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INTRODUCTION






Introduction générale

PROBLEMATIQUE

r. sz

Les microorganismes présentent une grande diverghtd@étigue et fonctionnelle leur
permettant de coloniser tous les écosystemes de planéte y compris les plus extrémes
comme par exemple les lacs salés (Rodriguez-Vales 1981), les sources hydrothermales
profondes (Juniper & Tebo, 1995), les sédimentamagrofonds (Parkest al, 1994), les
déserts (Adamet al, 1992), les régions polaires (Vincent & James,6)38 les déchets
miniers acides riches en métaux et métalloide€(@ments traces métalliques, ETM) (Ledin
& Pedersen, 1996; Bakeet al, 2004). En plus de leur ubiquité, les communautés
microbiennes sont particulierement abondantes, siime par exemple que la biosphére
contiendrai jusqu'a 6.2 cellules procaryotes (Whitmaet al, 1998), représentant ainsi la
plus importante biomasse de notre planéte. L'enkemi® ces caractéristiques en font des
acteurs clés du fonctionnement des écosystemesimaat par leur implication majeure dans
les cycles biogéochimiques indispensables a lasureTerre comme ceux du carbone, de

I'azote ou du soufre.

Les microorganismes sont également impliqués dares mbmbreux processus
biogéochimiques au centre desquels se trouventrdéesformations des minéraux et des
métaux (Gadd, 2010) pouvant affecter la mobilisaties éléments toxiques susceptibles de
menacer la santé publique. Il existe des envirommesmaturellement riches en ETM tels que
les sources chaudes ou les lacs acides des régioeniques €.g. parc de Yellowstone,
U.S.A), les sources hydrothermales profondes @u Zenes d’affleurement naturel de
gisements métalliferes dont l'altération peut génétes eaux acides chargées en métaux.
Cependant ce sont principalement les pollutionsaliigies d’origine anthropique qui posent
probleme aujourd’hui. En exploitant les ressourcemérales depuis des millénaires,
'Homme a créé de nouveaux environnements richdsTén. Lors de I'exploitation miniere,
les déchets provenant de I'extraction et du tragi@nues minerais sulfurés.g.la pyrite ou
I'arsénopyrite) sont mis en contact avec de I'etdeel’'oxygene, induisant 'oxydation des
sulfures a I'origine du phénomeéne de Drainage MiAigde (DMA).
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Outre l'acidification de ces eaux de drainage, tenpméne souléve de nombreuses
préoccupations et constitue aujourd’hui le problénageur de I'industrie extractive mondiale
puisqu’il s'accompagne de la lixiviation de métaetxmétalloides dont la toxicité peut étre
dommageable pour I'environnement. Malgré leur tiv&jaces écosystemes sont colonisés par
divers procaryotes qui forment des communautésaiiennes stables avec des eucaryotes
(champignons, levures, algues et protozoairespuwnt un réle crucial dans ces systémes
(Johnson, 1998; Amaral-Zettlest al, 2002). En effet, certains de ces organismes sont
capables d'utiliser les réactions d'oxydoréductielifes que I'oxydation du fer et du soufre
pour leurs besoins métaboliques (Baker & Banfi@d03). Ces activités métaboliques se
traduisent par la solubilisation (biolessivage) é&sments chimiques a partir des minerais
sulfurés et conduisent ainsi a la pollution desxesuperficielles et souterraines alimentées
par les eaux de ruissellement. D’'autre part, cesn@sémicroorganismes interviennent
également dans des processus de bioremédiatioitgeage d'éléments toxiques en solution
en rendant les composés toxigues insolubles pexmtetiinsi leur accumulation dans les
sédiments (Johnson & Hallberg, 2005; Hallberg, 201fhe remédiation naturelle a par
exemple été observée a Carnoulés en France oa siie ldu Rio Tinto en Espagne (Casbt
al., 2003a; Sanchez Espafiiaal, 2005). Dans ces DMA, acides et riches en fercdesposés
toxiques sont accumulés dans les sédiments sane fdune variété d’(oxyhydr)-oxydes de
fer et d’hydroxysulphates tel que la jarosite,davgermannite et la ferrhydrite (Ona-Nguema
et al, 2005). Ces processus de précipitation impliquartoxydation et la précipitation du
fer, qui est souvent le métal soluble le plus alanhdlans les DMA et I'adsorption d’autres
métaux et métalloides sur les minéraux ferriguesiés (Rowe & Johnson, 2008; Hallberg,
2010). Parmi les éléments toxiques des DMA, l'acs€As) pose un probleme particulier.
C’est en effet un composé trés toxique qui pewgcidi le fonctionnement des cellules par
différents mécanismes. D’une maniere généraleygeite sous sa forme inorganique est liée
a l'analogie structurale de I'As(V) avec le phoggh@onsidéré comme un élément essentiel a
la vie) et a la trés forte affinité de I'As(lll) po les fonctions sulfhydriles. Ces deux
caractéristiques sont a l'origine de la majorit& digsfonctionnements cellulaires. Il a été
montré que la forme réduite As(lll), serait de 260afois plus toxique que la forme oxydée
As(V) pour certains organismes supérieurs (Kort€&&nando, 1991). De plus, I'As(lll) se
fixe moins facilement sur les oxydes de fer ques(\) a faible pH, il est donc plus mobile
dans ces eaux. Chez I'étre humain, l'arsenic €& toxique car mutagene et carcinogene
(Yamanaka & Okada, 1994; Gebel, 1997). Les DMA éspntent ainsi une des formes les
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plus graves de pollution de I'eau dans les zondasitnielles et post-industrielles au niveau
mondial (Johnson, 1995). De plus, la productiorD8#A peut durer des centaines d’années
apres la fermeture d’'un site minier entrainant dédlytion de dizaines de milliers de km de
rivieres et de nappes phréatiques ainsi que ddarkecde lacs dans le monde (Johnson &
Hallberg, 2005; Natarajan, 2008). De nombreux payvoient donc maintenant confrontés
aux impacts engendrés par des exploitations evitastiou arrétées depuis longtemps et pour
lesquelles aucune prescription réglementaire ousl#tye n’imposait a cette époque de
précautions environnementales dans la gestion itkss #insi, les DMA représentent une
source importante de préoccupations depuis plusiannées, du fait de la menace qu'ils

représentent tant pour I'environnement que posafdé humaine.

OBJECTIFS

Dans ce contexte, les travaux réalisés au coucettie these qui s’'inscrit dans une thématique
d’écologie microbienne, avaient pour obijectif phrad de contribuer a une meilleure
connaissance des microorganismes présents dabdidset impliqués dans les processus de
transferts des métaux et métalloides (en particliie). La compréhension de ces processus
étant d'une grande importance pour le développeragerme de stratégies impliquant ces
microorganismes dans des procédés de remédiaboin.r€aliser cet objectif, nous avons axé
notre étude sur le DMA de Carnoulés localisé ennéega qui constitue un exemple
remargquable d’adaptation des organismes vivants enuironnement extréme présentant un
pH acide (2-4) et des concentrations trés élevéesikate et en éléments métalligues comme
I'arsenic (jusqu’a 10 g £, concentration parmi les plus importantes au mpride plus, ce
site est trés approprié pour analyser la facon desmtmicroorganismes contribuent a la
transformation des métaux et métalloides in sim,des processus efficaces de remédiation
naturelle ont été mis en évidence sur ce site (Casial, 2003a; Bruneeét al, 2006). Ces
caractéristiques particulieres en ont fait un sitedele qui est étudié depuis une quinzaine
d’années a la fois d’'un point de vue géochimiquenétrobiologique; il est labellisé par
'OSU OREME depuis 2009.

Les objectifs spécifiques de ce travail visaient a
» étudier la diversité des microorganismes présdrastéries, Archaea et eucaryotes) au

niveau des eaux drainant la mine ainsi que danssdeliments du ruisseau par des
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approches de génomique impliquant des méthodesiques de clonage/séquencage mais
également des méthodes de pyroséquencage a héut déb

caractériser la dynamique spatiale et/ou tempomde microorganismes pour mieux
comprendre leur évolution dans le systeme et leardvec les métaux et métalloides ;
Identifier les parameétres physicochimiques (pH, gérature, concentrations en fer,

sulfate, arsenic...) a I'origine des profils de daig¥ observés

ORGANISATION DU MEMOIRE

Ce manuscrit est organisé en trois parties :

unesynthese bibliographiquepermettant d’introduire les travaux réalisés awrsae ma
these présentera tout d’abord la notion d’écologjigrobienne et soulignera I'importance
des microorganismes pour le fonctionnement desyétarmes. Une seconde partie fera
ensuite un état des connaissances actuelles ghét®mene de drainage minier acide, ses
mécanismes de formation et d’atténuation ainsi gjureles microorganismes présents et
leurs roles dans les cycles biogéochimiques. Efdsavancées technologiques récentes
ou technologies « -omics » utilisées pour I'analges communautés microbiennes feront

I'objet de la troisieme partie de cette synthese.

les résultats seront présentés dans les quatre chapitres ssiesentiellement sous
forme d’articles scientifiques. Le premier chapjimtera sur l'identification des bactéries
présentes et sur les communautés actives danadgsee les sédiments du Reigous. Un
second chapitre s'intéressera a la diversité pléylétique des communautés d’Archaea et
leur variation temporelle au sein des sédiments.trbesieme chapitre présentera la
diversité des communautés eucaryotes égalemerdgnpedsdans les sédiments ainsi que
leur répartition spatiale en relation avec les pataes physicochimiques. Enfin, un
quatrieme chapitre abordera la dynamique spatictesllp des communautés
bactériennes présentes dans les eaux du Reigassdgterminants physicochimiques qui

pourraient en étre a l'origine.

une conclusion généralepermettra d’expliquer I'apport de ce travail a Enoaissance
fondamentale concernant le biofonctionnement du Di@ACarnoulés et d’ouvrir sur des

perspectives nouvelles permettant de compléteéksdtats obtenus.




Synthese bibliographique

A. LES FONDEMMENTS DE LA DIVERSITE ET DE L’ECOLOGIE
MICROBIENNE

1. Définition et historique

A l'origine, la microbiologie a été définie commétude des étres vivants unicellulaires ou
pluricellulaires invisibles a I'eeil nu, c'est-a<@liles microorganismes. Cependant certains de
ces organismes sont visibles a I'ceil nu, en pdrficeertains microorganismes eucaryotes.
Au début du 18" siécle, Antonie van Leeuwenhoek fut le premier seover des

« animalcules » grace a des microscopes de sad#bri (Porter, 1976). Il fallut cependant
attendre 200 ans pour que la microbiologie conraissréel essor, amorcé avec les travaux
fondateurs de Louis Pasteur et Robert Koch. Dueaseconde moitié du i% siécle, Louis
Pasteur développa la culture pure de souches necnods, mettant fin au débat sur la
génération spontanée et démontra I'implication de organismes dans les processus de
fermentation et dans les maladies. ParallelemeartieR Koch proposa une série de postulats
servant a confirmer le réle étiologique d’un miagenisme dans une maladie infectieuse
donnée (O'Brien & Goedert, 1996). Durant cet ager dle la microbiologie, Sergei
Winogradsky et Martinus Beijerinck ont mis en évide l'existence de métabolismewiés
comme les processus de symbiose plantes/bactéxegsices d'azote et lI'importance des
bactéries dans le cycle du soufre et de I'azotef@€herg, 2003; Dworkin, 2012). lls ont ainsi
initié les premiers travaux de microbiologie denVgonnement et d’écologie microbienne en
étudiant les communautés de microorganismes detsdé I'eau et les relations entre ces
organismes. Depuis, les connaissances en micrgigotoont cessé de s’accroitre par le biais
d’avancées technologiques, qui ont connu un essmuis le milieu du 28 siécle (Prescott

et al, 2010). La microbiologie moderne englobe deux sbsesiplines qui se distinguent par
leur échelle d’étude. L'écologie microbienne s'meEse a I'étude du comportement et des
activités des microorganismes dans leur environnenmaturel immédiat alors que la
microbiologie environnementale vise a étudier lex@ssus microbiens globaux c'est-a-dire a
plus grande échelle (Lillegt al, 2002).
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2. Les microorganismes, source de diversité génétique

Les microorganismes constituent un groupe extrémemdiversifié d'organismes
microscopiques, majoritairement unicellulaires égartis dans les trois domaines du vivant
Bacteria, Archaea et Eukaryota (Figure 1). Les swtas qui possedent un vrai noyau
cellulaire délimité par une membrane nucléaire isenguent des procaryotes (bactéries et
Archaea) dont la cellule ne posséde pas de noyhuag® ni d’autres organites. Les virus,
incapables de se reproduire sans détourner la maahicellulaire d'un autre organisme, ne
sont pas considérés par tous les spécialistes cornvawets. La microbiologie étudie parfois
leurs actions sur les microorganismes mais n'gopas but de les étudier en tant qu'entités.

Cette étude est réalisée dans une autre discigdih@ biologie : la virologie.

Alveolata

Eucarya

Excavata

Amoebozoa
Heterokonta
(Stramenopiles)

Opisthokonta Msioa

Rhizaria

= Plantae

Crenarchaeota

5
© Group |
A%

Archaea

o

Euryarchaeota

Figure 1: Arbre phylogénétique du vivant simplifié (LopEarcia & Moreira, 2008)

La diversité microbienne actuelle est la résultatgd’évolution sur presque quatre milliards
d’années. En effet, ces organismes présententmypstde génération relativement court qui a

favorisé I'accumulation d’événements de mutatioa, d#&létion ou de recombinaison dans
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leurs génomes. A cela s’est ajouté des phénoménteartsferts horizontaux €. échanges de
génes entre taxons différents) entre procaryotehrf@net al, 2000), de procaryotes a
eucaryotes (Halet al, 2005) mais aussi entre eucaryotes (&iieal, 2008). La nature trés
dynamique de leur génome confere ainsi aux micerosges un fort potentiel adaptatif leur
permettant de coloniser divers types d’écosystaméne les plus extrémes. La diversité des
microorganismes résulte également de phénomeéneslidd¢ion évolutive (Cohan & Koeppel,
2008) qui, par la sélection de traits adaptatiffea niches écologiques différentes, peuvent
engendrer un isolement reproducteur entre popuaktol’origine de nouvelles especes. Les
microorganismes sont particulierement abondantgr&tentent une diversité extrémement
vaste. On estime par exemple, qu'il y a prés detdxbns par gramme de sol (Siggetsal,
2012) et que les cellules procaryotes représeritealies seules pres de la moitié de la
biomasse de la planéte (Whitma al, 1998). Ainsi, bien qu’ils soient généralement
invisibles a I'eeil nu, les microorganismes constituune composante essentielle du vivant en

termes d’abondance et de diversité.

3. Les microorganismes, acteurs des processus environnementaux

Les microorganismes sont a l'origine des conditiengironnementales actuelles car ce sont
les principaux moteurs de la biogéochimie, desesydliéléments nutritifs et de la dégradation
des déchets naturels et anthropiques de la plaflRteriguez-Valera, 2004). Les
microorganismes sont en effet les principaux astedu fonctionnement des cycles
biogéochimiques de divers éléments majeurs (carbanete, soufre...) et en traces (fer,
mercure, sélénium, arsenic...). Tous ces cycles igs entre eux et les transformations

métaboliques de ces nutriments par les microorgasont des impacts planétaires.

3.1. Le cycle du carbone

Le carbone constitue moins de 1 % de la masséawde terrestre mais c'est un des éléements
majeurs du monde du vivant. En effet, le passagé@uminéral au monde organique la
photosynthese est une réaction clé de la vie s t&u moins la moitié du carbone sur Terre
est fixé par les microorganismes, particulierempat les procaryotes et les protistes
photosynthétiques marins comme les cyanobactérigsPfochlorococcuset Synechococclis

et les diatomées, respectivement (Preseb#l, 2010). Le carbone peut également étre fixe

par des chimiolithoautotrophes. Le cycle du carbestecaractérisé par des phases aérobies et




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE Les fordements de la diversité et de I'écologie microbieen

anaérobies de fixation du carbone et de minéralisade la matiére organiguea les
mécanismes de respiration et de fermentation (Eiglr Les microorganismes assurent des
fonctions essentielles au sein de ce cycle engaatdécomposeurs mais également en tant
que producteurs de matiéres organiques. Les mgaoa@mmes du sol par exemple, sont les
principaux responsables de la minéralisation damdéiere organique. lls contrdlent donc le
recyclage des nutriments nécessaires a la crosshascplantes et I'équilibre entre stockage et
déstockage du carbone qui a des conséquences fmissions de gaz a effet de serre et sur
I'érosion des sols (Conrad, 1996; Gyaneshetal, 2002).

Anaédroble Aédroble
Fixation du carbone Fixation du carbone

CO, Matiére organique
(CHO)n co.,

Fermeantabon

Méthanogenase Oxydation du méthane

Figure 2 : Cycle du carbone dans I'environnement (Preseiodi, 2010)

3.2. Le cycle de I’azote

L’azote est un élément essentiel a tous les orgessil est présent dans la constitution des
protéines (acides aminés), des acides nucléiquiisess polymeres (Silberbaeh al, 2005).
Les microorganismes ont un rble primordial danscyee car la fixation de l'azote est un
processus exclusivement procaryote (Raymetnal, 2004). Les nombreuses transformations
de l'azote, permettent a cet €lément de circuléredie compartiment atmosphérique et les
milieux terrestres et aquatiques et de détermingpagtie la productivité écologique de ces
habitats.
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Ce cycle se caractérise par différentes étapesr@R) :

la fixation de I'azote atmosphériqueproduit de 'ammonium qui conduira a la synthese
de composés azotés organiques (acides amineés). r&espus fait intervenir des
communautés bactériennes symbiotiques, spécifigeeyégétaux auxquels ces bactéries
sont associées (rhizobium, actinomycetes), des eaoraniés bactériennes hétérotrophes
aérobies ou anaérobies non symbiotiques ou ditklsres » et des communautés
photolithotrophes (cyanobactéries) (Normand & Ld®nl986; Franchet al, 2009).

I'ammonification ou minéralisation de la matiére orgaique qui conduit a la formation
d’ammonium est réalisée par une trés grande pdd® communautés bactériennes

hétérotrophes aérobies et anaérobies et des comitgarfangiques.

la nitrification est un processus en deux étapes au cours desgliaitenoniaque (Nh)
ou les ions ammonium (Nf sont oxydés en nitrite (NQ puis en nitrate (N). La
premiere étape peut étre réalisée par deux grodpesnicroorganismes, les AOB
(Ammonia-Oxidizing Bacteria) caractérisant les Bdes nitrosantes telle que
Nitrosomonaset les AOA (Ammonia-Oxidizing Archaea) telle qusitrososphaera
(Treuschet al, 2005). La seconde étape est réalisée par leérleschitratantes ou NOB
(Nitrite-Oxidizing Bacteria) telle qullitrobacteret Nitrospira (Cebron & Garnier, 2005).
Ces étapes se déroulent préférentiellement eniaésb

la réduction assimilatrice ou dissimilatrice des nitrdaes L’assimilation (ou réduction

assimilatrice) des nitrates est réalisée, en poésdioxygene, par un groupe hétérogene
de bactéries, champignons, algues et plantes. Edlitmms anaérobies, lors du processus
de réduction dissimilatrice du nitrate ou respimatdes nitrates, le nitrate peut devenir
accepteur final d’électrons et étre converti en amiom. Des bactéries fermentatives et

anaerobies strictes tres diverses sont capablesatiser cette voie dissimilatrice.

la dénitrification est un mécanisme de respiration anaérobie utilisaR0;” ou le NQ”
comme accepteur final d’électrons. Ce processus ifdervenir des populations
bactériennes, surtout hétérotrophes mais aussiraplb@s qui, en conditions anoxiques,
assurent la production d’azote sous forme de coégpgazeux tels que le®, le \; et le
NHs.
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NO
Réduction I
anabolique Nitrification
du nitrate (Nitrobacter,
Nitrococcus)
(Nombreux genres) Denitrincation
Pseudomonas
ganiiriicans
; Processus
anammox
N organique #—— ".i:- . T‘il-ca N’O;-
Fixation de N, j

(Arotobacter. Clostrichumn,
actenes photosynthatiques)
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Figure 3: Cycle de l'azote. Les flux se produisant principaé@t en conditions aérobies
correspondent aux fleches vides. Les processusaies correspondent aux fleches pleine
Les processus se déroulant dans les deux condédénobies et anaérobies sont représentés par
des fleches hachurées (Presettl, 2010)

@

3.3. Le cycle du soufre

Le soufre est un élément tres important pour lessétivants principalement an tant que
constituant des acides aminés soufrés : cystirseioe et méthionine. Depuis ces dernieres
décennies, le cycle du soufre a pris une importaregtale en raison des nombreux
problemes économiques qui lui sont liés comme l@hutons engendrées par les pluies
acides contenant de I'acide sulfurique, la poltuatmosphérique au dioxyde de soufre ou la

solubilisation et lixiviation des métaux.

Ce cycle comprend trois grandes étapes (Figure 4) :
- laminéralisation aérobie et anaérobie du soufre organiquen une forme inorganique,

le sulfure d'hydrogéne @3).

- I'oxydation des sulfures, du soufre élémentaire et de&omposés connexes (thiosulfate,
sulfite...) en sulfates. En conditions aérobies, acides outresu des bactéries
chimiolithotrophes oxydent ces composés comme sodiénergie, en utilisant I'©
comme accepteur d’électrons pour assurer la firadiototrophe du CO Ces bactéries
appartiennent a des genres divers tels Aamlithiobacillus Aquaspirillum Aquifex
Bacillus Beggiatoa MethylobacteriumParacoccusPseudomonasStarkeya, Sulfolobus,

Thermithiobacillus,Thiobacillus et Xanthobacter(Friedrich et al, 2001) Des membres

10
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des Archaea appartenant aBulfolobalessont également capables d’oxyder le soufre
(Friedrichet al, 2005; Plumbet al, 2007). Quelques especes phototrophes peuvert auss
croitre en anaérobiose en utilisant les nitratesnme accepteur d’électrons et
appartiennent aux genr@iochromatium ChlorobiumRhodobacterRhodopseudomonas
RhodovulumetThiocapsaFriedrichet al, 2001).

- la réduction des sulfatesen sulfures. En conditions anaérobies strictes,blactéries
sulfato-réductrices utilisent les sulfates commecepteur d’électrons (respiration
anaeérobie) pour les réduire en sulfure§H Ce processus est également désigné par le
terme de réduction catabolique des sulfates. Dirgcsoorganismes peuvent réaliser ce
processus incluant les bactéries du g&wesulfovibrig Clostridium Desulfotomaculunet
Alteromonas(Muyzer & Stams, 20083insi que des Archaedes genreArchaeoglobus
Thermocladiumet Caldivirga (Thevenieauet al, 2007). On distingue par ailleurs une
sulfato-réduction dite anabolique qui, par réducties sulfates en 8, conduit a la
production de composés organiques soufrés (cystagehionine,...) utilisés pour leur

nutrition.

