaonstituent la nématofaune de base dans ce nailiea de:
nématodes plus caractéristiques tels EuleostrichusCroconemaet Pseudochromadora

Mots clés: Nématode, Symbiose bactérienne, Herbier a pbgaéres marines, Mangrove,
Microspectrométrie Raman.

Abstract :

Free-living marine nematodes are the most importarbn in shallowwater
sediments. In tropical environments, nematodesnizdopreferentially the calcareosanc
of Thalassia testudinunseagrass beds and mud sediments of mangrove swimep
results presented demonstrate by SEM analysis laypdmolecular hybridizatio
FISH/CARD-FISH, the presence of extracellular baatbelonging to the-proteobactea
and localized on the body surfackeight species of nematodes belonging to therg
Eubostrichus Robbeaand Stilbonema(Stilbonematinae family). The analgseonducte:
in Raman microspectrometry have revealed the pcesef elemental sulfurgSin the
bacterial coat associated tematodes and more specifically to the sulfur gjes
translucent observed by MET in the periplasmic epaf bacteria. The Ramal
microspectrometry has demonstrated a powerful ftmathe detection of sulfidexidizing
symbioses and more generally for the detection hebtrophic metabolismamonc
mangrove meiofauna organisms. The study of the maegnematofaunaas revealed
fluctuating population dynamics, either monospecifor diverse, colonizing &
heterogeneous and reduced sulfur (ImM to 10mM)nsexai. Mangrove nematodese
dominated by deposit feeders and some genera sutkrachellingia Daptonemaand
Gomphionemaconstitute the basic nematofauna in this envirarinvgth morespecific
nematodes s asEubostrichu, Croconem andPseudochromado.

Keywords: Nematoda, Bacterial symbiosis, Seagrass-bed, Maag Raman
microspectrometry.