B
Réduction Oxydation

anabolique SO du soufre
du sulfale

Alteromonas
Clostndium
Desulfovibrio

Pesuliovino Desutfotomaculum

Soufre organique Réduction S élementaire
catabolique
du sulfate

Minéralisation

Agroble

Phototrophes aérobies
anoxygéniques

Chiorobium
Chamaths } Anaéroble

Figure 4: Cycle du soufreLes fleches bleues représentent des processusolgiis, les
fleches hachurées rejsentent des processus anaboli¢(Prescor et al, 2010

Les différents processus microbiens impliqués damycle du soufre assurent des couplages
biologiques entre les cycles du carbone, du soefreu fer et méme de l'azote et des

couplages chimiques avec les réactions d’immolidisaet de solubilisation de nombreux

11
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éléments traces métalliques (arsenic, plomb, nickehnium, sélénium...) susceptibles

d’avoir des impacts environnementaux et socio-€eogoes majeurs.

4. Les microorganismes et leurs roles dans la transformation des éléments

traces métalliques

Les microorganismes sont intimement impliqués dankiogéochimie des éléments traces
métalliques (ETM) par I'intermédiaire d’'une vari&té processus qui déterminent la toxicité
ainsi que la mobilité et par conséquent, la bicaldgpilité de ces éléments. L'équilibre entre la
mobilisation et I'immobilisation varie selon legganismes impliqués, leur environnement et
les conditions physicochimiques (Gadd, 2010). Labilisation des ETM peut résulter de
divers mécanismes impliquant par exemple des mFecti’'oxydoréduction, de complexation
par des sidérophores et des métabolites ou de latgtimypouvant conduire a la volatilisation.
Inversement, des phénomenes de sorption, de ségji@stintracellulaire ou extracellulaire
ou de chélation peuvent induire 'immobilisation cks mémes éléments et ainsi limiter leur
disponibilité et donc leur toxicité. Ces processugrobiens permettant d'agir sur la
transformation des ETM sont actuellement utiliséissde cadre des biotechnologies soit dans
des procédés de lixiviation des meétaux précieuX, dans des procédés de remeédiation
d’écosystemes pollués. Nous verrons par ailleuss @n détails dans la partie suivante
comment les microorganismes peuvent influer sur peénomenes de solubilisation
(paragraphe B.2.3) ou d'immobilisation (paragraph®) des ETM a travers I'exemple des
drainages miniers acides, qui constituent une tles importantes sources de pollution des

eaux des industries extractives.

0

4 : . R :

\D Les microorganismes occupent un rdle central dars Vivant de par leur
abondance, leur diversité et leur implication dandes processus
environnementaux. Leur implication plus particulier dans le cycle des ETM
peut avoir des conséquences a la fois bénéfiques négatives sur les
écosystemes. Dans le contexte des pollutions meéteds il est indispensable
d’améliorer nos connaissances sur le compartimenicrabien afin de mieux
appréhender le fonctionnement de ces écosystéemesnst pouvoir développer
des stratégies efficaces de remédiation de ces pipdués. )

12
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B. UN CAS PARTICULIER : LES DRAINAGES MINIERS ACIDES

1. Définition et origine

Les Drainages Miniers Acides (DMA) sont générés lorsque les roches contenast de
minéraux sulfurés sont exposées a l'érosion (BakeBanfield, 2003). Les principaux
minéraux sulfurés rencontrés dans les gisememegeds miniers sont énumérés au tableau 1.
Il est important de noter que ces eaux acides pewa@paraitre naturellement en I'absence
d’activités minieres et sont alors connues sousidm deDrainage Acides de Roches
(DAR). Cependant, ce phénomene est largement aénphf les activités humaines et prend
une ampleur considérable au sein des activitésrd&ions minieres. En effet, ces activités
(excavation et pompage) perturbent I'équilibre dhume des affleurements de minéraux
sulfurés et des gisements de sulfures métalliquefords en les placant brutalement en
conditions oxydantes. Ceci conduit a une oxydatepide des minéraux présents dans les
roches par des processus chimiques et biologigéegrant ainsi des effluents souvent acides
et riches en métaux et métalloides toxiques appbbkisages miniers acides. L'expression
« drainage minier acide » est employée pour désayte fois le mécanisme d’acidification et
les eaux acides qui en découlent. Par extensitte, @gpression englobe généralement toutes
les eaux acides d’origine miniere provenant deyliation spontanée des minéraux sulfurés :
les eaux produites au fond des mines a ciel oweedans les galeries ainsi que les eaux de

percolation sur les matériaux miniers stockésxéieeur de la mine.

Tableau 1 :Principaux minéraux sulfurés

Métal/métalloide associé Exemple Formules
Antimoine Stibine Sh,S;
Argent Argentite AQ,S
Proustite Ag:ASS;
Arsenic Orpiment AS,S;
Réalgar AsS
Bismuth Bismuthinite Bi,S;
Cuivre Chalcopyrite CuFe$S
Enargite CusAsS,
Etain Stannite CrFeSns,
Fer Arsénopyrite FeAsS
Pyrite FeS;
Pyrrhotite FeuxS
Mercure Cinabre HgS
Molybdéne Molybdénite MoS,

13
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Nickel Polydymite NizS,
Violarite FeNi»Sa

Plomb Galene PbS

Thallium Hutchinsonite (PBl),As:S

Vanadium Patronite VS,

zZinc Sphalérite (Blende) ZnS
Wurtzite ZnS

2. Mécanismes de formations

Les minéraux impliqués dans la formation des DMArsevent depuis leur formation dans
des conditions réductrices qui les préservent deetcéaction. Mais les travaux miniers les
placent brusquement en conditions oxydantes qui &bes les conditions initiatrices de la
production des DMA. Au-dela de ces modificationygues que subissent les matériaux
d’exploitation, des réactions catalytiques chimijet biologiques sont a l'origine de la
formation, de la propagation et de I'auto entreties DMA.

2.1. Mécanismes physiques : importance des activités humaines

L’Homme joue un rdle prépondérant dans la prodacties DMA car il place d’énormes
guantités de matériaux dans des conditions d'iflg&abhimique. Les écoulements acides se
forment ainsi & partir de la percolation d’eau legrmatériaux solides excaves et/ou dans les
galeries en relation avec les mouvements de la engghpéatique. En effet, les déchets
produits, qui représentent généralement des nslld@tonnes, sont souvent stockés humides,
en conditions oxydantes et généralement exposés pagcipitations. Les phénomeénes
biologiques et chimiques de formation des DMA plasr déchets miniers s’enclenchent par
suintement ou ruissélement sur le lieu de stockagritre part, dans le cas des exploitations
souterraines, il y a formation de plusieurs kilomegtde galeries qui créent des conduits
susceptibles de mettre en contact I'eau et I'oxgggrec le minerai. Lors de I'exploitation, si
les galeries atteignent la nappe phréatique, lestulsouvent pompée hors de la mine ce qui
induit un abaissement du niveau piézométrique, qoant I'apparition de conditions
oxydantes la ou le milieu était réducteur. Apréabdindon de I'exploitation, I'arrét des
pompages d’exhaure provogue la remontée des edlexmbdyage des galeries ce qui entraine
la dissolution des minéraux souvent riches en meét#wu cours du temps, le circuit
hydraulique retrouve des conditions réductricedaetiualité de I'eau s’améliore d'abord
rapidement (quelgues mois a quelgues années) pluis, lentement (quelques dizaines a

qguelques centaines d'années) (Ledoux, 1996).
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2.2. Mécanismes chimiques : importance de ’environnement naturel
2.2.1. Les réactions primaires

Le DMA est décrit comme un processus dacidificatides eaux de drainage dans
I'environnement minier, résultant de I'oxydation des minéraux sulfurés sous l'effet des
agents atmosphériques. Le minerai sulfuré que datrouve le plus abondamment dans les
rejets miniers est la pyrite (FSAIinsi pour illustrer le mode de génération du BMes
mécanismes aboutissant a I'oxydation du soufre wetfed contenu dans la pyrite sont
frequemment utilisés. La réaction d’oxydation dephrite a été largement décrite par
plusieurs auteurs (Singer & Stumm, 1970; Mostesl, 1987; Baker & Banfield, 2003; Akcil

& Koldas, 2006). Les minéraux sulfurés peuvent isuinie oxydation chimique lente dite
oxydation directe pour des pH proches de la neutralit¢ (pH~7) (Eebng 1995), telle

gu'illustrée par I'équation suivante (cas de laitgyrAkcil & Koldas, 2006).

Fe$ 720 + H,O0 - F&'+2H +2SQ* [1]

Il y a ainsi formation de fer ferreux Fe(ll) et dide sulfurique HSO, ce qui occasionne une
diminution du pH si aucun composeé alcalin n'estsprd dans le milieu. Si I'environnement
est suffisamment oxydant (dépend de la concentraimoxygéne, du pH et de l'activité des
microorganismes), le fer ferreux libéré par 'oxiida de la pyrite va s’oxyder en fer ferrique

Fe(lll) selon la réaction suivante :

e 0.25Q +H ~ FE"+0.5H0 [2]

Pour des valeurs de pH 3,5 le fer ferrique précipite alors sous formeyditoxyde de fer

(Fe(OHy)), laissant peu de Fe(lll) en solution tout en dieidt davantage le milieu :
¥e 3H,0 - Fe(OH) soiige+ 3H [3]
Pour des valeurs de pH < 3,5 la solubilité du é&ridque augmente, lui permettant ainsi de

contribuer a lbxydation indirecte des sulfures :
Fe$ 14F&" + 8H,0 — 15Fé" + 16H + 2SQ?* [4]
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Cette réaction marque le phénoméne d'auto-entretienla formation du DMA par
I'établissement d’'un processus cyclique mettarjeares réactions [2] et [4] (sans passer par

la réaction [3]).

A pH acide (< 3), la réaction d’oxydation de laipympar le fer ferrique (réaction [4]) est de
10 a 100 fois plus rapide que I'oxydation direcée foxygene (réaction [1]) (Ritchie, 1994),
cependant elle est limitée par la vitesse de ragéag du fer ferrique qui dépend du pH. En
effet, I'oxydation du fer ferreux en fer ferrique groduit naturellement mais trés lentement a
pH inférieur a 4. On remarquera également que lmrskpxygene est l'agent oxydant
(réaction [1]), 2 moles d'ions Hsont produites pamole de pyrite oxydée alors que
I'oxydation par le fer ferrique (réaction [4]) géreseize moles de protons par mole de pyrite.
L’acidification du milieu est donc plus importantersque l'agent oxydant est le fer.
Cependant, I'acidification du milieu peut étre liga par I'alcalinité résultant de la dissolution
de minéraux basiques (carbonates et silicates)astalue cela peut étre un important
mécanisme de neutralisation seulement a court tefdodinson & Hallberg, 2003).

L’ensemble du processus d’oxydation de la pyritesesématisé dans la figure 5.

FeZS+OZ+H20—> Fé+SQ>+H"

rapide
+ (2] [4]+ Fe$
lent

<—> Fe(OH)sollde'l' H

Figure 5 : Modéle de I'oxydation de la pyrite (adaptation densm & Morgan, 1981)

D'autres minéraux sulfurés participent également pagnoméne du DMA comme la
sphalérite (ZnS), la galene (PbS), la chalcopy(@FeS), la pyrrhotite (Fe&S;) et
l'arsénopyrite (FeAsS). Il est important de notee @lusieurs de ces minéraux peuvent
contenir des métaux en concentrations importardas forme de substitution atomique ou
encore en traces (exemple : Ni, As, Co dans latgpyie$); Fe, Mn, Cd, Hg dans la
sphalérite (ZnS)), lesquels pourront passer ertisallors de la dissolution des minéraux et

affecter la composition du DMA.
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De plus, selon Sandt al. (2001) la nature de ces sulfures de métaux pedmetistinguer
deux voies de lessivage : la voie du thiosulfatee#ie des polysulfures.

La voie des thiosulfatesconcerne uniquement les disulfures comme la pyR&ES), la
molybdénite (Mo9) et la tungsténite (Wsp Ces sulfures de métaux ne sont dégradables que
par une attaque oxydante, c’est a dire par les ka&tHl) (Gehrkeet al, 1998; Schippers &
Sand, 1999). La pyrite a été choisie comme modelg plucider le mécanisme d’oxydation

et la formation de composés soufrés intermédiaioasme le thiosulfate ou le tétrathionate
Les protons sont générés lors de I'ajout d’'oxygeume espéces réduites du soufre. Comme le
thiosulfate est le produit clé dans I'oxydationldepartie sulfure de la pyrite, le mécanisme a
éte défini comme la voie du thiosulfate. Les presldioxydation dans le cas de la pyrite et de
la molybdénite sont constitués a plus de 90 % déatsuet d’environ 1 a 2% de

polythionates.

Ce mécanisme est résumé par les équations suivantes
FeS + 6F€" + 30 - S05° + 7TFé™+ 6H
S,05° + 8F€* + 5H,O - 2SQ7 + 8F&*+ 10H"

La voie des polysulfuresconcerne les sulfures de métaux tels que l'arsgiefFeAsS), le
réalgar (AsS,), I'orpiment (AsS;), la galéne (PbS), la chalcopyrite (Cube$a sphalérite
(ZnS) et la hauérite (MpE Ces minéraux sont dégradables par les ions IFeaflhis
également par les protons donc ils peuvent étsmdssdans I'acide. La dissolution se fait par

I'intermédiaire d’un radical k5.

Ce mécanisme est résume par les équations suivantes

MS + F€* + H - M* + 0.5HS, + F&¢*  (n>2)
0.5H,S, + Fé" - 0,125% + F€™+ H*
0,125 $+1,5G + H,O - SQ + 2H'

2.2.2. Les réactions secondaires

La production de fer ferrique lors des réactiongcpdentes entraine une acidification
supplémentaire par hydrolyse et la formation d&aadlfurique. Les nouvelles conditions

physicochimiques générées par les réactions du [RdAnent lieu ensuite a des réactions
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d'oxydation, de dissolution, de précipitation etréeristallisations successives qui produisent
de nombreux composés minéraux secondaires. Les peaogipaux types de minéraux
secondaires formés sont des oxyhydroxydes de fandtite, magnétite, goethite) et des
hydroxysulfates de fer (jarosite, schwertmannitgiapite) (Hudson-Edwardst al, 1999;
Morin et al, 2003). Ces minéraux secondaires qui contiennesmitrdces métalliques peuvent
précipiter dans le lit des rivieres en périodeshegcet constituent ainsi des réserves
temporaires de métaux. Au cours de forts évenenm@niseux (pluies intenses ou encore
inondations) ces éléments peuvent étre partiellerm@nbilisés et entrainés également sous
forme particulaire en aval des cours d’eau. Lessalution entraine la libération de polluants
métalliques et de sulfates, ainsi qu'une acidificatie I'eau. Des « stocks » a plus long terme
sont constitués par les oxy-hydroxysulfates et tiyhles de fer dit « insolubles » comme la

jarosite et la goethite (Hudson-Edwaedsal, 1999).

2.3. Mécanismes biologiques : importance des microorganismes

L'apparition des DMA est favorisée par la présetheanicroorganismes qui tirent I'énergie
nécessaire a leur croissance des réactions d'céguction métalliques. Ces microorganismes
agissent comme de véritables catalyseurs des@aacthimiques qui se déroulent a la surface
des minéraux et en solution. En effet la vitessexytlation de la pyrite dépend de la
disponibilité en Fe(lll). Or bien que la réacti@] puisse se faire naturellement d’'un point de
vue chimique, celle-ci est trés lente voire négllge a pH acide (pH < 4) (Baker & Banfield,
2003; Johnson & Hallberg, 2005). Elle nécessitecdame catalyse qui peut étre générée par
les microorganismes naturellement présents danmitiesix. Ainsi, des procaryotes tels que
Acidithiobacillus ferrooxidansou Ferroplasma acidophiluntatalysent I'oxydation du fer
ferreux et augmentent ainsi la vitesse de disswiutle la pyrite (Silvermaet al, 1964;
Nordstrom & Southam, 1997). C’est ce que I'on algphd biolessivageou biolixiviation .
Singer & Stumm (1970), ont montré que les micronigraes accélérent par un facteuf D
vitesse d’oxydation du fer a faible pH par rappola vitesse résultant de la réaction chimique
seule (réaction [3]). Selon Edwards al. (2000a),I'activité microbienne serait a I'origine

d’environ 75 % de la production des DMA.

De nombreux travaux ont été réalisés pour éludekeprocédés de dégradation a l'interface
des sulfures de métaux (Fowktral, 1999; Sanabt al, 2001; Tributsch, 2001; Kinzlest al,
2003; Zhang & Fang, 2005). Cependant, un débaispera propos des mécanismes mis en

18



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE Un cas particulier : les drainages minis acides

jeu lors des interactions se produisant entre feérai soufré et les microorganismes (Baker &
Banfield, 2003). L’oxydation de la pyrite pourra dérouler soit par des voies « directes »
soit par des voies «indirectes » (Sagtdal, 2001). Le mécanisme direct » décrit les
interactions enzymatiques des bactéries liées sulttace de la pyritevia la présence de
substances polymériques extracellulaires (EPSksoaet al.(1993), ont montré que I'étroite
proximité des cellules bactériennes a la surfadelescttait nécessaire pour des taux de
croissance et d’oxydation optimaux. Il a été momwueé les taux de dissolution de la pyrite
étaient augmenteés et acceélérés a proximité ddellieFerroplasma acidarmanud&dwards

et al, 2001) et dAcidithiobacillus ferrooxidangFowler et al, 1999; Edward®t al, 2001).

Le mécanisme indirect » se traduit par I'oxydation catalytique du feméaix en fer ferrique
par les bactéries suivie de I'oxydation directe sidfures par les ions ferriques ainsi produit.
Certains effets enzymatiques sont impliqués dansmé&ranisme direct, alors que le
mécanisme indirect n’'inclue que des phénomenessdeldtion chimique des sulfures par les

ions ferriques et l'acide sulfurique produit par bectéries (Zhang & Fang, 2005).

2.4. Facteurs influengant la formation du DMA

La qualité chimique des DMA varie et est dépendae® propriétés physiques, chimiques,
minéralogiques et microbiologiques de chaque Bitxiste ainsi de multiples combinaisons
de conditions pouvant favoriser la formation des ANCependant il est possible de classer
les facteurs influencant I'apparition des eauxexcjghr ordre d'importance.

2.4.1. Les facteurs primaires

Les facteurs primaires sont a l'origine du phénoenén leurs variations contrélent les
mécanismes chimiques :

» la disponibilité en eau pour I'oxydation et le tsport,

» la disponibilité en oxygene,

* les caractéristigues physigues du solide (minémlogéologie et altérabilité

géochimique).

A noter que d’autres facteurs peuvent interveninsdies cinétigues de ces mécanismes
initiateurs :

* latempérature,
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» ['activité microbiologique.

2.4.2. Les facteurs secondaires

Les facteurs secondaires interviennent une faisdeanisme de formation d'acidité en place :

* la présence de minéraux susceptibles de neutrBfis&tité comme les carbonates ;

* [influence du pH sur I'équilibre Fe(ll)/ Fe(llinférieur a 3,5 le fer reste en solution et
est oxydant, supérieur a cette valeur, il précipites forme d’hydroxydes ;

* la pression partielle en I'oxygene. Si elle crigittaux d'oxydation croit. Cet effet est
plus prononcé quand les bactéries sont actives epajuge de nombreux
microorganismes ont besoin d'oxygene pour leurinasm ;

» lataille des particules dans le cas d'une peiioolat

* les effets galvaniques ayant pour origine les attons électrochimiques entre les

minéraux.

3. Mécanismes d’atténuation

Parallelement au biolessivage, les microorganisimésrviennent également dans des
processus de bioremédiation ou piégeage d’éléniertgues en solution (Edwards al,
2000a; Hallberg, 2010). Plusieurs mécanismes péantda réduction de la concentration en
éléments métalliques dans les DMA ont été idestifiées mécanismes peuvent étre classés
en deux catégories, ceux impliquant I'immobilisatides métaux (sorption, séquestration
intracellulaire, précipitation, cristallisation) @ux impliquant leur mobilisation (méthylation,
chélation par des métabolites microbiens ou desérgidhores) (Gadd, 2004). Nous ne

présenterons ici que quelques exemples de ces radEem

3.1. Précipitation
3.1.1. La production de sulfures métalliques

L’'un des principaux mécanismes impliqués dansératation naturelle des DMA est la
précipitation de sulfures et de carbonates catalys# des Bactéries Sulfato-Réductrices
(BSR) dans la zone anaérobie (Jong & Parry, 2003ijsfet al, 2007; Qiuet al, 2009). En

effet, les ions sulfures produits lors de la soHadduction peuvent interagir avec les ions
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métalliques et les métalloides présents dans leuret précipiter ainsi sous forme de sulfures
métalliques fortement insolubles (Necukial, 2007).

Lors de la sulfato-réduction, les BSR couplent ydation de composés organiques simples
(CH,O) a la réduction du sulfate ($0Q, produisant des sulfures {8) et du bicarbonate

(HCGO3) selon la réaction suivante :

SO%+2CHO - H,S+2HCQ

Le H,S ainsi produit est trés réactif avec les métaumétalloides (M") présents dans le

milieu et va ainsi permettre leur précipitation séarme de sulfures métalliques (MS) :

H,S + M - 2H + MS
4

La réaction de précipitation sera favorisée parghaentation du pH due a la libération de
bicarbonate lors de la réduction des sulfates fidedl & Johnson, 2005). es métaux et
métalloides toxiques ainsi immobilisés au fond d&gres permettent donc une atténuation
de la pollution dans les eaux. Ainsi, de par leapacité a produire d'importantes quantités
d’ions sulfures, les BSR présentent un fort poetmtour les étapes de bioremédiation (White
& Gadd, 1996).

3.1.2. La co-précipitation

Comme nous lavons vu précédemment, certains mrgamismes ont une activité
métabolique leur permettant de catalyser I'oxydatio Fe(ll) en Fe(lll) (réaction [2]). Pour
des pH > 3,5, le Fe(lll) présent dans l'eau préeimous forme d’hydroxydes de fer
(Fe(OHY) (réaction [3]). Or, ces hydroxydes de fer songatdes d’incorporer des éléments
toxiques dans leur structure ou de les adsorbeurasurface (Ferrist al, 2000; Leeet al,
2002; Xu et al, 2007). Ce type de mécanisme permet donc d’'imnsebiles métaux et
métalloides ayant une forte affinité pour les oxyde fer, comme par exemple I'As et le Pb
(Casiotet al, 2003a; Morinet al, 2003; Cheret al, 2007). Il a en effet été montré que la
précipitation du Fe(lll) pouvait entrainer la fortiwe de biominéraux de Fe(lll)-As(lIl) ou -
As(V) (Casiotet al, 2003a; Moriret al, 2003).
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3.2. Séquestration
3.2.1. La séquestration extracellulaire

La séquestration extracellulaire met en jeu deséoubeés appelées Exo-Polysaccharides
(EPS), un mélange de polysaccharides, de mucopmuolyaedes et de protéines. Ces
molécules sont synthétisées par des microorganjsdess algues et des champignons et
peuvent se lier a des métaux toxiques (Gadd, 2@ effet, Haack & Warren (2003), ont
mis en évidence I'accumulation stable de métausen de biofilms microbiens issus d’'un
drainage minier acide. Les biofilms sont des astmgels d’'une ou plusieurs populations
attachées a des surfaces biotiques ou abiotiquelimarmédiaire d’exo-polyméres. Ainsi,
ces microorganismes qui sécrétent des polymerdscapables d’immobiliser des composés
métalliques par des processus de seéquestratioivpaS&st le cas notamment d’'une bactérie
appeléeHerminiimonas arsenicoxydart@pable de séquestrer de l'arsenic dans une capsule
exo-polysaccharidique (Mullet al, 2007; Lievremongt al, 2009).

3.2.2. La séquestration intracellulaire

La séquestration intracellulaire est un processiti$ qui se traduit par 'accumulation de
composeés métalliques a l'intérieur des cellulesdga systemes de transport membranaires.
Le transport membranaire varie en fonction de ihét# et de la spécificité des éléments
métalliques. Par exemple, le césium peut étre agldumar les microorganismasa les
transporteurs du potassium (Bossemeyal, 1989) et de 'ammonium (Averst al, 1992).
Une fois a l'intérieur de la cellule, les especedtatiques peuvent étre liées, précipitées,
immobilisées a l'intérieur de structures intracklites ou d’organites, ou translocalisées vers
des structures spécifiques (Gadd, 2004). Ceci @ariéonction de I'élément concerné et de
'organisme impliqué. Les groupes carboxyles dutigeglycane sont par exemple les
principaux sites de liaison chez les bactéries Guasitif tandis que chez les bactéries Gram

négatif ce sont les groupements phosphate ettiaelmour les champignons.

3.3. Biométhylation

La méthylation est I'encrage ou la substitutionndgroupement méthyle (-GH sur un

substrat. La méthylation d’éléments métalliques wlie I'arsenic, le mercure, I'étain, le
sélénium, le tellure et le plomb peut étre indyer action enzymatique de différentes
bactéries et champignons dans des conditions @&Srobi anaérobies. Les composés
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métalliques méthylés formés par ce processus diffatans leur solubilité, leur volatilité et
leur toxicité selon le métal de base et I'actioayenmatique microbienne (Gadd, 2004). Cette
modification enzymatique permet de rendre certa&lésnents métalliques moins toxiques
(Casiotet al, 2004) ou plus volatiles. C’est le cas par exendgleertaines formes d’arsenic
qui sont moins toxiques sous forme méthylée ques $otme inorganique. Il a ainsi été
montré que plusieurs espéces de bactéries et dgajraons étaient capables de méthyler des
composés arséniés tels que I'arséniate (As(V), AsParsénite (As(lll), AsQ) et I'acide
méthylarsonique (CHH,AsO;) en diméthyl- ou triméthyl-arsine ((GHHAS, (CHs)3As)
volatiles (Tamaki & Frankenberger, 1992). Cependdrfaut également noter que certains
éléments deviennent plus nocifs une fois méthy&sst le cas du mercure (Hg) et de

certaines formes de I’As comme les méthylarsindsties.

3.4. Sidérophores

Les sidérophores sont des ligands spécifiques @lU)F€es molécules de coordination sont
excrétées pour aider a l'assimilation du fer enlifant le contact avec le substrat par
attachement aux oxydes de fer (Gadd, 2004). Cepgnaian gu’initialement produit dans le

but d’obtenir du fer, ces molécules peuvent égahtrse lier a d’autres métaux tels que le

magnésium, la manganese, le chrome (lll) ou leugalilll) (Birch & Bachofen, 1990).

3.5. Oxydation de P’arsenic

D’autres réactions permettant de réduire la tokidiées DMA interviennent également comme
I'oxydation de I'arsenic. En effet, 'arsenic esinsidéré comme plus toxique sous sa forme
As(Ill) et il est également plus soluble et donaspinobile que sous la forme As(V) (Johnson
& Hallberg, 2005). Il a par exemple été montré dride(lll) se lie préférentiellement a
I’As(V) & pH acide, entrainant la formation de ppées permettant ainsi la diminution de la
biodisponibilité de I'As dans I'environnement (Gatset al, 2003a). Les microorganismes
oxydant l'arsenic présentent ainsi un grand intéeglvironnemental en termes de

biorémédiation des hydrosystémes et sites contaminé

4. Microorganismes présents dans les drainages miniers acides

4.1. Diversités phylogénétiques et physiologiques
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Les DMA présentent des caractéristiqgues physicachies (pH, température, concentration
en oxygene, en sulfate...) trés variables qui dépendie leur origine et du type de minerai
extrait (Table 2). En général, en raison de lauemelativement élevée en carbonate dans la
roche mere, les drainages issus des mines de chanbéendance a étre moins acides et plus
pauvres en éléments métalliques toxiques que kratjes des mines de métaux (Hallberg,
2010). D’autre part, la variabilité des pH affetds concentrations en métaux dissous. En
effet, plus le pH est acide, plus la concentratean métal est importantee.(. mine de
Ynysawred versus mine de Richmond, Tableau 2). &kest variations ont un impact

important sur la diversité microbienne qui diffétee aussi d’un site a l'autre.

Tableau 2 : Caractéristiques physicochimiques de quelques sitriers répartis dans le monde
(adapté de Johnson & Hallberg, 2003 et Hallberg020

Ynysawred,  Wheal King, Parys, Rio Tinto, Richmond, Carnoulés,
Pays de Jane, Norveg Pays de Espagné USA® Francé
Galle§  Angleterré Galle$
Type de Charbon Etain Cuivre Cuivre Cuivre- Cuivre Plomb-Zinc
mine Argent-Or
pH 6,2 3,4 2,7 2,5 2,2 0,5-1 1,2-8
Eh (mV) 257 462 - 285 450 - 367-877
Fe total 160 290 172 650 23x*10 13-19x16  1-10x 18
Fe 140 250 - 650 1,5x18 13-19x18 0,8-6,6 x 18
SO* 464 400 668 1550 10 x10 20-100 x 16  3-29 x 16
Al - 27 22,5 70 - 1,4-6,7x16  0,4-170
Cu - 1 16 40 109 120-650 0,1-13
Zn - 132 25 60 225 700-2600 20-60

Note : toutes les concentrations sont données eln’meg- : non déterminé
(a) Johnsoret al, 2002 ; (b) Johnsoet al, 2001 ; (c) Lopez-Archillat al, 2001 ; (d) Nordstronet al, 1999 ;
(e) Casiotet al, 2003a; Casiogt al, 2005; Casiokt al, 2009.

Malgré leur toxicité (acidité, métaux, métalloiddey DMA présentent de nombreuses niches
microbiennes mais la structure des communautégeesiralement réduite a un nombre limité
d’especes (Baker & Banfield, 2003). Ceci est prédralent le résultat des sources d’énergies
disponibles qui sont peu nombreuses et des vargmgm température, pH et force ionique
présentes dans ces environnements. Parmi les mgariemes présents dans les DMA, on
retrouve des eucaryotes et des procaryotes (best@ériArchaea) aux capacités meétaboliques
particulieres en raison des conditions extrémeseomtés au sein de ces environnements. De

part leurs intéréts biotechnologiques (biolixiviatiet bioremédiation), de nombreuses études
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se sont focalisées sur leur isolement, leur ideatibn, leur diversité ainsi que sur les
mécanismes permettant leur survie dans ces miketrémes (Johnson & Hallberg, 2003;
Golyshina & Timmis, 2005; Bruneet al, 2006; Bruneegt al, 2008; Bakeet al, 2009; Qiu

et al, 2009). Il est important de souligner que c’esin@palement lintroduction des

techniques de biologie moléculaire basées sur éegegcodant 'ARNr 16S et 18S qui a
permis d’accroitre nos connaissances sur la diéemicrobienne au sein des DMA. De
méme, les récentes techniques de séquencage add&aititdevraient encore affiner ces
connaissances en permettant d’obtenir une évalugios exhaustive et plus précise des

microorganismes présents.

4.2. Les procaryotes

Les microorganismes procaryotes métaboliquemeris @zns les environnements acides tels
que les DMA appartiennent aux domaimeteriaet Archaea La diversité physiologique et
phylogénétique de ces acidophiles a été trés @ymbar les bactéries (Hallberg & Johnson,
2001; Baker & Banfield, 2003; Johnson & Hallber@032). Les acidophiles ont été classés
selon différents criteres prenant en compte ledimapn de pH et de température mais
également la source de carbone qu’ils utilisenttelnapérature optimale de croissance permet
de distinguer les meésophilesyfI< 40 °C), les thermophiles modérésB0-60 °C) et les
thermophiles extrémes {f> 60 °C) alors que la source de carbone utiliséérdncie les
autotrophes qui assimilent le gQes hétérotrophes qui assimilent le carbone aggaret les

mixotrophes qui utilisent les deux.

4.2.1. Les bactéries

Parmi les lignées bactériennes les plus commumespave au sein des DMA de nombreux
représentants appartenant au phylum Besteobacteria Acidobacteria, Actinobacteria,
Nitrospira et Firmicutes(Figure 6). Le groupe le plus étudié a ce jouraaipgnt a la classe
des GammaproteobacterjacommeAcidithiobacillus ferrooxidangt A. thiooxidansqui ont

été isolés.
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Figure 6: Diversité phylogénétique basée sur les séquateegenes codant pour I'ARNr 169
des bactéries des drainages miniers acides (ceractémal) et des sites de biolixiviation
(caractere gras). Les lignées anaérobies facudtatsont indiqguées par * et les aérobigs
obligatoires pamp. Les lignées en bleu n'ont pas de membres culpeés I'instant. Les lignées
en rouges ne sont pas connue pour étre utilissouére, seulement oxyder le fer. IM = Iron
Mountain (Baker & Banfield, 2003)

La multiplication des études de diversité réalissaesein des DMA basées a la fois sur des
approches moléculaires et culturales ont permiglegséres années de détecter et d’isoler de
nombreux microorganismes procaryotes aux capagitgsiologiques diverses dont une liste

non exhaustive est présentée au tableau 3.

26



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Un cas particulier : les drainages minis acides

Tableau 3 :Bactéries détectées au sein de drainages minielessac

Phylum/Classe Genre/espéces Oxydation : Réduction : Références :
As F¢" S Fé* SO
Proteobacteria
o-proteobacteria Acidiphilium cryptum + + (@)
Acidiphiliumspp + + (b);(c);(d)
Acidocellaspp + (b);(c);(d);(e)
Acidisphaera rubrifaciens ®
[S-proteobacteria Ferrovum myxofaciens + (9)
Thiomonasspp + + (h)
Thiomonas arsenivorans + + + 0]
Gallionella ferruginea + @); (y)
Thiobacillusspp + + (h)
Ferribacter polymixa + (k)
y-proteobacteria  Acidithiobacillus thiooxidans + 1);(m)
Acidithiobacillus ferrooxidans + + + 0;(m)
Acidithiobacillus ferrivorans + + (n)
Acidithiobacillus caldus + (0)
Halothiobacillussp. + (n)
J-proteobacteria Desulfosarcina spp. + (p)
Desulmonile tiedjei + ()]
Desulfuromonas svalbardensis + + (9)
Syntrophobactespp. + n
Desulfurellaspp. + (n
Acidobacteria Acidobacterium capsulatum + (s)
Acidobacteriunspp + (e)
Actinobacteria Acidimicrobiumspp + (0);(i)
Acidimicrobium ferrooxidans + + (0)
Ferrimicrobium acidiphilum + + ®
Ferrithrix thermotolerans + + (1)
Nitrospira Leptospirillum ferrooxidans + (1);(0)
Leptospirillum ferrodiazotrophum + (u)
Leptospirillumspp. + (b);(c);(d);(9)
Firmicutes Alicyclobacillus aeris + + + G)
Alicyclobacillus disulfidooxidans + + + (0)
Clostridium aciditolerans (v)
Sulfobacillus thermotolerans + + (W)
Sulfobacillusspp. + + (x)
Desulfosporosinuspp. + + + (n

(a) Kuselet al, 1999 ; (b) Johnsoat al, 2001 ; (c) Johnsoat al, 2002 ; (d) Lopez-Archillet al, 2001 ; (e)
Lear et al, 2009 ; (f) Hiraishiet al, 2000 ; (g) Bruneekt al, 2011 ; (h) Bruneeét al, 2003 ; (i) Battaglia-

Brunetet al, 2006 ; (j) Gucet al, 2009 ; (k) Heinzekt al, 2009 ;(I) Natarajan, 2008 ; (m) Campos Paulien
al., 2001 ; (n) Hallberget al, 2010 ; (0) Baker & Banfield, 2003 ; (p) Brunetlal, 2005 ; (q) Bruneett al,
2006 ; (r) Sanchez-Andrest al, 2011 ; (s) Kishimoteet al, 1991 ; (t) Johnsoet al, 2009 ; (u) Tysoret al,
2005 ; (v) Leeet al, 2007 ; (w) Heet al, 2007 ; (x) Schipperst al, 2010 ; (y) Hallbeclet al, 1993.

4.2.2. Les Archaea

Alors qu'un grand nombre de connaissances ont étgliges concernant les bactéries
acidophiles indigénes aux DMA, relativement pemfdimations sont disponibles concernant

les Archaea se développant dans ces écosysteme@argamismes, connus a l'origine pour
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leurs capacités a se développer dans des envireamemxtrémes et des niches spécialisées
(pH~0, température > 100 °C), sont également ptgsan sein d’environnements non-
extrémes comme les sols marins ou terrestres (Ghetbal, 2006). Leurs exceptionnelles
capacités d’adaptations permettent ainsi a cesooriganismes de se développer dans les
DMA ou ils peuvent constituer plus de 50 % et mémequ'a 85 % de la population
procaryote totale (Edwarag al, 2000b).

Les Archaeadentifiées au sein des DMA incluent le phylum &esyarchaeoteet le phylum
récemment décrit desThaumarchaeota(Brochier-Armanet et al, 2008). Parmi les
Euryarchaeotal’ordre desThermoplasmatalesst le plus fréquemment rencontré au sein des
DMA. En effet, des Archaea appartenant au gdregoplasmaont été identifiees dans
différents DMA a travers le monde (Hallberg, 201parmi lesquelled=. acidiphilium et

F. acidarmanus(Edwardset al, 2000b; Golyshinaet al, 2000). Ces Archaea mésophiles
dépourvues de paroi cellulaire sont résistante&argehic (Gihringet al, 2003) et sont
capables d’oxyder le fer. D’autres Archaea apparieagalement aukhermoplasmatalesnt

été détectées, cependant elles ne présentaiedigfidsations suffisamment importantes avec
des espéces connues pour pouvoir en déduire dasnations a propos de leur propriétés
physiologiques (Hallberg, 2010). Une espéce appanteauxSulfolobales(Metallosphaera
prunag a été isolée d’'une mine située en Allemagne (Fwthal, 1995). Il s’agit d’'une
Archaea thermophile extréme capable de se déval@pges tempéeratures comprises entre 55
et 80 °C par oxydation du soufre, de la pyrite,lalesphalérite, de la chalcopyrite ou de
I'hydrogéne moléculaire. La présence d'Archaea wmmddlgénes appartenant aux
Methanosarcinaleet aux Methanobacterialesa également été mise en évidence dans les
sédiments du DMA du Rio Tinto (Saet al, 2011). Cette étude a permis d’identifier trois
especesMethanosaeta conciliiMethanosarcina barkeret Methanobacterium bryantiigui
semblent prospérer au sein de micro-niches cars@tdr par des conditions réductrices et
acides peu importantes alors que ces sédiments isonérgés dans un environnement
oxydant extrémement acide. Enfin, concernanfTlegumarchaeotaune étude récente a mis
en évidence des Archaea appartenant a I'ordreNitessosphaeralegHalter et al, 2011).
L’espéces détecté€andidatus Nitrososphaera gargensist impliquée dans I'oxydation de
'ammonium (AOA), une étape clé du cycle de l'az¢Brochier-Armanetet al, 2011).

L’implication de certaines Archaea dans les cydieger et du soufre laisse supposer que ces
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organismes pourraient par conséquent jouer un nddgeur dans la génération et la
remédiation des DMA.

4.3. Les eucaryotes

La diversité des eucaryotes au niveau des DMAresire mal connue car jusqu’a présent tres
peu d’'études se sont intéressées a ces microomyEsigui sont pourtant susceptibles de jouer
un role important au sein de ces écosystemes. tDdeont en effet montré, que certains de
ces microorganismes sont capables de modifier ¢e&litons physicochimiques de ces
ecosystemes en générant de l'alcalinité (de fagectd ou indirecte) ou bien en modifiant la
toxicité et/ou la mobilité de certains métaux ettafiéides (Daset al, 2009). D’autre part,
certains protozoaires photosynthétiques corimglena mutabilisont capables de stocker le
fer sous forme de précipités intracellulaires gedeécrocite et d’accumuler/adsorber d’autres
ETM (As, Pb, Hg, Cd) (Devarst al, 1998; Casiott al, 2004). Les processus de croissance
et de photosynthése de ce protozoaire sont égalesusceptibles de modifier les conditions
physicochimiques du milieu en contribuant a la isdgton en oxygeéne dissous jusqu’a 200 %
(Brake et al, 2001). Les eucaryotes photosynthétiques corimglena mutabilisjouent
également un role primordial en tant que produstguimaires car ils sont responsables de
'apport de carbone organique permettant le maibtides populations procaryotes
hétérotrophes comme les BSR (Hal&tr al, 2012a). Les algues produisent des zones
anoxiques utiles au métabolisme des BSR et aiddéatg@nération biogénique d’alcalinité
(Das et al, 2009). De méme, les champignons peuvent avoir@@ important dans
I'organisation et I'ancrage des biofilms microbiesniw la pyrite (Bakeet al, 2009) mais

aussi dans I'absorption de métaux dans leur pathilaire ou par des exopolysaccharides.

Les principales études portant sur les eucaryaiesté réalisées sur le site du Rio Tinto situé
au sud-ouest de 'Espagne (Lopez-Archélaal, 2001; Amaral-Zettleet al, 2002; Aguilera
et al, 2006, 2007) et sur le site de Richmond situé elifaZnie (Bakeret al, 2009). En
raison de difficultés de mise en culture, peu derooirganismes eucaryotes ont été isolés a
partir des DMA. Des études ont cependant perngslément de ciliés appartenant au genre
Cinetochilium des amibes du genrdahlkampfiaet des flagellés euglenoides du genre
Eutreptia se nourrissant de bactéries acidophiles oxydaféri€Baker & Banfield, 2003).
Trois isolats d’'un champignon unicellulaire appasi® au genrédcidomyce®nt été mis en

évidence sur le site de Richmond (Baletral, 2004). De méme, des flagellés du genre
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Euglenaet des actinopodd®liozoaire du genreActinophrysont été istes sur le site dRio
Tinto (Figure 7) (AmaraEettlel et al, 2003). Le genré&cuglenaa également été mis «
évidence sur le site de @aulés ou la souchEuglena mutabilisa été isolé¢Halter et al,
2012b).

—_— 10pm

Figure 7 : Exemple d’eucaryotes isolés de DMA. (A) FlagellégianreEuglen:; (B) amibes
du genrevahlkampfia (C) héliozoaire du geniActinophrys

(Images copyright: LAmara-Zetller, D.J. Patterson, NPeglar et TNerad,
http://starcentral.mbl.edu/microscope/pophp?pagetitle=indgx

En complément de ces méthodes cu-dépendantes, des études basées sur des techrax
biologie moléculaire ont par la suite perrd’approfondir lesconnaissances sur la divers
eucaryoteprésente au sein des DMCes études ont montré glés communaut« eucaryotes
présententune certaine variabilité selon les sites, les saisetiou les conditions
physicochimiques des DM/Ainsi, une étude couplant analyse de séquences cr 18S,
observations microscopiques et isolements a petenig\éler une diversité insoupgoni sur
le site du Rio Tinto (pH~2)u ces microorganisrs représentertlus de 6 % de la biomasse
totale (Amaral-Zettleret al, 2002. Les principales espéeces identifiées dans cettee

appartiennent a divers groupes phylogénétiquepté&s dans Ifigure 8.

30



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE Un cas particulier : les drainages minis acides

ridiplantas Cercomanads

¢ ¢ 5 & &

b 3 w3 & 3

’ o i M _!E GEE

L;:' .ﬁﬁ | 'f-f_-i EEE: ,'I';E- 'E=I g;ﬁ 2t T =
k= L o F B )

":l"r."._yl_-;_\'
.'.?.:i‘l:.-.'l BV M0

Arsam
Scypdi

|I .':.':.1'| racis
" Euclenczoa
Figure 8: Arbre phylogénétique basé sur les ADNr 18S desnisgses eucaryotes du DMA du
Rio Tinto. Les espéces en gras représentent deescknvironnementaux. RT : séquences des
especes identifiées sur le site du Rio Tinto. laesrns soulignés représentent les espédges
identifiés par observations microscopiques (Amaettier et al, 2002)

La communauté eucaryote décrite dans ce DMA estseptée par de nombreux biofilms qui
constituent la plus grande partie des communaut&soliennes phototrophes de cet
écosysteme (Souza-Egipsy al, 2011). Les espéces photosynthétiques les plasidrées
sont représentées par des chlorophytes (alguessyeitt genr€€hlamydomong®unaliella,
Chlorella et Stichococcuset par des euglénides du geffeglena On trouve ensuite des
streptophytes du genkebsormidium Zygnemopsigt MesotaeniumDes représentants des
rhodophytes Cyanidiun) et des diatomées du geriénnularia sont également présents.
Concernant les décomposeurs on trouve une granveesiié de champignons incluant des
levures et des formes filamenteuses. La communeux®trophe est dominée par des
cercomonades et des straménopiles appartenant amesgBodq Ochroomonas
Labyrinthula et Cercomonas Les protistes sont caractérisés par deux espaeesiliés
appartenant aux genr€xytricha et Euplotes Enfin, des amibes des genigalhkampfiaet
Naegleriasont fréquemment retrouvés ainsi qu’'une espedadid4oaire appartenant au genre
Actinophyris (Amils et al, 2007). Il semblerait par ailleurs que ce soit pgsence
d’'organismes photosynthétiques qui soit a l'origide I'existence de cette importante
diversité de microorganismes eucaryotes (Bataal, 2004). Paradoxalement, sur le site de
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Richmond (pH < 0,9), une faible diversité d’eucaepoessentiellement dominée par des
champignons a été mise en évidence par I'analyglegénétique d'une banque d’ADNr 18S
(Baker et al, 2009). Des protistes affiliées au clade des pegisacidophiles (Acidophilic
Protist Clade, APC) ainsi que des percolozoairesladeclasse dedHeteroloboseaont
également été identifiés. Cette faible diversitéagyote serait quand a elle liée a une faible
diversité de substrats organiques dérivés des riegtét des Archaea et a un manque de
niches photosynthétiques (Bakaral, 2004, 2009). Etonnamment, la plupart des eucesyot
mis en évidence dans cette étude (sauf les APC}) pbglogénétiquement proches
d'organismes neutrophiles ce qui suggére une ddaptécente a ce type de milieu extréme,
contrairement aux procaryotes qui y seraient adagg@uis des millions, voire des milliards
d'années (Bakesat al, 2009).

5. Communautés mixtes et interactions microbiennes

Les microorganismes acidophiles existent sous fatenpopulations mixtes a la fois dans les
environnements naturels et anthropiques. Les ictierss entre les membres d’'un consortium
microbien sont primordiales pour I'optimisation lkctivité des communautés microbiennes
des DMA. Différentes interactions ont déja été désrparmi lesquelles les interactions

suivantes.

5.1. Compétition

Il existe une compétition entre les microorganisagdophiles pour les substrats, c’est a dire
leurs sources d’énergie incluant les donneurs cti@es inorganiques et organiques.
Différents paramétres environnementaux tels quentgérature, le pH, les concentrations en
substrats et en métaux dissous, ont un impact teposur ces phénomenes de compétition et
sur l'organisme le mieux adapté quelque soit laasibn. Par exemple, en raison de sa plus
grande affinité pour le fer ferreux et sa meilletokrance aux faibles pH (< 1,8) et au fer
ferrique,Leptospirillum ferrooxidangrésente une plus grande efficacité dans la &k de
minerai riche en pyrite gAcidithiobacillus ferrooxidangJohnson, 1998). De méme, la
thermotolérance de. ferrooxidandui donne un avantage compétitif a des températassez
élevées (35-45 °C) alors gée ferrooxidansest plus efficace a des températures plus faibles

(25 °C). D’autre part, le taux de croissance plapide de A. ferrooxidans permet
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généralement a cet organisme de dominer dans dsyséemes ou le fer ferreux est en
concentration élevée et/ou le pH est supérieur a 2.

5.2. Prédation

La prédation de bactéries hétérotrophes et chithaitiophes par des protozoaires acidophiles
obligatoires a été observée en conditions de lahioga Un flagellé proche desutreptiase
nourrit préférentiellement A. ferrooxidans plutét que de L. ferrooxidans en culture
contenant les deux chimiolithotrophes (Mc Ginnessléhnson, 1992; Johnson & Rang,
1993). De méme, le nombre de ces acidophiles piedans une usine qui éliminait le soufre
du charbon a considérablement diminué dans urdiapemps trés court du fait de la présence
d'un flagellé acidophile (Johnson & Rang, 1993).sCGmucaryotes peuvent ainsi réguler
I'activité biologique et la biomasse des communabiEctériennes.

5.3. Mutualisme

Les interactions entre les microorganismes acideplpieuvent se traduire par le gain mutuel
d'un bénéfice pour chacun des partenaires, tellgstié par exemple par les relations de
feedback qui interviennent entre les chimiolithptres oxydant le fer ferreux (utilisant le fer
comme donneur d’électron) et les hétérotrophesisadt le fer ferrique (utilisant le fer
comme accepteur d’électron). Un autre exemple coerde ferrooxidanset A. ferroxidans
qui sont tous deux sensibles aux acides et commwgésiques relargués dans le milieu par
leur propre meétabolisme induisant une inhibition bir croissance. Les bactéries
hétérotrophes sont capables de lever cette inbribiin métabolisant ces composés. Ce
phénomene explique pourquoi les co-cultures d’dsgaes oxydant le fer et d’hétérotrophes

entrainent une dissolution plus efficace des miaa@yae les cultures pures (Johnson, 1998).

5.4. Synergisme

L’association de deux ou plusieurs espéeces de origanismes acidophiles rend leur activité
complémentaire plus efficace que celle obtenue ysalorganisme seul. C’est le cas par
exemple, des co-cultures de ferrooxidanset des bactéries oxydants le soufre comme
A. thiooxidanou A. caldusqui permettent une dissolution plus efficace dehlalcopyrite par
rapport aux cultures pures (Norris, 1990). De mée cultures mixtes déerromicrobium
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acidophiluset A. thiooxidanssont capables d'oxyder la pyrite contrairement aukures
pures (Johnson, 1998).

6. Cycles biogéochimiques catalysés par les microorganismes

Les groupes meétaboliques primaires détectés dan®NEA sont les lithoautotrophes qui
oxydent le Fe(ll) et le S libérés lors de la digioh de la pyrite, les organohétérotrophes qui
utilisent le carbone produit par les lithoautotreplet les microorganismes anaérobies qui
couplent I'oxydation du soufre ou du carbone orgaaia la réduction du Fe(lll) (Baker &
Banfield, 2003). Le sulfate peut également constititn important accepteur d’électron pour
le développement de ces microorganismes anaérobiesplus de ces métabolismes
impliquant le fer et le soufre souvent présentsomit@jrement dans ces écosystémes, il peut

exister d’autres voies métaboliques impliquanté&éments tels que l'arsenic.

6.1. Les microorganismes utilisant le fer
6.1.1. Oxydation du fer

De part les fortes concentrations en fer retroukzes ces systéemes, les bactéries capables
d’oxyder le fer sont généralement favorisées. Ainsi retrouve dans les DMA, un certain
nombre de bactéries qui tirent leur énergie deytiation du Fe(ll) en Fe(lll). La premiére
bactérie capable d’oxyder le fer ayant été isolémsdles DMA estAcidithiobacillus
ferrooxidans Cette bactérie a été largement étudiée : c’est hactérie a Gram négatif,
acidophile, chimiolithoautotrophe stricte, anaéeolfacultative qui est également capable
d’oxyder le soufre (Duquesret al, 2003). Beaucoup d’autres bactéries peuvent égalem
oxyder le fer, commelLeptospirilum ferrooxidans, L. ferriphilum Acidithiobacillus
ferrivorans Acidimicrobium ferrooxidans Thiomonas spp., Ferrovum myxofaciensou
Gallionella ferrugineapour ne citer que les plus connues. De méme quelduehaea
présentent également ce métabolisme, contagoplasma acidiphilumun autotrophe
obligatoire capable d’oxyder le Fe(ll) comme sesdarce d’énergie (Golyshiret al, 2000)

ou bienF. acidarmanugjui peut se développer hétérotrophiquement (Edwetrds, 2000b).
Ces différentes especes sont retrouvées au niveaite$ miniers divers ou elles ont un réle

central dans la dissolution oxydative des miném@ntenant du fer (pyrite, jarosite...).
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6.1.2. Réduction du fer

La respiration anaérobie basée sur la réductiofedterriqgue est une stratégie métabolique
tres répandue chez les bactéries acidophiles editmors anoxiques (Johnson & Bridge,
2002). Les espéces thermophiles modérées corBnoifobacillus thermosulfidooxidans
Sulfobacillus acidophiluou Acidimicrobium ferrooxidangeuvent utiliser le fer ferrique
comme seul accepteur d’électrons quand elles selaffpent de facon hétérotrophe en
conditions limitées en oxygene et en présence iiextle levure et de glycérol (Baker &
Banfield, 2003). Acidiphilium acidophilum (anciennementThiobacillus acidophilus est
capable de réduction mixotrophe du Fe(lllAetcryptumpeut coupler la réduction du Fe(lll)

a I'oxydation de diverses substances incluantletHe glucose.

D’autres bactéries, comn&ulfobacillus acidophilyssont capables en conditions anaérobies
d’utiliser le Fe(lll) méme s’il nest pas en soluti Ceci permet d'accélérer la dissolution
réductrice de minéraux contenant du fer, tels gyarbsite et la goethite (Bridge & Johnson,
1998). Acidithiobacillus ferrooxidanpeut également se développer en conditions anoxique
en utilisant le fer ferrique comme accepteur d&tats et le HH comme donneur d’électrons
(Pronket al, 1992). Cependant, les conditions anoxiques ne s indispensables pour la
réduction du Fe(lll) par des mélanges de populatiacidophiles. Kiseét al. (2002) ont
montré que sous des conditions oxiques, la souettedlA. cryptumréduit le Fe(lll) soluble

et la schwertmannite dans le sédiment a pH 3.

6.2. Les microorganismes utilisant le soufre
6.2.1. Oxydation du soufre

La plupart des microorganismes des DMA qui oxydergoufre sont également capables de
fixer le CQ. En effet, I'oxydation autotrophe du soufre a @éérite chez des cultures pures
d’Acidithiobacillus ferrooxidans d’A. thiooxidans de Sulfobacillus disulfidooxidansde
Thiobacillus albertiset deSulfobacillus acidophilugBaker & Banfield, 2003). On retrouve
des bactéries sulfo-oxydantes strictes telleAgdithiobacillus thiooxidans ou Thiomonas
cuprina, mais il existe également plusieurs oxydants dursayii peuvent oxyder le carbone
organique et/ou le fer ferreux. C’est le cas notamina’Acidithiobacillus ferrooxidangt de
certaines especes dseulfobacillus (S. acidophiluset S. thermosulfidooxidapsqui sont

capables d’oxyder a la fois le fer et le soufreletréduire le fer (Baker & Banfield, 2003;
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Johnson & Hallberg, 2003). Certaines souche$ dacidophilugpeuvent également coupler
I'oxydation autotrophe du tétrathionate a la réaurctle Fe(lll) (Norriset al, 1986; Bridge &
Johnson, 1998). On trouve également quelques Aactagables d’oxyder le soufre telle que
Metallosphaera prunaé-uchset al, 1995).

6.2.2. Réduction du soufre

Le sulfate est un autre soluté important dans ARt peut servir d’accepteur d’électron
pour le développement anaérobie des microorganis@egzendant, peu d’informations sont
disponibles concernant la réduction du sulfate dassDMA. Ceci est probablement di au
fait que les caractéristiques physicochimiques ®pux DMA (acidité, faible concentration
en carbone organique...) n'étaient pas considéréasneopropices au développement des
BSR. En effet les conditions optimales pour les B8Rt représentées par des milieux
anaéerobies avec un pH proche de la neutralité eprésence de donneurs d’électron
organiques (Widdel, 1988). L'oxygene est par aidegonnu pour inhiber la réduction
microbienne des sulfates, probablement a traverackivation ou I'oxydation de plusieurs
enzymes et protéines utilisées dans les processugdiiction. Pourtant, des BSR ont été
isolées de drainages acides a pH inférieur a 3c{@at al, 2001) et il a été montré que
certaines souches sont capables de survivre piasieures en présence d’oxygene (Dilling
& Cypionka, 1990). De plus, la réduction aérobis dalfates a été montrée dans des zones
photosynthétiques trés oxygénées (Canfield & Desalda1991). Au sein des DMA, on
retrouve des espeéeces telles ddesulfosarcina variabilis, Desulfosporosinus orispndes
Desulfovibrioet desCitrobacter (Johnson & Hallberg, 2003; Qiet al, 2009). La réduction
des sulfates en sulfures entraine la précipitadi®rcertains métaux et métalloides conférant

aux BSR un role central dans la bioremédiation.

6.3. Les microorganismes utilisant ’arsenic
6.3.1. Oxydation de ’arsenic

L’oxydation microbiologique de I'As(lll) en As(V) s un processus connu depuis 1918
(Green, 1918) qui peut avoir un impact sur la mtébiet la toxicité de l'arsenic dans
I'environnement, limitant par exemple sa biodisjplite comme nous I'avons vu dans le
paragraphe B.3.5. C’est pourquoi I'oxydation desémite est étudiée comme un mécanisme

pouvant étre utilisé pour la biorémediation de ésyss contaminés.
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Plus de 30 souches représentant au moins 9 gesresapables d'oxyder I'As incluant des
a-, f- et desy-protéobactéries, dd3einocci (Thermu$ et desCrenarchaeotaStolz et al,
2006). Physiologiquement divers, ces microorganssimeluent a la fois des bactéries
hétérotrophes oxydant [larsénite (Heterotrophic eAre Oxidizers, HOAS) et des
chimiolithoautotrophes (Chemoautotrophic Arsenitadizers, CAOs). Les CAOs couplent
I'oxydation de l'arsénite a la réduction de I'oxygeou des nitrates et utilisent I'énergie
dérivée pour fixer le C® L'oxydation hétérotrophe de I'As(lll) est perca@mme une
réaction de détoxication qui convertit I'As(lI)l'@xtérieur de la membrane de la cellule en sa
forme moins toxique As(V), qui entre probablemewims facilement dans la cellule. Pour les
HOAs, l'oxydation de I'As(lll) est catalysée par aunenzyme périplasmique dont la
description a été faite par difféerents auteursigkdt al, 2001; Stolz & Basu, 2002). Par
contre, la structure de 'arsénite oxydase des CAE@s pas encore bien établie (Oremland &
Stolz, 2005). Quelques procaryotes bien connuscapdbles d’oxyder I'arsenic en condition
aérobie Herminiimonas arsenicoxydanshiomonasspp., orRhizobiumsp. strain NT26) ou
anaérobieAlkalilimnicola ehrlichii) dans le cadre d’'un mécanisme de détoxicationn(irddi-
Salmeronret al, 2011). Certains chimiolithoautotrophes utiliségalement I'arsénite comme
donneur d’électronRhizobiumsp. strain NT26 orhiomonas arsenivorahgSantiniet al,
2000; Battaglia-Bruneget al, 2006). Concernant les Archaea, I'oxydation deskaic a été
rapportée chesulfolobus acidocaldariuéSehlin & Lindstrom, 1992) et des homologues de
I'arsénite oxydase ont été identifiés dans les g@sodeSulfolobus tokodaiet Aeropyrum
pernix (Lebrunet al, 2003). Chez les eucaryotes, seule I'algue rddganidioschyzorsp.
semble étre capable d'oxyder I'As(lll) mais rienindlique qu'il s’agisse d’'une réaction

catalysée enzymatiquement (@al, 2009).

6.3.2. Réduction de P’arsenic

Bien que I'arsenic soit généralement toxique peardrganismes vivants, il a été montré que
certains microorganismes sont capables d’utiligs cbmposés d’arsenic comme accepteur
d’électron ou comme mécanismes de détoxication ¢fgah & Cook, 2004). Il existe deux
types d’organismes réduisant l'arsenic, les DARBasgimilatory Arsenate-Respiring
Prokaryotes) et les ARMs (Arsenate-Resistant MiesdlfOremland & Stolz, 2005).

Les DARPs utilisent I'As(V) comme accepteur d’éteat pour leur respiration anaérobie en

couplant sa réduction a I'oxydation de substratmoiques ou inorganiques, conduisant a la
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formation d’As(lll). Ce processus est réalisge I'opéronarr (Silver & Phung, 2005). Jusqu’a
présent aucun DARPs obligatoire n'a été trouvé learsemble des souches examinées
peuvent également réduire d’autres composes, camamexempleSulfurospirillum barnesii
capable de réduire le séléniate, le nitrate, I8taitle fumarate, le Fe(lll), le thiosulfate, le
soufre élémentaire, le dimethylsulfoxide et I'oxyde triméthylamine (Oremland & Stolz,
2003). Cette diversité métabolique peut étre umetacécologique important, parce que les
especes chimiques du soufre, du fer et des nit(&(el), FeOOH, NQ) interagissent avec

I'arsenic dans I'environnement.

Les ARMs utilisent la réduction de I'arséniate coenmécanisme de résistance et ne gagnent
pas d’énergie par ce processus. L'arséniate que el@ns le cytoplasme via les pompes a

phosphate est convertit en As(lll) par un processmstrolé par une enzyme arséniate

réductase cytoplasmique (ArsC). L'As(lll) est emswgxpulsé hors de la cellule grace a un

transporteur spécifiqgue ArsB.

Il existe au moins 24 especes isolées capablesalsar la réduction dissimilatrice ou
respiration de I'As(V). Elles appartiennent a ds/ggroupes phylogénétiques incluant des
membres de<Lrenarchaeota Aquificae ChrysiogenesDeferribacteres Halanaerobacter
ainsi que des-, o- ete-protéobactéries (Stoket al, 2006). On trouve entre autre des especes
bactériennes telles q@ulfurospirillum barnesjiS. arsenophilumBacillus arsenicoselenatis
B. selenitireducens Desulfotomaculum auripigmentym Chrysiogenes arsenatis et
Desulfomicrobiunstrain Ben-RB (Stolz & Oremland, 1999; Magtyal, 2000) ainsi que deux
Archaeahyperthermophiles?yrobaculum arsenaticumt P. aerophilum(Huberet al, 2000).
Concernant le mécanisme de résistance, des honeslatpil’opérorars ont été trouvés au
sein des genresPseudomonas Bacillus Klebsiella Enterobactey Citrobacter,
StaphylococcysSalmonella Thiobacillus Yersiniaet Escherichia(Macur et al, 2001). Au
sein des environnements miniers riches en arsdmierses bactéries principalement du type
ARMs ont été détectées. C’est le cas des gdBmeslus, Enterobacteet Ochrobactrundans
une mine d’étain (Jareonmiet al, 2012), des genre€aulobactey Sphingomonaset
Rhizobiumdans une fonderie de cuivre (Maairal, 2001) ou des genr&enotrophomonas
et Serratia dans une mine d’antimoine (Botes al, 2007). Ces résultats montrent qu’'une

grande diversité phylogénétique de microorganisnéesiisant l'arsenic peut étre trouvee
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dans ces environnements extrémes et qu’ils sost ausceptibles de jouer un réle majeur

dans le cycle biogéochimique de I'arsenic.

o0

Les microorganismes présents dans les DMA jouentndfe central dans ces
ecosystemes de part leur implication dans les psscs a l'origine de leur
génération mais également de leur remédiation. Umeilleure caractérisation
de la diversité génétique et fonctionnelle de cesnmunautés microbiennes
ainsi que leurs interactions entre elles et avearlenvironnement est une étape
indispensable a la compréhension du fonctionnemelet ces écosystémes pour
pouvoir développer a terme des stratégies de reatixhi. 1l est donc nécessaire
de développer des méthodes d’analyses permettaagpipd€éhender I'ensemble
des communautés microbiennes présentes dans cesystaames. )

<)
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C. INTERETS DES APPROCHES —OMICS

Comme nous l'avons vu précédemment, les microosgaes comprenant les bactéries,
Archaea et eucaryotes sont omniprésents et jouantdle essentiel dans les cycles
biogéochimiques indispensables au fonctionnemenidesystemes comme les DMA. Dans
leur habitat naturel, ces microorganismes coexistam communautés mixtes dont la
complexité est spécifique a chaque environnememt; des estimations allant de 6 taxons
présents dans un biofilm issu d'un DMA &°1@xons par gramme de sol (Siggiesal,
2012). Cependant, comme la majorité des microosgaes présents dans I'environnement
(dont 99 % des procaryotes), ne sont pas cultigahlee jour, leur investigation nécessite
I'utilisation de techniques moléculaires qui comtmnt les méthodes traditionnelles de
culture et d’'isolement d’espéces individuelles (Amat al, 1995). De plus, afin de pouvoir
étudier une communauté microbienne dans son engeptbkes réponses aux facteurs
environnementaux, il s'est avéré indispensable @mdre en compte la complexité des

consortiums microbiens présents ainsi que leuesantions.

L’ensemble de ces constatations s’est traduit fggoparition d’'un nouveau domaine de
recherche en écologie microbienne qui englobe pgBoghes systémiques (Figure 9) par
lesquelles tous les niveaux de l'information biaiog sont étudiés (ADN, ARN, protéines et
métabolites). Les avancées technologiques récenteendu possible de telles approches par
le développement de méthodes « -omics » a haut, dibiles communautés microbiennes
mixtes sont vues comme un seul méta-organisme. L&tagénomique, la
métatranscriptomique, la métaprotéomique et la imétabolomique sont employées pour
déterminer respectivement, les séquences d’ADN,ABH transcrit collectivement, les
protéines traduites et les métabolites résultaqirdeessus cellulaires et ceci pour 'ensemble
des microorganismes présents dans I'écosystemé éllidnsemble des données générées
permet ainsi d’'identifier les voies métaboliquesestprocessus cellulaires mis en jeu dans cet
ecosysteme. Un autre niveau d’'information est égale utilisé, la métainteractomique, qui
permet d’explorer le réseau cellulaire de l'écomyst par analyse des interactions
moléculaires entre 'ensemble des microorganismésepts. Enfin, l'intégration des données
résultant de ces différentes approches systémiqersnet d’obtenir un apercu du
fonctionnement de I'écosystéme et est égalemelicédti pour développer des modéles
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pouvant servir a prédire le comportement d’'un éstgsye en réponse a des changements
environnementaux (Raes & Bork, 2008; Roletal, 2010).

DNA/proteins RNA/proteins Proteins/proteins
interactions interactions interactions
Metainteractomics
DNA RNA Proteins Metabolites
Metagenomics Metatranscriptomic Metaproteomics Metametabolomics
'
Y e e ~

Metabolic pathways, cellular

1
: processes and cellular networks

In silico characterization of ecosystem attributes

Figure 9 : Approches systémiques pour la caractérisation digtémes microbiens (Siggies
al., 2012)

L'utilisation de ces différentes techniques en ctim@nt des outils bioinformatiques permet
donc d’obtenir une image globale de la réponseobique d'un organisme ou d'une
communauté microbienne dans un écosystéme. Cepgentlanune de ces méthodes présente
des limites qui lui sont propres et qu’il est néa@i® de prendre en compte lors de I'analyse
des résultats afin de limiter les erreurs et abinsedprétation. De plus, bien qu'une quantité
énorme d'informations soit générée, il reste inslispble de s'appuyer également sur les
méthodes plus traditionnelles afin de pouvoir catglles résultats obtenus. L'ensemble des
atouts et limites de ces difféerentes techniquesmegant lI'analyse des communautés

microbiennes d'un écosysteme est présenté dapar@graphes suivants.
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1. La métagénomique

La métagénomique ou encore génomique environneteaniaggénomique des communautés,
repose sur I'étude des métagénomes, c'est-a-dimedimble des séquences d’ADN extraites
de communautés multi-espéces prélevees dans keméament (Bastid&t al, 2009). Les
premieres analyses métagénomiques se sont focaséda diversité des nouvelles especes
et la communauté formée par celles-ci (@il al, 2006). La métagénomique descriptive
fournit une vue relativement non biaisée non seaténte la structure des communautés
(phylogénie, abondance, richesse et distributignedpéces), mais également de ses fonctions
métaboliques potentielles. Par la suite, la métagpdnque est devenue « intégrative » en
cherchant & identifier un changement fonctionnekratiien en fonction d’'une modification de
I'environnement. Ainsi, en comparant et réassentldiss séquences obtenues par rapport a
des génomes de référence, il est possible (i) dectéaiser la structure phylogénétique des
communautés microbiennes (genes ribosomaux), '({demtifier les genes fonctionnels par
homologie aux génomes de référence, (iii) d’idesttide nouvelles fonctions et (iv) de

reconstruire des génomes d’organismes non culggabl

Cette approche est donc indissociable des métrdmlegéquencage qui ont récemment connu
une évolution particulierement rapide depuis I'afifzm de la technologie dite de premiére
génération, la technologie Sanger. Cette derntecloppée au milieu des années 1970, a
subit diverses améliorations incluant notammentptesédures d’automatisation permettant
une réduction des codts et une augmentation dallea des séquences générées. Cependant
cette technique repose sur des étapes prélimindéretonage et transformation bactérienne
qui sont relativement pénalisantes en termes deetale temps. Pour palier & ces défauts, de
nouvelles techniques de séquencage a haut débitténimises au point ces dernieres
décennies et sont qualifiees de technologie densec@énération (ou next-generation
sequencing, NGS). Le principal avantage de cesadétha haut débit se traduit par le fait
gu’elles sont hautement parallélisées, ce qui pewuiabtenir des millions de séquences
différentes en une seule expérience sans clonag@giaents génomiques dans un vecteur.
La longueur des fragments séquencés, aussi appeiéads », est par contre limitée
comparativement aux méthodes de séquencage clasgigpeuvent séquencer jusqu’'a 1000
nucléotides contigus et rend donc difficile 'oltien d’une couverture et d’'un assemblage
suffisant pour reconstituer indépendamment les m@sode différents microorganismes

présents dans un échantillon. La taille des readsnante néanmoins avec l'affinement des
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méthodes de séquencage a haut débit, mais elleudemecore une limitation des nouvelles
méthodes. De plus, 'assemblage de ces donnéesl'@sément limitant, puisqu’il nécessite

une capacité informatique beaucoup plus grandexiite actuellement trois technologies
majeures de séquencage a haut débit. Les pariiéslale chacune d’elles sont décrites ci-

dessous.

1.1. La technologie 454

La technologie 454, premiére technologie altermafiv séquencage Sanger, a été mise sur le
marché par I'entreprise 454 Life Sciences en 200, filiale de Roche Diagnostics. Cette
technique permet un gain de temps et d’argentl@ane nécessite pas de clonage et permet
une lecture directe de la séquence obtenue ape&xjleencage. Actuellement cette technique
permet de générer environ 500 Mb (Mega base pairjyn {.e. par réaction de séquencage)
avec des fragments de taille moyenne de 450 ple @sthnique repose sur la succession de 4

étapes présentées dans la figure 10.

Roche (454) GSFLX Workflow:
Library construction Emulsion PCR PTP loading
RE - ¥ 7
\‘g; 2 \l |_} | . o 1_
'. \ . = e e e
'lf. L)_ l.: —y [ | -\. J | . d — ; — & i — -I ‘.. —
<INl ¢l i A BN T
AR 5) 8 /s / g
Signal image
. ﬁ Polymerase
5 \
A
W5 3 ARBERER ‘I'
= " ."-\-I[ |lL|
3 PP | primer
o Suffurylase |
) :\TP
Luciarase L_uc:l erin
DA saplune bead
cordaming millions:
of copies of a single
clonally amplified Light + Dx, Luciferin
fragment
Pyrosequencing reaction TRENDS in Genetice
Figure 1C: Résumé des principales étapes de séquencage feahtelogie 454 (adaptée de
Mardis, 2008)

La premiere étape consiste en la préparation ddamgue d’ADN simple brin (ADNsb). Pour

cela 'ADN génomique est fragmenté par nébulisapois deux adaptateurs (A et B) sont
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fixés par ligation aux deux extrémités. Ensuiteflagments d’ADNsb sont mis en contact
avec des billes couvertes de sondes oligonucléoidi complémentaires aux adaptateurs ne
permettant de fixer qu’'une seule molécule d’ADNaddis. L’étape suivante est la PCR en
emulsion (emPCR), qui consiste a ségréger lessbilans des bulles qui servent de
microréacteurs. Ainsi, chaque bille sera couvede yme amplification clonale d'un seul
fragment a séquencer. Apres 'emPCR, des millianséhuences identiques recouvrent ainsi
chaque bille. Lors de la troisieme étape, les méacteurs sont dissociés et les billes
porteuses de I'’ADNsb amplifié sont isolées indiwliement dans les micro-puits d’'une
plague de picotitration, permettant ainsi de sépspatialement le signal de pyroséquencage
de chaque fragment. La derniere étape corresponc @éa réaction de pyroséquencage. Sur
chaque bille, la séquence complémentaire du fragraeplifié est synthétisée a partir de
nucléotides (dATP, dGTP, dCTP et dTTP) ajoutés egtigilement dans chaque puits dans
un ordre prédéterminé. Chaque nucléotide incorplanés de la synthése du brin
complémentaire libére un pyrophosphate, qui egtiengégradé par une ATP sulfurylase et
une luciférase. Cette réaction enzymatique prodeitia lumiere qui est détectée par une
caméra CCD (en anglais, Charge Coupled Devicejekfiaqgue ajout de nucléotide, le puits
est lavé pour supprimer les nucléotides non ingégpaavant injection du suivant. La
détection du signal lumineux peut ensuite étre @dsoa l'ordre d'introduction des
nucléotides, ce qui permet de déterminer la ségudachaque fragment immobilisé sur une
bille.

La plus grande limite de la technologie 454 conedanprésence d’homopolymeéres, c'est-a-
dire la succession de plusieurs nucléotides ideesigrésultant de I'absence de nucléotides
terminaux servant a empécher plusieurs incorporatmmnsécutives pour un cycle donneé.
Dans ce cas un signal lumineux proportionnel aubrerde nucléotides incorporé est décelé.
Cependant, au-dela de 4 a 5 nucléotides, le cagapteportionnel du signal est perdu. Ces
séquences homopolymériques représentent la souagguma d’erreurs de séquencage par
cette méthode, comme I'ont estimé Heseal. (2007), qui attribuent 39 % des erreurs de type
insertions/délétions a ce contexte nucléotidiqueigigue. Une autre source d’erreur possible
est la présence résiduelle de nucléotides injeatésours de cycles précédents et qui est
interprétée comme étant le nucléotide courant. @ekaaine une erreur appelée « carry-
forward ». Ces erreurs limitent l'utilité de cetteéthode pour le séquencage de nouveaux

génomes et la détection de mutations. L'avanta@elelcette technologie est la longueur des
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fragments générégui est plus importante que celles des autres tdabies et qui peut ét
nécessaire pour certainggplicatiors (e.g assemblagde novcet métagénomique

1.2. La technologie Illumina

La société lllumina (anciennement Solexa)commercialisé la secondtechnique de
séquencage haut déleih 2001 Cette technique permet le séquengagssivement parallé
de petits fragment£ette méthode domine actuellement larché et elle peut produire d5
a 200 Gb (Giga base paparrun, ce qui augmente la couverture de séquencagegéome
et améliore aindia précision de la séquence fin Les différentes étapes de cette techn

sont présentées dans la figade

— Adsprer Nucleotides
o+ DNA fragment /
DNA e Apment
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cluster on the flow cell. Record the from each incorporated
identity of the first base for each cluster.  base are removed of bases in  given fragment a single base ata time.
. . . - . . . 7 .
Figure 11: Principales étapes de sencage par la technologie illumifadaptée dMardis,

La premiere étape consiste en la fragmentationAEN a séquencer par nébulisation pui:

ligation d'adaptateurs a chacune des extrémitésm@écules d’ADN sont ensuite dénatui

45



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE Intéréts dapproches -OMICS

sous forme simple brin puis immobilisées sur uneelae verre a I'aide d’amorces recouvrant
la lame et s’hybridant avec un des adaptateursnplification des fragments immobilisés se
fait alors par PCR par pont ou «bridge PCR ». EasWextrémité opposée du brin
nouvellement synthétisé est hybridée a 'amorcesants, qui est aussi attachée a la surface
de la lame de verre. Des cycles d’extension des@a@ar une polymérase suivis d'une
dénaturation au formamide permettent de créer swutface des clusters d’environ 1000
amplicons représentant la méme séquence. Dansands&mps, une amorce de séquencgage
est hybridée aux fragments immobilisés et pernmetdrporation de nucléotides contenant un
terminateur de chaine réversible marqué par urrdihwome différent selon le nucléotide.
Les fluorochromes sont ensuite excités grace dadess permettant I'émission d’un signal
lumineux spécifique a chaque nucléotide. La fluceese est alors détectée sur toute la lame
afin d’associer les nucléotides incorporés awedsfites positions spatiales, ce qui permet de
construire la séquence de chaque fragment. Lesnatars de chaine sont ensuite clivés afin
de permettre un nouveau cycle d’ajout de nucléstitl@ succession de ces étapes permet
d'accéder a la sequence complete du fragment d’d®bBhaque cluster dans la limite des 100

premiers nucléotides.

Bien que cette technique de séquencage soit aréhactuelle 'une des plus utilisées, elle
présente plusieurs biais notables. Le principalbl@me de cette technique est la taille
relativement faible des lectures générées, entet 360 pb, comparée a celles générées par le
pyroséquencage, jusqu’a 450 pb et de la méthodgeSgnsqu’a 1 kb. L’autre biais de cette
technique concerne la diminution de la fiabilité skguencage aux extrémités des lectures.
Dohm et al. (2008), ont émis I'hypothese que I'accumulatioertBurs a I'extrémité 3’ des
lectures était due au phénomene de déphasagepgasgond a I'extension incompléte ou
I'addition de multiples nucléotides au fragment sg&pé. Ainsi, plus le nombre de cycles
augmente, plus les décalages dans la séquenceurs@ent conduisant ainsi a une
augmentation du bruit de fluorescence et une ind&pon erronée des signaux lumineux
(Erlich et al, 2008). De plus, il semble que les séquencesgieheAT et en GC soient sous-

représentées avec cette technologie (Metzker, 2010)

1.3. Les technologies SOLiD et de troisi¢me génération

Applied Biosystems a commercialisé en 2007 la teldgie SOLID (Sequencing by

Oligonucleotide Ligation and Detection) basée sumptincipe de séquencage par ligation
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permettant de générer de 90 a 300 Gb par run aagdrdgments d’'une taille moyenne de
75 pb.

Les premieres étapes de séquencage de cette weehsant similaires a celles de la
technologie 454, utilisant également une PCR enlsgtamusur des billes paramagnétiques.
C’est apres cette étape que le protocole diffeemshe SOLID, les billes sont triées afin de
ne conserver que celles couvertes d’amplicons.sHEt ensuite immobilisées de facon
désordonnée sur une lame de verre qui, contraireénerlle de la technique 454, n’est pas
poreuse. Le séquencage proprement dit est difféeerit se base sur I'utilisation d’'une ADN
ligase et non pas une polymérase (Figure 12a). iBrement, une amorce universelle est
hybridée a I'adaptateur qui a été ajouté a chapgnfent pendant la création de la librairie a
séquencer. Ensuite, des octameres dégéenéreés g kesibases, sauf une (la position « n »),
sont hybridés et liés a 'amorce universelle pdigase. Chacun de ces octaméres est marqué
par un des quatre fluorochromes dont la couleuagsiciée au nucléotide a la position « n ».
Apres la ligation il y a alors détection de la flescence permettant de déterminer les bases 5
et 6. L'octamere est ensuite clivé apres la pasitkan » afin d’éliminer le fluorochrome.
Plusieurs cycles similaires sont effectués, puisdgment produit par ligation des octameéres
est dénaturé. Une nouvelle amorce universelle ydsidée aux fragments, suivie d’'une série
de cycles mettant en jeu des octameres dont uniopos' (différente de n) est associée a la
couleur du fluorochrome. L'utilisation d’octamérdent deux bases sont connues au lieu
d'une permet de diminuer les erreurs de séquen¢dligendure & Ji, 2008) (Figure 12b).
Cette méthode présente donc une meilleure spé€ifatiune plus grande précision que le
séquencage par polymérisation, c’est pourquoiesiigorincipalement utilisée dans le cadre de

détection de mutations nucléotidiques ponctuelles.
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D'autres techniques dséquenca¢ dites de troisieme génératiosont en coursde
développement notammepar lessociétésHelicos et Pacific Bioscienc (Korlach et al,
2010). Le principe de 1a®*8%génération peut &tre symbolisé par le séquerdirect en temps
réel d’'une molécule d’ADN ans étape de pré-amplificatioootrairement a la générati
actuelle). Ces technologiee séquencage d’ADN simple molécule en temps ou SMS
(Single Molecule Sequencir peuvent étre regroupées selon trois cateés : (i) technologies
de séquencage emips réel impliquant lisynthesedu brin d’ADN complmentairevia une
ADN polymérase, (ii)échnologies de suencage par détection des bases succesd’'une
molécuk d’ADN au travers de nanopore: (iii) technologies de séquencage basér des
techniques de microscop{&chad et al, 2010). Dans l'avenir, es nouvelles technolog
devraient pouvoir palier a ceines limitesde la génération actuelle telle cla longueur des
fragments générés mais elles présentent pourdiihsies taux d’erreur encore élevés

rapport aux autres technologies (15 %).
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L’ensemble des technologies présentées précédemmetnén avant 'énorme potentiel en
terme de quantité de données générées et souligsieles nouveaux défis a prendre en

compte notamment en terme d'assemblage, de stoekdgdraitements des données.

2. La métatranscriptomique

Savoir quelles sont les fonctions exprimées pactesmunautés microbiennes est un enjeu
majeur pour comprendre le fonctionnement des étasgs et dans quelles mesures les
microorganismes peuvent y jouer un role. Or ledyara des génomes ne peuvent a eux seuls
expliquer les phénotypes observés car d'une paus tes genes présents ne sont pas
obligatoirement exprimés et d’autre part, on net p&s distinguer les organismes morts et
donc non actifs, des vivants (Bonedral, 2011). C’est dans ce contexte que les approahes d
métatranscriptomique ont été développées, donbhgsctifs sont d’analyser la présence et
I'abondance relative de tous les transcrits (madé&scd’ARN) exprimés par 'ensemble des
microorganismes d’un écosystéme a un instant d@ioyee & Palsson, 2006). Sachant qu'a
partir d'un méme géne, plusieurs copies d'’ARNmM eeuétres produites en fonction de
I'activité des cellules, le transcriptome reflétdoac le niveau d'expression de tous les génes
a un temps t pour une condition physiologique denhé& métatranscriptomique permet donc
d’avoir un apercu de I'activité biologique des m@rganismes a un moment donné, alors que
la métagénomique ne fait que prédire les fonctiposentiellement exercées par ces

microorganismes.

Le développement de la métatranscriptomique estelipar de nombreux facteurs impliquant
notamment la demi-vie trés courte des ARN, la dliffé a éliminer les acides humiques
pendant les processus d’extraction, la cinétiqueralescription différentielle de méme génes
présents dans différentes populations et la faibleélation entre les niveaux d'ARN et la
synthese des protéines correspondantes (Mgtrah 2007). Un autre probléme résulte du fait
qgue les ARNm, beaucoup moins abondants que les ARt souvent masqués lors de
I'extraction de I'ARN total. Malgré cela, différeag techniques d’analyses ont été
développées basées principalement sur I'hybridatimtéculaire et le séquencage d’ADN.
L’apparition des technologies de séquencage a Habit a permis par la suite une
amélioration considérable de notre compréhensionl'algression des genes dans les
communautés microbiennes environnementales (Del20Gf); Poretsket al, 2009).
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2.1. Les premiéres méthodologies

Parmi les premiéres stratégies utilisées en mastrg@tomique on trouve deux approches
majeures. Dans la premiére approche, l'identité giases d'intérét est d’abord définie puis
leur niveau d’expression est évalué par la quaatitn des ARN en utilisant des puces a
ADN. En dépit de leur capacité a mesurer I'expassle milliers de génes simultanément,
ces méthodes présentent certains désavantageesanécessitent de connaitre au préalable
les génes ou les séquences génomiques complesesjainles annotations correspondantes
(Dugat-Bonyet al, 2012). Par conséquent, ces techniques sont phefficaces pour la
découverte de nouvelles fonctions dans l'envirommmDe plus, ces méthodes sont
caractérisées par une sensibilité de détectiometfiabilité de quantification limitées, avec
par exemple des difficultés pour détecter des ARBNentres faible abondance et pour
distinguer des séquences d'ARNm trés proches tddairoblémes d’hybridations croisées et
de bruit de fond élevé (Casneaf al, 2007). La seconde approche se base d’abord sur
I'identification des ARNm qui different dans leuiveau d'expression sous différentes
conditions expérimentales suivie de lidentificatidles génes respectifs. Cette approche
emploie des techniques telles que l'affichage dhfiéel (Differential Display, DD) ou
'analyse en série de l'expression des génes (Semalysis of Gene Expression, SAGE)
(Velculescuet al, 2000). Les analyses SAGE offrent de nombreux taga@s par rapport aux
puces a ADN tel que leur capacité a détecter deasux transcrits et a obtenir une mesure
directe de I'abondance des transcrits permettamtgilleure comparaison entre échantillons.
Cependant, ces analyses sont basées sur la tegienotmiteuse de séquencage Sanger et
nécessitent encore une procédure de clonage labergi est également a l'origine de biais
importants. De plus, elles ne fournissent aucurfernmation sur les isoformes issus

d’épissages alternatifs ou sur la découverte dgeaux genes (Mortazaet al, 2008).

2.2. Le séquengage de nouvelle génération

Un progres considérable a été réalisé pour I'aeadficace de profils d'expression plus
complexes avec le développement des technologiesgigencage de nouvelle génération
(454 de Roche, Genome Analyseur d’lllumina, SOL®ABI). Ces nouvelles technologies
permettent le séquencage direct de 'ADNc (Friapdzet al, 2008; Gilbertet al, 2008)
évitant ainsi les biais inhérent a I'étape de ofgnat produisant des quantités massives de

données nécessaires a la réalisation d’étudesralaychelle. Cette approche est appelée
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RNA-Seq (Wanget al, 2009). L'utilisation des NGS fournit une grandefpndeur de
séquengage qui est un outil extrémement puissant lpaquantification fiable des transcrits
(Mortazaviet al, 2008; Sultaret al, 2008). De plus, un certain nombre d'études omtodére
que cette approche est considérablement plus $enmior la détection de transcrits rares
(Cloonanet al, 2008; Sultanet al, 2008) et permet d’obtenir une gamme de mesure de
I'expression des géenes beaucoup plus vaste quedss| puces a ADN (Marioet al, 2008;
Mortazaviet al, 2008; Sultaret al, 2008). D’autre part, une autre approche basédesur
technologies de®3® génération (Analyseur Hélicos) a récemment ét&ldgpée et implique
le séquencage direct des molécules d’ARN, sansecsion préalable en ADNc, éliminant
ainsi les biais introduits lors de la synthése d@é3Nc (Ozsolak et al, 2009). Cette
technologie permet de déterminer a la fois l'idénét 'abondance des molécules d’ARNmM

en un seul processus analytique (Zhangl, 2010).

Ces dernieres années, le séquencage de transaipt@té utilisé pour diverses applications
passant par le profilage de I'expression des g@mestation des génomes), la détection de
réarrangements ou bien la découverte d'ARN nonstedala métatranscriptomique
représente ainsi un domaine clé d'investigatiomdogiques apportant des informations
essentielles sur la diversité taxonomique (ARNHpattionnelle (ARNmM) des communautés
actives et pouvant servir par exemple a identi@srconditions environnementales qui ont un

impact majeur sur le fonctionnement de ces commntésau

3. La métaprotéomique

Un intérét particulier est porté aux protéines gont des molécules vitales pour les
organismes car elles représentent les principamposant de la structure cellulaire, servent
d’enzyme catalytique dans les voies métaboliquedegbrotéines de transduction du signal
dans les voies de régulation (Grahanal, 2007). Cet intérét s’est traduit par 'apparitoes
approches de métaprotéomique qui ont pour but wfifiler et de quantifier I'ensemble des
protéines exprimées par une communauté a un indtemmé. L'importance de ces nouvelles
approches est également soulignée par le fait gsigplotéines sont des marqueurs de la
fonction biologique plus précis que les génes fonckels et leurs ARN messagers
correspondants. En effet, il faut savoir qu'il ni&& pas nécessairement de corrélation directe
entre le niveau d’expression d'un géne (quantR&Nm) et la quantité de protéines produite

(Anderson & Seilhamer, 1997; Pradet-Balade al, 2001). De méme, des épissages
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alternatifs au niveau des transcrits ou des madifios post-traductionnelles des protéines
sont susceptibles de modifier les fonctions bialogs associées aux protéines et ne sont donc

accessibles qu’en étudiant les protéines elles m@Wwémes & Bond, 2006).

La protéomique a émergé dans les années 1970 ‘avatybe des profils protéinique par
électrophorése bidimensionnelle (2-D) (O'Farref7g). Cette technique a rendu possible la
séparation des protéines issues de mélanges carspdéxxtraits cellulaires, permettant ainsi
l'analyse de la réponse bactérienne a différerteslittons de croissance (Pedersanal,
1978). Cependant, l'identification des protéinestdbngue et fastidieuse en raison d'un
manque d’informations disponibles sur les séqueng@&somiques et de l'absence de
technologies de séquencage précises et rapided gmalyse des protéines. Depuis les années
1990, la protéomique et par conséquent, la métapmutue ont fortement progressé du fait
de trois révolutions majeures: (i) l'augmentatiénorme des données génomiques et
métagénomiques constituant une base solide pdentification des protéines, (ii) les progrées
considérables dans la sensibilité et la précisies shectroméetres de masse permettant une
meilleure identification et quantification des mroies ainsi que la détermination des
modifications post-traductionnelles et (iii) les @mrations réalisées en terme de puissance
de calcul et de bioinformatique permettant le ¢éraint et I'analyse de jeux de données
substantiels (Schneider & Riedel, 2010).

Parmi les différentes techniques utilisées, latspetétrie de masse (Mass Spectrometry, MS)
est apparue comme la principale méthode permattamtractériser la présence et l'identité
des protéines dans les systemes biologiques (Cetvalt, 2007). Cependant, I'application de
cette méthode requiert une réduction préalableadmiplexité du protéome sinon le signal
relatif aux peptides majoritaires a tendance a oescelui des peptides minoritaires. Ainsi la
technique MS fait appel a deux stratégies majeurelsiant une étape de fragmentation
préalable du protéome qui peut étre réalisée aoinigeau protéinique soit au niveau
peptidique apres digestion enzymatique des praéire premiére stratégie est basée sur la
séparation des protéines ou des peptides par apboirese sur gel bidimensionnelle (2D-
PAGE) couplée a la spectrométrie de masse et landec sur la séparation des
protéines/peptides par chromatographie liquide (U@} ou bidimensionnelle suivie par la
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) (Kellelegich, 2009).
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3.1. Techniques de séparation des protéines/peptides
3.1.1. Techniques basées sur ’électrophorése

La méthode la plus utilisée est I'électrophoresiniieénsionnelle sur gel de polyacrylamide
ou 2D-PAGE (Two-Dimensional PolyAcrylamide Gel EBlephoresis), combinant une
premiére seéparation des protéines en fonction der Ipoint isoélectrique par
isoélectrofocalisation (IEF) suivie d’'une deuxiers@&paration réalisée dans une direction
perpendiculaire a la premiere, en fonction de lema&Esses apparentes par SDS PAGE
(Schneider & Riedel, 2010). Ensuite, une coloraties gels au nitrate d’argent ou au bleu de
Coomassie permet la visualisation des protéines koforme de spots. L’abondance relative
des protéines est déduite de la taille et de hisité des spots. En pratique, selon le type
d’échantillon et la sensibilité de la méthode didiion, cette technique permet de séparer un
maximum de 3000 spots (Lillegt al, 2002). Les spots protéigues peuvent ensuite étre
excisés et digérés par une enzyme avant analysesmectroscopie de masse. Une
amélioration significative de cette technologieterme de couverture et de sensibilité a été
réalisée dans les années 1990, avec I'apparitidiéldetrophorése 2D-DIGE (2-Dimensional
Differential in-Gel Electrophoresis), permettant m@rquer les différents échantillons avec

des colorants fluorescents.

Cependant, la technique des gels 2D présente déreases limites incluant la difficulté a
détecter les protéines de faible abondance, de peids moléculaire (> 200 kDa), trés
hydrophobes, tres acides (pl < 3) ou trés basidpes> 10) sans parler des protéines
membranaires rarement observées (Maminal, 2007). De telles protéines peuvent
représenter au total jusqu’a la moitié des protieeprimées par un organisme (Shen &
Smith, 2002). De méme des problémes de co-migragoprotéines et d'isoformes protéiques
empéchent d’obtenir une identification et une qtfigation précise. Enfin, cette méthode
reste difficilement automatisable, ce qui limiteties analyses a haut débit. Dans ce contexte,

des stratégies alternatives de séparations onegtloppées.

3.1.2. Techniques basées sur la chromatographie liquide

Une alternative a la technigue 2D-PAGE est la clatographie liquide (LC), une méthode de
séparation uni- ou multidimensionnelle des protioe des peptides générés par la digestion

enzymatique des protéines. Différents types de kBGvent étre distingués en fonction du
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mode de séparation des protéines/peptides utili3édge séparation peut se faire selon leur
taille (masse), leur pl (charge) ou leur hydrophi®j qui sont les trois caractéristiques
physicochimiques principales qui définissent lestgines/peptides (Shen & Smith, 2002).
Toutes les méthodes de chromatographies (gel tilira échange d’ions, interaction
hydrophobe ...) sont utilisables en analyse protéamigais afin d'augmenter le pouvoir de
séparation et la résolution finale, ces méthodes employées en général sur 2 dimensions,
avec le plus souvent une chromatographie d’échdhges (IEC) en premier ou les protéines
sont séparées en fonction de leur charge, suivieedchromatographie en phase inverse (RP-
LC) ou elles sont éluées en fonction de leur deédrgdrophobicité. La chromatofocalisation
qui est une variante de I'lEC est également trésés. Elle permet de séparer les protéines
en fonction de leur pl grace a I'établissement djuadient de pH dans la colonne au cours de

I'élution.

Les avantages de ces techniques de séparatiorenépmg le peu de matériel biologique
requis (40ug vs 200ug en 2D-PAGE) et surtout sur la meilleure gammeadyique car I'on
peut détecter, en fonction de la technique utiliséaucoup plus de protéines sur une plus
grande gamme de pl et d’hydrophobicité qu'en 2D-BAE&n effet, la combinaison des
divers modes chromatographiques a permis d’amélarze autre la détection des protéines
de faible abondance et des protéines membranaisssubles (Wolffet al, 2006) d'ou
I'intérét croissant de cette technique en protéomidoe plus, ces approches permettent un
grand niveau d'automatisation, c'est a dire uneedon en ligne de la chromatographie et de
la spectrométrie de masse permettant la généraéiamilliers de spectres de masse par heure
et facilitant ainsi grandement les analyses a hidéhit (Schneider & Riedel, 2010).
Cependant, malgré ces améliorations, ni les appeo@D-PAGE ni les approches LC-
MS/MS ne permettent une détection exhaustive méms ks petits protéomes bactériens car
on estime que seulement 20-40 % des protéomes eétre détectés et ce sans fournir
d’'informations quantitatives. Afin d'obtenir des snees plus précises du protéome, des
méthodes de protéomiques quantitatives peuvent egtrployées tels que les marqueurs
d'affinité contenant un isotope d'identificatiosdiope Coded Affinity Tags, ICAT) ou les
marqueurs isobariques (isobaric Tags for Relatimd Absolute Quantitation, iIiTRAQ)
(Hagganiet al, 2008).
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3.2. Ionisation et spectrométrie de masse

bY

La spectrométrie de masse sert a établir les mass®éculaires et la structure des
protéines/peptides. La caractérisation du compedaisen analysant les ions formés a partir
de la molécule étudiée. Les masses des peptidss aitenus expeérimentalement sont
comparées aux masses théoriques obtenues paiahgestilico des protéines présentes dans
les banques de données, ce qui permet de retrdidentité de la protéine d'intérét. Un
spectromeétre est composé de différentes partie®: source d’ions (ESI, MALDI), un
analyseur qui sépare les ions selon leur rapposseieharge (quadripble, TOF, FT-ICR) et
un détecteur qui donne lintensité des ions cooedpnt a chaque espece (Aebersold &
Mann, 2003).

Il existe deux stratégies pour séparer et identiéie protéines issues de mélanges complexes.
Le protéome peut étre étudié soit par des anakyseg-down » des protéines intactes ou par
des analyses « bottom-up » des peptides générds gigestion des protéines par la trypsine
(Chait, 2006). L’approche bottom-up est une méthpeemettant la localisation de la
répartition des peptides générés par digestionreatigjuein situ et leur structure par analyse
MS en tandem (MS/MS). Les spectres MS/MS des peptidurnissent des informations sur
leurs séquences d'acides aminés. Cependant cetteodeésouffre généralement d'une
couverture incompléte de la ségquence des protéyast pour conséquence une perte
d'informations sur les modifications post-traduatielles (MPT) (Wwet al, 2009). Une perte
d’'informations concernant les peptides de faiblenalance dans les spectres de masse
dominés par des peptides majoritaires, a égaleatérdémontrée. Par contre, la méthode top
down présente une couverture de 100 % des séqueeseprotéines permettant ainsi la
détection des protéines isoformes, des événemeotéopytiques et des MPT (Wat al,
2009). Malgré cela, cette stratégie présente aeiteb en termes de sensibilité et de débit

avec notamment des difficultés a analyser des ipesgténtactes de plus de 50 kDa.

Indépendamment de I'approche utilisée, les soutllienisation les plus fréquentes sont les
sources MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption ikation) qui permettent la formation
d’'ions par excitation laser d’une matrice contenlamalyte cristallisé (Hillenkampget al,
1991) ou une source ESI (ElectroSpray lonization) permet la formation d’ions par
électronébulisation de I'analyte (Feen al, 1989). Ces sources d’'ions peuvent ensuite étre

couplées a divers analyseurs dont les 3 princiggpes sont : I'analyseur a temps de vol
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(Time Of Flight, TOF), les trappes d’'ions (lon Trdp) ou les analyseurs a transformée de
Fourier (FT-ICR, Orbitrap). Chacun de ces analys@uésente une résolution, une sensibilité,
une gamme de précision ainsi qu'une capacité aupedes spectres de masses qui lui sont
propres. Ces analyseurs peuvent étre utilisésidwkllement ou en association dans le cas
des analyses en tandem (Domon & Aebersold, 2006hsDxe cas les peptides ionisés
initiaux, appelés ions parents, sont fragmentésars-produits avant de pénétrer dans le
second analyseur ou le rapport masse sur charghadpie sous-fragment est analysé. Cette
analyse en tandem permet de déduire la séqueneeides aminés de chaque peptide et
facilite ainsi I'identification de la protéine cespondante dans les bases de données. C’est
une méthode plus sélective et plus sensible qukliSaseule qui permet d'élucider des

structures de composeés inconnus.

La métaprotéomique est une approche qui apporteetes®ignements sur la fonctionnalité
réelle par rapport aux voies métaboliques par Hiifieation des protéines fonctionnelles
présentes (Maroet al, 2007; Bastideet al, 2009). Cependant, étant donné le nombre tres
important de protéines existantes, leurs fonctimsont pas forcément connues et ces outils,
bien que prometteurs, ne permettent d'obtenir qu'image partielle de I'activité des
communautés. De plus les méthodes actuelles neeftenh pas de réaliser des analyses
exhaustives du métaprotéome car il subsiste uneriamte sous estimation du nombre de
protéines détectées dans un échantillon du faitlidetes technologiques. D’autre part la
synthése d’une protéine et donc sa présence, néisigas nécessairement que l'activité
biologique qui lui est associée soit égalementamies L'activité biologique d’'une protéine
peut par exemple étre régulée par des modificatipost-traductionnelles. 1l est donc
nécessaire d'utiliser des approches alternativescamplémentaires (mesure directe de
I'activité, dosage des substrats et produits...) afiobtenir une vision plus précise des

fonctions biologiques présentes.

4. La méta-métabolomique

La méta-métabolomique a pour objet I'étude du méésabolome, c’est-a-dire I'ensemble
des molécules de faible poids moléculaire (métad®)li présentes dans un échantillon
environnemental. Les métabolites sont les prodfitaux des processus de régulation
cellulaire et leur synthése, transport, transforomaét/ou dégradation sont en général régulés

et catalysés par des partenaires protéiques, palesi molécules effectrices de la réponse
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biologique. L'étude des métabolites peut donc wél&é fondamentale pour confirmer ou non

I'activité biologique des protéines qui leur sosgaxiées. L'étude du métabolome s’inscrit au
méme titre que les études du transcriptome et di¢@me dans un contexte post-génomique.
La métabolomique peut étre percue comme le maiiloal de la cascade des approches
«omic » car le métabolome représente l'ultime n§god’'un systéme biologique a une

altération génétique, une pathologie ou des chaagenenvironnementaux. Le métabolome
est donc le reflet le plus proche de la fonction@at du phénotype d’'un systeme biologique
(Fiehn, 2002; Weckwerth, 2003).

Le métabolome est constitué d’'un grand nombre aeposants de différentes natures, tels
que les acides aminés, des lipides, les acidesigugss, les nucléotides, etc. Ces composés
sont également trés divers dans leurs propriétgsigures et chimiques et présentent une
grande gamme de concentrations. Par conséqudntiel'du métabolome constitue un défi
majeur pour la chimie analytique ; lI'analyse quatitie de tous les métabolites, ne peut étre
atteinte avec les technologies actuelles (Dettateal, 2007). Malgré cette limitation, de

nombreuses méthodes analytiques ont été développéppliquées.

Les études de métabolomique reposent généralementes méthodes de spectrométrie de
masse couplées a une méthodes de séparationuella ghromatographie liquide (LC/MS),

la chromatographie gazeuse (GC/MS) ou I'électrapdeor capillaire (CE/MS). La
spectroscopie par résonance magnétique nucléail®lRst également trés utilisée (Zhang
et al, 2010). Les stratégies analytiques employées d@&mtndes résultats attendus et
d’éventuelles voies métaboliques d’intérét, ellestgenéralement classées en 3 catégories :
'analyse ciblée qui est une analyse quantitatimetrée sur un petit nombre de métabolites
produit par une protéine cible, le profilage métaphe basé sur I'analyse semi-quantitative
de tous les composés appartenant a une voie oe dammlle métaboligue donnée et enfin
I'empreinte métabolique visant a comparer des sgect

4.1. La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire

La spectroscopie RMN est I'une des premiéres méthdthnalyse a avoir été appliquée avec
succes a I'étude du métabolome (Nicholsdnal, 2002; Baileyet al, 2003; Mayret al,
2005). Cette méthode est basée sur les propriétéssdnance magnétique de certains noyaux

atomique. Le principe est analogue a celui de tjeni@ par résonance magnétique (I.R.M.) :
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ces noyaux, placés dans un champ magnétique puissaoumis par intermittence a une
onde de radiofréquence, émettent un signal carstifgle. La RMN présente un certain
nombre d’avantages : elle est non destructivedegm@imple a mettre en ceuvre, robuste et
reproductible. De plus elle permet d'obtenir uneagm qualitative et quantitative d’'une
grande diversité de métabolites possédant un neyaN (*H, °C, *°F, 3'P...). Cependant,
elle reste une méthode d’analyse peu sensible ftille résolution qui nécessite une grande
quantité d’échantillon par analyse (souvent au-drlamilligramme). Il est tout de méme
possible de palier le probleme en couplant une ctiéte RMN avec une séparation

chromatographique (LC).

4.2. La spectrométrie de masse

De part sa plus grande sensibilité par rapport anédhode de spectrométrie RMN, la
spectrométrie de masse est de plus en plus utiieéene alternative pour I'analyse des
métabolites (Mayr, 2008). La spectrométrie de massmet la détection d’especes v au
cours de l'acquisition des empreintes, donnant aGéun grand nombre de classes de
métabolites, détectables a leur concentration plygigue. De plus, elle autorise
I'identification des métabolitegia I'obtention de leur masse moléculaire, avec uneigian
dépendant du type d’analyseurvid I'étude de leur spectre de fragmentation qui pedre
comparé avec celui d'un composé de référence quiniio également des informations
structurales. Ces proprietés permettent donc aefée des identificationgle novode
composeés qui ne sont pas décrits dans les basdsndées et d’atteindre une plus grande
certitude dans lidentification des composés dégrrits. Actuellement, de nombreux
métabolites mis en évidence lors d’expériences @¢almolomique n’ont pas encore été
identifiés car les bases de données métaboliquaslieas n'ont pas de librairies de spectres
exhaustives. Cela constitue une limitation majeurléexpansion de cette approche dans la
mesure ou l'identification de nouveaux composéla earactérisation reproductible de ceux
déja décrits au sein de larges jeux de donnéesuregirérequis au développement des
approches métabolomiques.

Comparé a la transcriptomique et a la protéomilpsetechnologies utilisées pour analyser les
métabolites sont moins matures, ainsi la plupag égides de métabolomique réalisées
jusqu'a présent ne sont pas encore suffisammeraustibes (en moyenne, seulement

quelques dizaines de métabolites sont identifiéss dees études) et leur précision doit
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également étre améliorée (Fiehn, 2001; Kell, 2@ascante & Marin, 2008). Cependant, ces
études ont également permis de démontrer l'intdeételles approches pour décrypter le
métabolisme des organismes et pour combler I'é&dstant entre le phénotype et le génotype

car la métabolomique est le domaine d'étude quinibua meilleure représentation du

Intéréts dapproches -OMICS

phénotype d'un organisme (Cascante & Marin, 2008).

L

<)

Les technologies « -omic » permettent d’amélioressnconnaissances sur la
dynamique et le fonctionnement des communautés widennes dans les
écosystemes, cependant chacune de ces méthodesnpeédes limites qui lui

sont propres limitant ainsi leur capacité a étre lmustives. Pour obtenir la

vision la plus précise possible il est donc nécéssde combiner ces approches
complémentaires entre elles. Bien que ces avant¢éelsnologiques permettent
de détecter et d'étudier de nouveaux microorganismdé est par ailleurs

primordial de maintenir les méthodes traditionnedl@le culture et d’isolement
qui sont indispensables a I'établissement et a térprétation des données
générées par ces nouvelles méthodes. )
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Chapitre I — Caractérisation de la
communauté bactérienne active

A. PROBLEMATIQUE ET DEMARCHE SCIENTIFIQUE

1. Contexte général

Le site minier de Carnoulés appartient ¢ commune gardoise de Saint Séba:
d’Aigrefeuille. 1l est situéau sud du Massif Central et appartient a la bordouétallifere

cévenole, a environ 80 kau nor-est de Montpellier et a 10 km a I'ouelsfles (Figure 13).

Massif
central

Carnoules

= Lyon

<
Montpellier MEDITERRANEAN é-?
200 km Marseille 50 km SEA | & 5 km Gardon river

Figure 13: Localisation géographique de la mine de Carn

Le site géologique est majoritairement constitialadist (résultant de la roche gneissique
Cévennes, érodée au Trias infér renfermantdes minerais de zinc, de plor de fer et
pouvant contenir jusqu’'a % d’arsenic. L'exploitationdu plomb et du zinde la mine de
Carnoules a début partir de 1883 p la concession de Saint Sébastien d’Aigrefeuilles
différentes sociétés se sont succédées jusqu’ef. 183cette époque, I'exploiion en
galeriess’est arrétée en raison des difficultés de traitereéde la chute du cours plomb.
De 1951 a 1962, le groupe Penna-Métaleurope a repriBexploitation de maniere pl
intensivea ciel ouvert et en carriere avec d'importetonnages journaliel En 1962, la mine

n’était cependant plus rentable et I'exploitata ferméle 24 octobre 196

L’exploitation de cette mina généé environ 1,2 Mt de déchetsajoritairement constituée

sables a pyrite tres fins (30n) contenant i % de quartz et entre 5 et % de pyrite qui
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contient de 1 a 4 % d’arsenic (Leblastcal, 1996). Au fond du stock, se trouve du matériel
ferrugineux relativement grossier (200 um) et fmeat oxydé. Ce stock de déchet, confiné
derriére une digue, a une épaisseur de 10 & 24stend sur une surface de 5500 tine
couche d'argile de 0,3 m a été ajoutée afin de prenun recouvrement végétal limitant la
dispersion des sables. Les eaux d'infiltrationpgucolent a travers les déchets, émergent a la
base de la digue et constituent la source initlaieReigous. Ce ruisseau qui draine le site
minier du nord au sud est acide (pH~3) et richdéeerdissous, sulfate et arsenic (500-1000,
2000-7700 et 100 & 350 mg*Lrespectivement) (Leblaret al, 1996; Casioet al, 2003a).

Le Reigous se jette a 1.5 km de 1a, dans la riviar®us, elle-méme affluent du Gardon
d’Anduze (Figure 14). En aval de la confluence BeggAmous, la qualité écologique de
I’Amous est grandement détériorée, il n'y a plustdees d’organismes supérieurs et de vie

piscicole sur plusieurs kilometres.

(As)Pyrite-Galena-Barite
mineralisation hosted by
Lower Triasic conglomerates

Carnoulés # Tailings Stock

N _ (As)pyrite-rich
ez " sandsand silts

Figure 14: Topologie du DMA de CarnouléesEn rouge sont indiqués les sites
d’échantillonnages. S5 : au centre du stérile miniea été placé un piézometre. S1 : a la source
du Reigous. COWG : a 30 m de la source. GAL : arbh5fe la source. CONF : a 1,5 km de la
source, juste avant la confluence entre le Reigbldmous
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Ce site fournit un exceptionnel exemple d’adaptatie la vie a un environnement extréme.
En effet, en plus d’avoir un pH acide, il présetés concentrations en As considérables (de
100 & 350 mg 1) dans le Reigous, qui ont méme atteint des valparsni les plus
importantes au monde (jusqu'a 10 g)Ldans le stock de déchets miniers (Casibgl,
2003b) C’est pourquoi, ce site, considéré commesitm atelier, est étudié depuis une
quinzaine d’années a la fois d’'un point de vue pénirjue (Leblancet al, 1996; Casiott

al., 2003a, 2003b, 2009) que microbiologique (Duquesinel, 2003; Morinet al, 2003;
Bruneelet al, 2005, 2006, 2008, 2011; Bertet al, 2011). Ce site présente eégalement un
intérét particulier car des études ont montré k&s@nce d’'un phénomeéene de remédiation
naturelle du milieu avec une atténuation de la amimation le long du continuum. Les
concentrations en arsenic atteignent en effet jasg00 mg L* (Bruneelet al, 2006) a la
source alors que 1500 metres plus loin les valsang proches de celles imposées par les
normes européennes pour les eaux de consommathn(@ L* - Directive européenne n°
98/83/CE). Plus précisément, il a été montré ques des 30 premiers métres du Reigous,
I'oxydation du Fe(ll) conduit a la co-précipitatiate 20 a 60 % de I'As dissous et génere
ainsi des sédiments riches en fer et en sulfatedgeoant jusqu'a 22 % d’As (Casiet al,
2003b; Egalet al, 2010). Le Reigous présente des variations sais@m fortement
marquées : en période d’étiage, les sédimentsiassglaccumulent mais, en période de fortes
pluies (printemps, automne), les sédiments sordédr@t transportés, entrainant une forte
augmentation du flux d’arsenic avec un transposemsellement sous forme particulaire.
Ainsi, les conditions météorologiques, en partmulila pluviométrie, influencent
considérablement la dynamique écologique de ce dgenilieu, modifiant les conditions
physicochimiques dans le temps (Edwaetsal, 1999). Les variations des conditions
physicochimiques au sein d'un méme DMA montrenalBément un gradient a la fois spatial

et temporel sur le continuum.

Plusieurs souches dehiomonaset d’Acidithiobacillus ferrooxidansont été isolées a partir
des eaux du Reigous. Sur la base d’expériencezbdeatoire, il a été montré que certaines de
ces bactéries pourraient contribuer a I'oxydatiarfat et la co-précipitation de I'As (Bruneel
et al, 2003; Casiotet al, 2003a; Morinet al, 2003; Egalet al, 2010). Des analyses
préliminaires ont montré que les ADN de ces dewtdraes sont présents dans le Reigous,
ainsi que celui deGallionella sp, de Thiobacillus sp. et de certaines bactéries sulfato-

réductrices (Bruneadt al, 2006). Il a été montré qu&. ferrugineaétait capable de diminuer
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efficacement les concentrations en As (lll et Vhsldeau par co-précipitation avec le fer
(Katsoyiannis & Zouboulis, 2004). Cet organisme rpaiti donc aussi jouer un rdle trés
important dans le processus de remédiation obsawéein du Reigous. La présence
d’Archaea a également été détectée dans le Reiffeersoplasma acidiphilumet des
séquences affiliées a deehermoplasmatalesion cultivés), de méme que celle d'un
microorganisme eucaryotBuglena mutabiligCasiotet al, 2004; Bruneekt al, 2006). Au
niveau du piezometre S5, situé au cceur du sténiemn(ou a lieu le biolessivage), on trouve
parmi les bactéries une majorité de bactéries tedtEaluctrices, comm®esulfosarcina
variabilis mais également descidithiobacillus ferrooxidanset des bactéries du genre
Thiobacillus Parmi les Archaea on trouve une tres large ni@jode Ferroplasma
acidiphilum microorganisme oxydant le fer et connu pour sile dans la génération des
DMA (Baker & Banfield, 2003).

2. Opbijectifs de I’étude

Un certain nombre d’études ont donc déja été emdissur cet écosysteme mettant en
évidence la présence de diverses communautés necrnas et ont apporté des informations
indispensables a la compréhension des processggdoinimiques intervenant dans cet
environnement particulier. Cependant, il s’agissgénéralement d’études sporadiques
réalisées sur un nombre restreint de point d’édlamage et de date de prélevement, ce qui
n'‘a pas permis la prise en compte de [I'évolutioratispemporelle des contraintes

physicochimiquesn situ. De plus, la majorité des analyses ont été efésstuwdans I'eau et

non pas dans les sédiments, lieu de stockage, qusnoins pérenne, des métaux et
métalloides précipités. D’'autre part, parmi lestéaes détectées, il faut souligner que toutes
ne sont pas fonctionnellement actives et il serdblec primordial de pouvoir différentier les

cellules bactériennes mortes ou inactives desleslfonctionnelles.

Ainsi, afin d’améliorer nos connaissances sur ledité taxonomique et d’identifier les
communautés bactériennes actives dans cet envimmme extréme, deux approches
complémentaires ont été utilisées dans le cadr@ed’premiére étude. Un inventaire
taxonomique basé sur les genes codant pour I'ARISrd permis d’identifier les populations
bactériennes présentes dans I'eau et les sédinmatisconstituant la part expérimentale de
mon travail dans cette analyse. En paralléle, ppeoghe de métaprotéomique a été mise en

place et a permis de mettre en évidence les espetiess dans les sédiments.
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B. RESULTATS

Les analyses taxonomiques des banques de génest qual&r I'ARNr 16S ont permis
d’identifier un total de 17 espéces bactériennad deulement 7 genres se sont révélés étre
présents a la fois dans I'eau et dans les sédimesislupart des ces bactéries étaient affiliees
a des g-protéobactéries telles qu8allionella ou Thiomonasmais également a deg
protéobactéries e(g. Acidithiobacillus ferrooxidans des ao-protéobactéries e(g.
Acidiphilium), des d-protéobactériese(g. Desulfomonile limimaris des Nitrospira (e.g.
Leptospirillum ferrooxidans desActinobacteriaet desFirmicutes Il s’agit majoritairement
d’especes trouvées communément dans les DMA (B&kganfield, 2003; Hallberg, 2010).
La diversité relativement faible mise en évidenaagicet écosystéme, résultant probablement
de la concentration élevée en composés toxiquest gvélée cohérente avec des études
antérieures indiquant que la biodiversité des emuctes minieres se limite principalement a

des bactéries spécialisées (Ratval, 2007).

D’autre part, dans les deux compartiments analysas,et sédiment, les bactéries détectées
étaient principalement impliquées dans les cyclesfat, de I'arsenic et du soufre. Les
bactéries impliquées dans [I'oxydation du Fe(ll) igkta affiliées a Gallionella,

A. ferrooxidang Ferrimicrobium Leptospirillum Sideroxydans lithotrophicuset Ferrovum
myxofacienslors que la réduction du fer a été mise en écel@our les bactéries des genres
Acidiphilium spp., Acidocellg Desulfuromonas svalbardensi®hodoferax ferrireducens

A. ferrooxidans et Ferrimicrobium acidiphilum Concernant le cycle du soufre, des
populations capables d’oxyder des composés soufoéganiques ont été mise en évidence
telles queThiobacillus Thiomonasou A. ferrooxidans Des bactéries sulfato-réductrices
comme Desulfomonile limimarisou Desulfuromonas svalbardensint également été

identifiées et pourraient étre impliquées dan®l@asommation du sulfate.

Au total 89 protéines ont été identifiées par lealgses de métaprotéomique, dont seulement
44 %, soit 39 protéines, étaient issues des bastéGette étude a permis de caractériser
plusieurs protéines de ménage, c'est-a-dire deéipesnécessaires au fonctionnement de la
cellule et qui ne doivent pas, en conséquence,r jalee roles spécifiques dans cet
environnement. Des protéines impliquées dans le am&me de détoxication du
formaldéhyde ainsi qu'une protéine externe Orpumd protéine de fonction inconnue ont

également été mises en évidence. Enfin, plus daodiéié des protéines identifiées étaient
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similaires aux chaperonines GroEL et ont servi tifotaxonomique pour identifier les
bactéries fonctionnellement actives dans I'ensendelda communauté. En effet, le gene
groEL est conservé au sein des procaryotes et présertggnes spécificités qui en font un
bon marqueur phylogénétique. Les données ainsinobteont permis de révéler pour la
premiére fois I'expressioin situ de protéines par les bactéries appartenant auregen
Gallionella, ThiomonasA. ferrooxidansetAcidiphilium

C. DISCUSSION ET CONCLUSION

Peu de protéines bactériennes ont été identifiaes dette étude et la majorité appartenaient
aux 4 genres cités précédemment. Ces résultatpeavablement dus en partie aux limites
technologiques propres a I'approche de métaprotmeniEn effet, la technique utilisées(
I'électrophorese bidimensionnelle) ne permettadefitifier que les protéines cytoplasmiques
les plus abondantes. C’est pourquoi, certaine®pres susceptibles d’étre exprimées dans cet
écosysteme, telle que la rusticyanine, une protémeenbranaire issue Al ferrooxidans
connue pour étre impliquée dans I'oxydation du lreffont pas pu étre détectées dans cette
étude. Cependant, il est intéressant de noter gqu'atude postérieure utilisant la
chromatographie liquide couplée a la spectrométee masse (LC-MS/MS) a palié ce
probléme et permis la mise en évidence de cetteipeo(Bertinet al, 2011). D’autre part, il
faut noter que la plupart des bactéries présermtes cket écosystéme n’'ont pas été cultivées ni
étudiéesn vitro jusqu’a présent. Ainsi, leurs séquences génomigu@sr consequent leurs
séquences protéiniques indispensables a I'ideatiific par spectrométrie de masse, ne sont
pas forcément disponibles dans les bases de donmmdldfjues. L'ensemble de ces
constatations souligne donc les faiblesses de apfieoche qui ne permet a ce jour d’obtenir
gu’'une image partielle de I'activité des communawtémme nous I'avons vu dans la partie

synthese bibliographique (paragraphe C.4).

Cependant, la combinaison entre I'approche métépnoique et I'approche génomique a
toutefois permis de mettre en évidence la présateebactéries connues pour leurs
implications dans le cycle du fer, de I'arseni@etsoufre ainsi que leur activité métabolique
via I'expression active de protéines. Ces résultatboreent donc I'’hypothese selon laquelle
ces bactéries pourraient étre fortement impliquides le processus de remédiation obsirvé
situ. En effet, la grande quantité de sédiments cagstitd’hydroxysulfate de Fe(lll)-As(V)

observée sur ce site serait probablement le résldtBactivité conjointe de microorganismes
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oxydant le fer tels qué. ferrooxidans Alicyclobacillus ferrooxidansFerrimicrobium ou
Gallionella et de microorganismes oxydant l'arsenic tel dueomonassp.. De plus, les
microorganismes autotrophes oxydant Fe, As et &esdrsusceptibles de fournir les sources
de carbone nécessaires a la croissance des hépéiegrcommdcidiphilumprésent dans cet

écosysteme.

En conclusion, les résultats obtenus ont soulin®gobrtance des approches de génomique
fonctionnelle pour la description des communaui@stdrsiennes comme celles présentes au
sein de ce type d’environnement extréme et podétarmination, du moins en partie, de leur
contribution aux processus de remédiation natureditu. L'ensemble de ces données ont
donc permis une meilleure compréhension du fonogarent de cet écosysteme et il semble
indispensable d’utiliser des approches similairassdes études futures afin de (i) compléter
les données obtenues sur les processus fonctioanésuvre dans cet écosysteme et (ii)
déterminer le role joué par les bactéries actiessnhoins abondantes qui ont été identifiées

dans cette étude.
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Abstract Acid mine drainage of the Carnoulés mine
(France) is characterized by acid waters containing high
concentrations of arsenic and iron. In the first 30 m along
the Reigous, a small creek draining the site, more than 38%
of the dissolved arsenic was removed by co-precipitation
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16S tRNA encoding gene library analysis. Based on the
results obtained using a metaproteomic approach on sedi-
ments combined with high-sensitivity HPLC-chip spec-
trometry, several GroEL orthologs expressed by the
community were characterized, and the active members of
the prokaryotic community inhabiting the creek sediments
were identified. Many of these bacteria are [-proteobacteria
such as Gallionella and Thiomonas, but ~-proteobacteria
such as Acidithiobacillus ferrooxidans and a-proteobacteria
such as Acidiphilium, Actinobacteria, and Firmicutes were
also detected.

Introduction

Acid Mine Drainage (AMD) is one of the most serious forms
of water pollution in industrial and post-industrial areas
worldwide [38]. AMD is generated when the wastes from
the mining and processing of sulfide ores (such as pyrite or
arsenopyrite) come into contact with oxygenated water [5].
AMD is often characterized by pH values of 2—4. Such
waters generally contain high levels of iron, toxic metals
(such as aluminum, manganese, lead, cadmium, and zinc),
and metalloids (arsenic) [5, 32, 48]. AMD can still occur
hundreds of years after mine closure and tens of thousands of
kilometers of groundwater, streams, lakes, and estuaries
throughout the world have been directly impacted [40]. In
several cases of AMD, natural remediation has been
observed, as for example at the Carnoulés site in France
and the Rio Tinto site in Spain [18, 53]. In such AMD, toxic
compounds are accumulated in sediments consisting of a
variety of iron (oxyhydr)oxides and hydroxysulfates such as
jarosite, schwertmannite, and ferrihydrite [48]. Natural
remediation of metal pollutants is generally due to the
occurrence of abiotic reactions and/or microbial activities
that make these toxic compounds insoluble and lead them to
accumulate in sediments [32, 40]. This toxic compound
precipitation processes mainly involve the oxidation and
precipitation of iron, which is often the main soluble metal
present in AMD, and the adsorption of other metals and
metalloids by the ferric minerals formed [32, 51]. Indeed,
many elements such as Sr, Cs, Pb, U, and As show a strong
affinity for solid iron oxide [18, 27, 48]. Abiotic oxidation of
Fe(Il) proceeds very slowly in acidic (pH 3.5) waters [51]. In
contrast, iron-oxidizing bacteria catalyze the reaction and
thus accelerate the formation of solid iron oxide [32, 41, 51].
In addition, several bacteria contribute to the immobilization
of arsenic via their ability to oxidize this metalloid [6, 14, 18,
22, 48], arsenate (As(V)) being adsorbed more strongly than
arsenite (As(IIl)) by Fe(IIl) oxides and hydroxides at acidic
pH levels [10]. Thiomonas strains show a high arsenite
oxidation capacity, and these metabolic activities have been
extensively analyzed under laboratory conditions [6, 14, 22].
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However, to be able to develop remediation processes and/or
optimize existing processes, further knowledge is required
about how these bacteria function in situ. In particular, it is
of crucial importance to determine which bacteria are viable
and active in such ecosystems.

The AMD of Carnoulés mine in Southern France is a
highly suitable site for analyzing how microorganisms
contribute to the transformation of metals and metalloids in
situ, since efficient natural remediation processes are known
to occur at this site [12, 18]. This former mine generated
around 1.2 Mt of tailings containing 0.7% Pb, 10% FeS,,
and 0.2% As. Water percolating through the tailings forms
the head of the Reigous creek. This creek is acidic (pH
around 3) and highly contaminated with As (100 to
350 mg L"). The behavior of As and Fe in the Reigous
creek has been intensively studied [18, 23, 48]. In the creek
spring, As(III) is the main As species present and Fe occurs
in the form of Fe(I) [18]. Along the first 30 m of the creek
(about 1 h residence time), the oxidation of Fe(Il) leads to
the co-precipitation of more than 38% of the dissolved As
[18, 23]. Arsenic accounts for up to 22% of the total dry
weight of the sediments formed along the first 10 m along
the creek. In the wet season, approximately 30 m down-
stream of the spring, these sediments are mainly composed
of As(IIT)-Fe(Ill) oxyhydroxysulfates, whereas As(V)-Fe
(IIT) oxyhydroxysulfates compounds predominate during the
dry season [48]. Because of the very high molar As/Fe ratio
(up to 0.3) existing in the dissolved phase of the Carnoulés
creek, the mineralogical content of the sediments differs
significantly from that classically observed at most AMD
[47], especially along the first 50 m of the creek. Several
strains of Thiomonas and Acidithiobacillus ferrooxidans
have been isolated from Reigous creek waters, and based
on the results of laboratory experiments, it has been
suggested that these bacteria may contribute to the oxidation
of Fe(Il) and the co-precipitation of As [14, 18, 21-23, 48].
Preliminary analyses have shown that the DNAs of both
bacteria are present in the Reigous creek, as well as that of
Gallionella sp., Thiobacillus sp., and some sulfate-reducing
bacteria [12]. Archaea have also been found to occur in the
Reigous creek (Ferroplasma acidiphilum and sequences
affiliated to uncultured Thermoplasmatales archaeon) as well
as a eukaryotic microorganism, Euglena mutabilis [12, 13,
15]. However, the bacterial population inhabiting the As-rich
Reigous sediments has never been characterized so far. It,
therefore, seemed to be necessary not only to identify the
bacteria present in this creek but also to determine which
members of this community are viable and, therefore,
perform metabolic activities in situ.

The aim of this study was to describe the bacterial
populations occurring in both the sediments and waters at
the disused Carnoulés site and to identify the bacteria at
work. For this purpose, three complementary approaches
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were used. First, chemical and mineralogical studies were
performed in order to determine the arsenic species present.
A 16S rRNA encoding gene library was then analyzed in
order to identify the bacterial population present in the
creek sediments and waters. Lastly, based on the findings
obtained using a metaproteomic approach combined with
high-sensitivity mass spectrometry methods, the active
species inhabiting the sediments were identified.

Methods
Sampling and Analysis

Samples were collected from Reigous creek in April 2006
at COWG station located 30 m downstream from the
spring. This sampling was part of a long-term monitoring of
the physicochemistry of the Reigous Creek water [23]. The
main physicochemical parameters (pH, temperature, and
dissolved oxygen concentrations) were measured in situ at
this sampling point. The 5-cm deep sediments on the
bottom of the creek and a thin column (less than 10 cm) of
running water covering the sediments were sampled. Solid
samples were removed with a sterile spatula from the
surface of the sediments. Water samples (300 ml) were
immediately filtered through 0.22 um Millipore membranes
fitted on Sartorius polycarbonate filter holders (for water
chemical analysis) or through sterile 0.22-um Nucleopore
filters that were then transferred to a collection tube (Nunc),
frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C until DNA
extraction (for 16S rRNA encoding gene analysis). Sam-
pling was repeated three times. For total Fe and As
determination, filtered water was acidified to pH=1 with
HNO; (14.5 M) and stored at 4°C in polyethylene bottles
until analysis. For As and Fe speciation, a 10 pl aliquot of
filtered sample water was added to either 0.5 ml of 5% (v/v)
0.25 M EDTA solution for As speciation [7] or a mixture of
0.5 ml acetate buffer (pH 4.5) and 1 ml of 1,10-
phenanthrolinium chloride solution for Fe speciation [50].
The vials were completed to 10 ml with deionized water.
The samples used for arsenic speciation and Fe(Il) and
sulfate determination were stored in the dark and analyzed
within 24 h.

Chemical Analysis

The determination of total dissolved As was performed by
ICP-MS using Thermo X7 series with a conventional
external calibration procedure. Indium was used as internal
standard to correct for instrumental drift and possible
matrix effects. It was not necessary to correct interference
with chloride because of the extremely high As levels
present. Certified reference material SLRS-4 (freshwater

samples) was used to check analytical accuracy and
precision. The results showed that the recovery rate
obtained was within +5%.

Analyses of inorganic arsenic species (As(Ill), As(V))
were carried out using anion-exchange chromatography
(25 cmx4.1 mm i.d. Hamilton PRP-X100 column with
Varian ProStar gradient solvent delivery system) coupled to
a hydride generation (VGS 200, FISONS, France) with an
atomic fluorescence spectrometry detector (Excalibur,
PSAnalytical, GB) [17]. The detection limit obtained was
172 ng L™" for As(Ill) and 458 ng L' for As(V), with a
precision better than 5%. Total dissolved Fe was deter-
mined by flame atomic absorption spectrometry. Fe(Il)
concentration was determined using colorimetry at 510 nm
after complexation with 1,10-phenanthrolinium chloride
solution in buffered samples (pH 4.5) [50] (detection limit:
11 ug L™'; precision better than 5%). Sulfate concentration
was determined after precipitation of BaSO, with BaCl,
and spectrophotometric measurement at 650 nm [50].

Solid Sample Characterization

XAFS data were gathered on the laboratory samples and
the sample taken at COWG on April 2006, at 10 K in
transmission mode on a bending magnet D44 at the LURE
synchrotron (Orsay, France), and in fluorescence mode on
the 11-2 wiggler beamline at SSRL (Stanford, CA),
respectively. Experiments and data reduction were previ-
ously reported [48, 49].

DNA Isolation, 16S rRNA Encoding Gene Cloning,
Restriction Analysis, and Sequencing

Genomic DNA was extracted in triplicate from filtered
water and sediments using the UltraClean Soil DNA
Isolation Kit according to the manufacturer’s recommenda-
tions (MoBio Laboratories Inc., USA). These triplicates were
pooled before PCR amplification. All the genomic DNA
samples extracted were stored at —20°C until further process-
ing. Bacterial diversity was analyzed by cloning PCR
amplified 16S rRNA encoding genes. Bacterial 16S rRNA
encoding genes were amplified with 8F (5'-AGAGTTTGA
TCCTGGCTCAG-3") and 1489R primers (5-TACCTTGT
TACGACTTCA-3') [43, 57], as previously described [12].
These PCR products were cloned into Escherichia coli TOP
10 strain using the pCR2.1 Topo TA cloning kit (Invitrogen,
Inc.). Cloned 16S rRNA encoding gene fragments were re-
amplified using the primers TOP1 (5'-GTGTGCT
GGAATTCGCCCTT-3") and TOP2 (5'-TATCTGCAGA
ATTCGCCCTT-3’) that anneal to the vector and surround
the inserted PCR fragment and then digested with Haelll or
Hinfl enzymes. Restriction profiles were analyzed using
2.5% agarose gel electrophoresis (small fragment resolution
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agarose; QA agarose, QBiogeéne, Inc.). Around 200 clones
from each library were analyzed and grouped according
to the RFLP patterns obtained. PAST (Paleontological
STatistics v 1.19) software from the website http://folk.
uio.no/ohammer/past/ was used to calculate different
diversity indices (rarefaction analysis, taxa, total clones,
singletons, dominance, coverage, shannon, equitability,
and simpson, Table 1) for each clone library. The total
number of clones obtained compared with the number of
clones representing each unique phylotype was used to
produce the rarefaction curves. Coverage values were
calculated to determine how efficiently the libraries described
the complexity of a theoretical community such as an original
bacterial community. The coverage [29] value is given as C=
1—(n/N) where n; is the number of clones that occurred
only once in the library. Rarefaction analysis showed that the
curves generated were near saturation (data not shown) and
consistent with the high coverage values of the two clone
libraries (97.8 for the sediment and 98.6 for the water). This
indicated that the clone libraries were sufficiently sampled.
Partial sequences of the clones from dominant groups
were determined by the dideoxy nucleotide chain-
termination method using the BigDye 3.1 kit (Applied
Biosystems) on an ABI PRISM 3730XL Genetic analyzer
(Applied Biosystems). The PINTAIL program [4] was used
to check the presence of chimerae. Sequences were also
examined manually for chimerae, which were excluded
from further analyses. These sequences were compared
with known sequences (NCBI database) using the BLAST,
ALIGN, and CLUSTALW programs [1, 26, 55]. All
sequence data obtained were submitted to the EMBL
databases under accession numbers (FR676963-FR677013;
AMO88784-AM988794; AMI88796; AMI88798;
AMO988801-AM9I88805; AMI8ER07-AMIBEL09).

Preparation of Protein Extracts and Gel Electrophoresis
Analysis

Prokaryotes were separated from sediments and eukaryotes
using a Nycodenz density gradient. It should be noted that
the main population determined from the DNA directly
extracted from sediments was similar to that identified after
Nycodenz treatment (data not shown), which suggests that
this treatment did not result in enrichment of the sample by
any particular microorganisms. Ten grams of sediments

were washed in 10 mL of saline buffer and agitated
overnight at 4°C. After 10 min of decantation, 7.5 mL of
supernatant were added without mixing to 17.5 mL of
Nycodenz solution (Axis-Shield, Dundee, Scotland), and
then centrifuged for 30 min at 10,000xg. The cellular
fraction (nycodenz/sample interface) was removed and
washed by adding two volumes of NaCl 0.9% and
centrifuged for 15 min at 10,000xg at 4°C. Proteins were
extracted from this cellular fraction as previously described
[58], further purified using the 2-D Clean-up kit (GE
Healthcare), and resuspended in rehydration buffer
(364 ¢ L' thiourea, 1,000 g L ! urea; 25 g L' CHAPS,
0.6% v/v IPG buffer Pharmalyte, 10 g L™ of DTT, and
0.01% bromophenol blue). Protein concentrations were
quantified using the 2-D Quant kit (GE Healthcare). These
proteins were separated by 2-D gel electrophoresis as
previously described [58] and finally stained with silver
nitrate. Gels were analyzed using an Image Scanner,
LabScan v 3.0 (GE Healthcare), and the ImageMaster
2D platinum software program (v. 6.01, GE Healthcare).
The spots selected were cut out of the 2-D gels and stored at
—20°C. Eighty-one spots were analyzed by performing
nanoL.C-Chip-MS/MS.

In-Gel Digestion, Mass Spectrometry Analysis, and Protein
Identification

Unless otherwise specified, all chemicals were obtained from
Sigma (St. Louis, MO, USA). In-gel digestion of gel spots
was performed as previously described [58]. The resulting
peptides were analyzed by performing nanoLC-MS/MS on
an Agilent 1100 Series HPLC-Chip/MS system (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA) coupled to an HCT Ultra ion
trap (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). The MS/MS
data were analyzed using the MASCOT 2.2.0 algorithm
giving a maximum of one missed cleavage, with a mass
tolerance of 0.5 Da for MS and MS/MS data and
carbamidomethylation of cysteines and oxidation of methio-
nines were specified as the variable modifications. MS/MS
data searches were performed against two in-house generated
databases. The first database was composed of the protein
sequences of all the organisms related to the groups
identified by performing 16S rRNA encoding gene analysis
on the Reigous creek sediments and water (a-, (-, J-,
and ~-proteobacteria, Bacilli, Clostridia, Actinobacteria,

Table 1 Diversity indices calculated from the two clone libraries in sediment and water at the Carnoulés mine drainage creek

Clone library Taxa  Total no. of clones  Singletons Dominance (D)  Coverage (C)  Shannon (H)  Equitability ~ Simpson (1-D)
Sediments 15 229 5 0.5503 97.8 1.146 0.4231 0.4497
Water 18 221 3 0.2551 98.6 1.949 0.6744 0.7449
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Nitrospira), as well as unclassified bacteria from http://beta.
uniprot.org/, Thiomonas sp. from http://www.genoscope.cns.
fr/ (FP475956-FP475957), Euglenozoa, and Viridiplantae.
The second database included all bacterial and archaeal
GroEL chaperonins (12501 and 291 sequences, respectively)
extracted from the Uniprot database (http://www.uniprot.org/
uniprot).

To assess the false positive rate in the protein identifi-
cation, a target-decoy database search was performed [25].
With this approach, peptides are matched against a database
consisting of the native protein sequences detected in the
database (target) and the sequence-reversed entries (decoy).
Protein identification was confirmed when at least two
peptides with a minimum Mascot ion score of 30 were
detected. In the case of one-peptide hits, the score of the
unique peptide had to be greater than the 95% significance
Mascot threshold level. All the proteins identified were
added to the “InPact” proteomic database developed at our
laboratory (http://inpact.u-strasbg.fr/~db/) [8].

Phylogenetic Analyses

A search for GroEL homologs and 16S rRNA encoding
sequences was carried out in the Uniprot and NCBI
databases, respectively. A total number of 530 reviewed
GroEL bacterial sequences were retrieved from the RefSeq
database. These sequences were 500—550 amino acids in
length. Only one sequence representative of each genus
(259 sequences in all) was kept. GroEL and 16S rRNA
encoding sequences were aligned using ClustalW [55].
Alignments were checked by hand and positions with more
than 1% of gaps were automatically removed. Neighbor-
joining trees were constructed with 185 amino acids in the
case of the GroEL sequences and with 310 nt in that of the
16S rRNA encoding sequences. Trees were drawn up using
the iTOL website (http://itol.embl.de/) [44].

Results and Discussion
Physical and Chemical Characteristics of Samples

The physicochemistry of the Reigous Creek water at the
time of sampling was typical of that revealed during the
long-term monitoring study [23]. The water sample was
acid (pH=3.28) and moderately oxygenated (dissolved
oxygen concentration=3.5£0.5 mg L'); it contained
extremely high concentrations of SO4* (2700+
300 mg L"), Fe (620£30 mg L"), and As (140+
4 mg L"), with a large predominance of Fe(Il) (90+10%
of total Fe concentration) and equal proportion of As(III)
and As(V). The removal of As during the course of the
Reigous Creek from its source to the sampling station

COWG reached 38%, corroborating the typical removal
rates measured during the long-term monitoring study [23].
The pale-yellow loosely packed sediments previously
observed during the dry season at the sampling point
chosen in this study (COWG ~30 m downstream of
the spring), consisted of an amorphous Fe(Ill)-As(V)
hydroxysulfate mineral with an As/Fe molar ratio of 0.5
to 0.6 [48]. However, various other biominerals may be
formed from dissolved Fe(Il) and As(II) [47, 48]. The
exact nature and structure of the sediment sample studied
was, therefore, further investigated. X-ray powder diffrac-
tion (data not shown) and X-ray absorption spectroscopy
data obtained at the As—K edge (Fig. 1) showed that arsenic
was present in these samples in an amorphous Fe(Il)-As
(V) hydroxysulfate phase as previously observed [48].
These analyses showed that despite the presence of a minor
As(IIT) impurity, the oxidized arsenic form As(V) predom-
inates in this sediment (Fig. 1a). In a previous study, it has
been shown that the catalytic oxidation of As(IIl) by
Thiomonas sp. strains accelerates such As—Fe precipitation
process [48]. Therefore, using extended X-ray absorption
fine structure analysis at the As—K edge (Fig. 1b), the
structure observed in our samples was compared with that
of the minerals obtained after As(IIl) oxidation by the
Thiomonas sp. strain B2 in bioassays in which sterilized
Carnoules Creek water was used [48]. These comparisons
(Fig. 1b, c) showed that the molecular structure of the
amorphous Fe(IlI)-As(V) hydroxysulfate phase observed in
these sediments was similar to that of the Fe(IIl)-As(V)
hydroxysulfate obtained in the presence of Thiomonas,
further supporting its role in situ.

Composition of Bacterial Communities in Reigous Creek
Water and Sediments

Two 16S rRNA encoding gene libraries were constructed
(Table 2), containing 229 clones in the sediment library and
221 in that of the water library. The Shannon index (see
“Methods”) and equitability values were greater in the
water library than in the sediment library (Table 1), which
suggests that the bacterial diversity was lower in the
sediment than in the water samples. Eleven different
species were identified in the sediments and 13 in the
water (Table 2, Fig. 2).

Several of the bacteria identified in the present study in
both the waters and the sediments have been previously
detected in the Reigous waters [12, 14, 15, 18, 21, 22].
Classified first by abundance order, several sequences were
affiliated to Thiobacillus sp. ML2-16. This bacterium
has been frequently reported to occur in AMD [5].
The presence of several strains affiliated to this
proteobacteria is in agreement with the results of previous
studies and shows that these bacteria persist in this
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Figure 1 X-ray absorption spectra at the As—K edge of the sample,
(COWG April 11, 2006,) showing similarities with the X-ray
amorphous Fe(III)-As(V) hydroxysulfate phases obtained after incu-
bating sterilized Carnoulés water with the Thiomonas sp. strain B2
isolated at the site [48]. These phases reached a molar As/Fe ratio of
0.8, as described in [48]. a Linear least-squares fitting of XANES data
showed that the largest arsenic fraction (90+2%) was in the As(V)
oxidation state. A small arsenic fraction (10+2%) was in the As(III)
oxidation state, which resulted in a slight decrease in the amplitude in
the EXAFS spectrum. b Shell by shell fit of the EXAFS spectra in k-

ecosystem [12]. Secondly, bacteria affiliated to Gallionella
capsiferriformans were detected in both the water and
sediments. G. capsiferriformans is an oxygen-dependent
ferrous iron-oxidizing bacterium that grows at circum-
neutral pH [59]. Relatives of Gallionella, such as G.
ferruginea in particular, have often been detected, some-
times as the dominant group in microbial mine water
communities, including Carnoulés [12, 33-35]. Bacteria
related to At. ferrooxidans as well as Thiomonas strains
have been previously isolated from this site [14, 18, 21,
22]. At. ferrooxidans, which was the first microorganism to
be isolated from an acidic leaching environment, occurs
ubiquitously in AMD, as does Thiomonas [32]. In addition
to these groups, other species that have not previously been
described at this site were detected in this study. Some of
these species were found to occur in both sediments and
water. For example, bacteria affiliated to the Firmicutes
Alicyclobacillus sp. BRG 73 were identified. This genus,
found in AMD [5], is characterized by moderately
thermophilic, acidophilic, strictly aerobic, and endospore-
forming bacilli [30]. Likewise, bacteria related to “Ferrovum
myxofaciens” PSTR were detected in both the waters and
sediments. “Ferrovum myxofaciens” is an autotrophic iron-
oxidizer which predominates in some AMD and is able to
grow litho-autotrophically, using ferrous iron as an electron
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space for the COWG sediment sample and the Thiomonas sp. strain
B2 precipitate sample. ¢ Corresponding Fourier transforms of the
experimental and fit curves. Dotted lines experimental; solid lines
fitting curves. The local structure of both the COWG and the
laboratory Thiomonas sp. samples includes bidentate arsenate—
oxygen—iron complexes characterized by ~1.5-2.0 Fe atoms at an
As—Fe distance of 3.31+0.02 A. A small arsenic fraction (10£2%)
was in the As(IIT) oxidation state, which resulted in a slight decrease
in the amplitude in b the EXAFS spectrum and in ¢ the corresponding
Fourier transform

donor [32]. Lastly, bacteria affiliated to Leptospirillum
ferrooxidans, an iron-oxidizing member of the Nitrospirae
[36], were also present. This bacterium has been found to
occur in several acidic environments and in biofilms
originating from AMD [5, 9, 32].

Other newly characterized groups were identified only in
sediments (Table 2). The presence in acidic mine waters of
Acidocella sp., a non-iron-oxidizing heterotrophic acido-
phile is quite common in AMD [33, 35]. Ferrimicrobium is
an iron-oxidizing heterotroph that can also use iron as an
electron acceptor [20]. Other prokaryotes detected in
sediments were affiliated to Acidiphilium sp. CCP3, a
non-iron-oxidizing heterotrophic acidophile that is also
quite common in AMD [33] and Dokdonella koreensis, a
~y-proteobacteria.

Six newly characterized groups were identified only in
water. Some of these bacteria were related to Sideroxydans
lithotrophicus LD-1, an oxygen-dependent ferrous iron-
oxidizing bacterium that grows at circumneutral pH [59];
Rhodoferax ferrireducens, a psychrotolerant, facultative
anaerobic bacterium which is able to oxidize acetate with
the reduction of Fe(Ill) [28]; and an Acidobacteriaceae
bacterium, CH1. Members of Acidobacteria have previously
been reported in AMD [5, 32]. Finally, three sulfate-reducing
bacteria were related to strain JHA1, Desulfomonile limimaris,
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an anaerobic dehalogenating bacterium from marine sediments
[54] and Desulfuromonas svalbardensis 60, a psychrophilic,
Fe(Ill)-reducing bacterium isolated from Arctic sediments [56]
(Table 2).

All in all, 17 species of bacteria were identified in the
water and sediments sampled at the Reigous creek. Only
seven genera were found to be present in both phases,
six were found only in water, and four only in the
sediments (Table 2). Most of these species are common
residents of AMD [5, 32]. This quite low bacterial
diversity was probably due to the high concentration of
toxic compounds in this AMD and was consistent with
previous observations showing that the biodiversity of
acidic, metal-rich mine waters is mainly restricted to
specialized prokaryotes and some eukaryotes such as
Euglena [15, 52], which has been detected in this study
(data not shown). In the Reigous system, in both sedi-
ments and water, the populations observed were mainly
involved in the Fe, As, and S cycles. The populations
involved in Fe(Il) oxidation were related to Gallionella, At.
ferrooxidans, Ferrimicrobium, Leptospirillum, Sideroxydans
lithotrophicus, or “Ferrovum myxofaciens” [32, 59], whereas
ferric iron reduction has been described for populations like
Acidiphilium spp., Acidocella, Desulfuromonas svalbardensis,
Rhodoferax ferrireducens, or even At. ferrooxidans and
Ferrimicrobium acidiphilum [20, 28, 56]. Since the Carnoulés
creek spring contains mainly Fe(I) and As(IIl) in the form of
dissolved species [18], the Fe(Ill) and As(V) may be formed
as the result of microbial oxidation processes via the activity
of acidophilic iron- and arsenite-oxidizing bacteria [24, 48]. In
other words, the large amounts of soft pale-yellow As(V)-Fe
(III) hydroxysulfate sediments analyzed here (Fig. 1) were
probably formed by the joint activities of iron-oxidizing (e.g.,
At. ferrooxidans or Gallionella) and arsenic-oxidizing (e.g.,
Thiomonas sp.) microorganisms. Concerning S cycling, we
found populations able to oxidize the reduced inorganic sulfur
compounds, like Thiobacillus, Thiomonas, or At. ferrooxidans
[32, 42, 46]. Sulfate-reducing bacteria such as Desulfomonile
limimaris or Desulfuromonas svalbardensis were also found
to be present in sediments and may be involved in sulfate
consumption [54, 56].

Among these prokaryotes, some bacteria may be present
but not functionally active, and it was, therefore, crucial to
differentiate between dead or inactive cells and functional
cells. To determine which organisms play a significant role
in the natural remediation processes such as the Fe(Il)
oxidation processes observed at the study site, a metapro-
teomic approach was used to list the bacterial population
expressing proteins, i.e., those which were active. The
metaproteomic approach was possible with sediments but
failed with the water samples because larger numbers of
bacterial cells were recovered from sediments than from
water (data not shown).

@ Springer

Figure 2 Phylogenetic tree based on 16S rRNA-encoding sequences.
Sequences were aligned using ClustalW. Alignments were checked by
hand and positions with more than 1% of gaps were automatically
removed. Neighbor-joining trees were drawn up with 310 nt using
ITOL (http://itol.embl.de/) [44]. Accession numbers: see supplemen-
tary data. In red: bacteria identified based on the metaproteomic
(GroEL identifications) approach; in blue: bacteria identified using the
16S rRNA encoding gene library; in black: sequences detected in
NCBI databases which are closely related to the bacteria present in the
Reigous sediment

Characterization of the Main Proteins Expressed
by the Sediment Community

Proteins expressed by this community were liable to corre-
spond to orthologs originating from diverse prokaryotes and
to have similar amino acid sequences. For those reasons and to
improve their characterization, proteins were separated by
performing 2-D gel electrophoresis (supplementary Fig. 1). A
total number of 89 proteins were identified, 44% of which
(39 proteins, Table 3) originated from bacteria and 39% (35
proteins) from protists, while 15 proteins originated from
higher plants, probably from decomposed plant debris
present at the Reigous creek. One third of the proteins
originated from protists, mainly consisting of E. mutabilis
detected in our samples (data not shown) and could not be
completely removed using the Nycodenz Gradient. E.
mutabilis is a common inhabitant of AMD [2, 11, 15, 39]
and was also present at the surface of sediments. These
Euglena proteins are involved in various metabolic processes,
suggesting that this eukaryote may play a relevant role in this
ecosystem, in agreement with recent results (Gouhlen-Chollet
and Bertin, unpublished data). Only proteins originating from
bacteria were further analyzed in this study. The 2-D gel
electrophoresis approach used here allowed identifying from a
single sample only the most abundant cytoplasmic proteins.
Therefore, some relevant proteins that might be expressed in
this environment, such as rusticyanin from At. ferrooxidans,
which is known to be involved in Fe(Il) oxidation and was
previously thought to possibly play a functional role at this
site [21, 24, 48], were not detected in this study. This
membrane protein may not be resolved in the 2-D gel, or it
may not be abundant at the sampling point. In addition, the
majority of the bacteria forming the Carnoulés community
have never been grown and studied in vitro so far. Their
genome sequences, and hence their protein sequences, which
are required for MS identification purposes, may not be
available in public databases, except for those of At
ferrooxidans, Thiomonas, and Gallionella strains. All these
hypotheses may explain why so few bacterial proteins were
identified in this study.

The bacterial proteins identified originated from Aquificae
were Actinobacteria, Deinococcus, Synergistetes, Firmicutes,
Bacteroidetes, and «-, (3-, and y-proteobacteria. Among the
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39 bacterial proteins detected, there were two distinct ATP
synthases, two distinct 50 S ribosomal proteins, one
phosphoglycerate kinase, and one succinyl-CoA synthetase,
which are involved in energy metabolism, translation,
glycolysis, and TCA cycle, respectively (Table 3). These
proteins may not play a specific role in this environment
since they are known to be housekeeping proteins in bacteria.
Among the other proteins, one outer protein Orpl, one
uncharacterized protein with an unknown function, one
glutathione-dependent, and one glutathione-independent
formaldehyde dehydrogenases were identified. The latter
two proteins belong to the formaldehyde detoxification
pathway. Although no correlation with the environmental
conditions might explain the functional specificities of these
proteins, it has been reported that the arsenite-oxidizing
bacteria H. arsenicoxydans synthesizes alcohol dehydroge-
nase and glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase
when grown in the presence of arsenic [58].

It is worth noting that more than half of the identified
bacterial proteins were similar to the 60-kDa GroEL chaper-
onin. These data suggest that multiple chaperonins of various
genetic origins are expressed by the Reigous creek commu-
nity. GroEL is known to be ubiquitously present in Bacteria
and Archaea. These proteins are generally abundantly
expressed in bacterial cells, especially under stress conditions
such as those occurring in this particularly toxic environment
[3]. The groEL gene is conserved in prokaryotes, and has
been found to be present in one copy in the majority of
sequenced genomes, except in the case of some pathogens
[45, 60]. Because of its conservation properties (supplemen-
tary Fig. 2), this gene is often used as a phylogenetic marker
[31]. In addition, it has been previously established that some
of the amino acids stretch occurring in GroEL are specific to
one genus or family of bacteria. These peptide sequences can
therefore be used as the signature of a specific phylogenetic
group. These GroEL identifications (Table 3, Fig. 3) were,
therefore, considered for use as a possible taxonomic tool in
addition to the 16S rRNA-based taxonomic approach. To
determine which bacteria in the whole community were
active, i.e., able to express proteins, the organisms identified
using the 16S rRNA encoding gene library- and GroEL-
based approaches (Fig. 2) were compared.

Most of the bacteria identified based on GroEL belonged to
five phyla divisions. Bacteria belonging to Deinococcus and
Synergistetes did not feature among those identified based on
the 16S rRNA encoding gene. One possible explanation for
this discrepancy may be that a PCR or cloning bias may
have prevented those bacteria from being detected with this
method. These findings suggest that metaproteomic methods
used as taxonomic tools can provide a useful complementary
tool in addition to the 16S rRNA encoding gene approach.
Interestingly, Thiomonas, At. ferrooxidans, Acidiphilium, and
Gallionella, expressed proteins and were, therefore, active.
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16S rRNA-encoding gene analysis showed that these
bacteria abound in this ecosystem. Bacteria affiliated to At
ferrooxidans and Gallionella are able to oxidize iron. In
addition, many strains of the Thiomonas genus are able to
oxidize As(III) into As(V) under laboratory conditions
[6, 14, 22]. The fact that their proteins were detected shows
that these bacteria were viable and metabolically active. This
finding supports the hypothesis that the oxidation of Fe(II) to
Fe(Ill) catalyzed by iron-oxidizing microorganism such as
At. ferrooxidans and Gallionella and oxidation of As(IIl) into
As(V) by As(Ill) oxidizers such as Thiomonas, probably
leads to the precipitation of the more or less ordered iron
oxy-hydroxides (Fe(Ill)-As(V) hydroxysulfate) detected in
this study (Fig. 1) [48]. This finding is in agreement with
previous data showing that Gallionella ferruginea efficiently
remove Fe, As(Ill), and As(V) in water [41]. The present
data show for the first time that this bacterium is active
and probably plays a functional role in the sediments of
the Reigous creek. Some heterotrophic bacteria such as
Acidiphilium were also found to be active in this AMD,
suggesting that they could cope with the low amount of
organic carbon (dissolved organic carbon concentration
1.7£0.4 mg/L [16]) of Reigous creek water. It has previously
been suggested that these acidophilic heterotrophic bacteria
may be involved in organic carbon turnover processes [32].
Interestingly, these four bacteria (4z. ferrooxidans, Thiomonas,
Gallionella, and Acidiphilium) found to be active members of
this AMD community have been previously identified in
AMD, but some of them were thought to have different
optimum pH levels. Indeed, G. ferruginea is a neutrophilic
bacterium which oxidizes Fe, but relatives of Gallionella,
have often been detected in AMD [12, 33-35]. The strain
occurring at Carnoules showed less than 97% homology with
G. capsiferriformans and its physiological characteristics are
probably different. It seems probable that an acid-tolerant
relative of this bacterium is able to oxidize iron under acid pH
conditions.

In addition to the bacteria belonging to these four genera,
other bacteria were also found to be active, but a
discrepancy was again observed between the bacteria
identified based on the results of 16S rRNA encoding gene
analysis and the metaproteomic approach. The GroEL
protein sequences of some bacteria identified using the
16S rRNA encoding gene library were not available in the
Uniprot database, which might explain this discrepancy.
However, phylogenetic comparisons between the 16S
rRNA and metaproteomic data obtained (Fig. 2) suggested
which of the bacteria present in this ecosystem may express
a GroEL identified in the metaproteomic study. Based on
these comparisons, it seems likely that in addition to
Thiomonas, At. ferrooxidans, Acidiphilium, and Gallionella,
clones related to (-, v-, and d-proteobacteria, such as
Limnobacter or Methylococcus (At. ferrooxidans DSM
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Figure 3 Alignment of the amino acid sequences of 60 kDa chaper-
onins. Thirty-six sequences matched the MS results: 29 Proteins were
identified in Table 3: 22 of them unambiguously matched one protein
(the bacterial name of which is given in orange), whereas fifteen
identifications matched at least two proteins (22 bacterial names given
in black). Thiomonas sp. 3As data were added for the sake of
comparison (in blue). Thirty-seven sequences in all were aligned. These
sequences were compared with Clustal W2 using the default parameters
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Alignment was per-
formed using the Jalview software program [19]. The blue highlighted
letters correspond to identical residues among the 37 orthologs
(BLOSUMBG62 score option). Highlighted letters corresponding to the
peptide sequences identified by MS allowed distinguishing several
orthologs. First, 23 proteins were identified because at least one
identified peptide matched only this GroEL: these peptides (labeled in
red) corresponding to signature sequences specific to one species,
genus, or family of bacteria are located in the same homology regions
but differed from other peptides by at least one amino acid substitution.
Secondly, 13 of the proteins identified were confirmed, since several
identified peptides (labeled in green) matched this GroEL. Each of these
individual peptides matched several proteins; however, only one protein
detected in Uniprot contained all these amino-acid sequences, which
suggests that a relative of this protein was probably present in this
extract. Since the full amino-acid sequences of almost all the

chaperonins expressed by the bacteria present at the study site are
unknown, the possibility cannot be ruled out that two identified peptides
were erroneously assigned to two distinct chaperonins, whereas these
peptides may in fact have originated from one protein, the amino acid
sequence of which has not yet been included in the databases.
Nevertheless, because of the high level of conservation observed in
GroEL proteins (Supplementary Fig. 2), the proteins identified may be
expressed by a close relative of the organism identified using the
Uniprot database. GroEL originated from Acidiphilium cryptum; Acid-
ithiobacillus ferrooxidans ATCC23270T; Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC53993; Acidovorax avenae subsp. avenae;, Acidovorax avenae
subsp. citrulli; Alkaliphilus metalliredigens; Alkaliphilus oremlandi;
Bacillus halodurans; Bacillus pseudofirmus; Bacillus selenitireducens;
Bordetella petrii; Clostridium botulinum; Clostridium hiranonis; Clos-
tridium papyrosolvens; Deinococcus desertii; Deinococcus sp. A62;
Gallionella ferruginea; Haliangium ochraceum; Lactobacillus del-
brueckii subsp. delbrueckii; Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus;
Leptothrix cholodnii; Limnobacter sp. MED105; Methylibium petrolei-
philum; Methylococcus capsulatus; Methylotenera mobilis; Propioni-
bacterium freudenreichii; Ralstonia picketii; Rhodobacterales bacterium
HTCC2083; Sinorhizobium medicae; Stackebrandtia nassauensis;
Streptosporangium roseum; Thermanaerovibrio acidaminovorans; Thi-
omonas 3As; Thiomonas intermedia; Verminephrobacter eiseniae;
Virgibacillus pantothenticus; and Gammaproteobacterium HTCC2207
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V. pantothenticus

Figure 3 (continued)

2392 affiliated bacteria), Methylotenera (Thiobacillus-
related clones), D. koreensis (which is affiliated to the
~-proteobacteria HTCC2207), Ferrimicrobium-like bacteria
(which are related to the Actinobacteria S. nassauensis and
S. roseum), and Haliangium (clones affiliated to sulfate-
reducing bacteria JHA1, D. limimaris and D. svalbardensis)
may play a role in this ecosystem. All in all, the data
obtained here show that Firmicutes, which could be affiliated
to Alicyclobacillus ferrooxidans, are also active. These
bacteria are able to oxidize ferrous iron [37] and may,
therefore, participate in the transformation of the iron present
in high concentrations in these waters. The active popula-
tion as a whole was not only composed of several iron-
oxidizers in addition to At. ferrooxidans but also
contained iron reducers, one known arsenite-oxidizer,
sulfate-reducing, and sulfur compound oxidizers, and both
autotrophic and heterotrophic bacteria. All these bacteria
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may contribute importantly to the remediation process
observed in situ.

In Conclusion

The active bacterial species inhabiting Carnoulés AMD
ecosystem were identified in this study using high-
sensitivity nanoLC-chip-MS/MS methods combined with
a 16S rRNA based phylogenetic approach. The meta-
proteomic data obtained here show for the first time that
Gallionella, Thiomonas, At. ferrooxidans, and Acidiphi-
lium actively express proteins in situ. Previous hypotheses
based on experiments performed under laboratory con-
ditions [14, 18, 21, 22, 24, 48] suggest that microbial
activity may contribute to the arsenite oxidation and As
immobilization occurring in the heavily contaminated
AMD at the Carnoulés mine via iron oxidation processes.
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Since these bacteria were found to be active and to express
proteins which are among the most abundant proteins
encountered at this site, it seems likely that the large
amounts of pale-yellow As(V)-Fe(lll) hydroxysulfate
sediments forming at Carnoulés, which were characterized
here, may result from the conjugate activities of iron-
oxidizing microorganisms (such as At. ferrooxidans, Alicyclo-
bacillus ferrooxydans, Ferrimicrobium, or Gallionella) and
arsenic-oxidizing microorganisms (such as Thiomonas sp.).
Several bacteria may be responsible in situ for changing the
ratio between the oxidized and reduced forms of iron, arsenic,
and sulfur compounds, promoting the formation of the Fe
(II)-As(V) hydroxysulfate precipitates detected in this study.
These bacteria are therefore of prime importance in the partial
but efficient natural process of remediation undergone by the
contaminated Carnoulés ecosystem. In addition, autotrophic
iron, arsenic, and sulfur oxidizers may provide the organic
carbon sources required by the functional heterotrophs such
as Acidiphilium present in this ecosystem. All in all, the
present findings provide evidence that the functional
genomics approach provides a useful means of describing
bacterial communities such as those inhabiting the Reigous
creck and determining their contribution to natural attenuation
processes. It is now proposed to use approaches of this kind
in future studies to complete this picture of the functional
processes at work in this ecosystem, as well as to investigate
the role played by the less abundant active bacteria identified
in this study.
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Supplementary Figure 1:2DE metaproteomic map of the main cytosolic prigeixpressed
by the bacterial community inhabiting the Reigouse& sediments. Spots analyzed with
nanoLC-MS/MS arecircled and numbered The size of protein markers (BenchMark™

Protein Ladder, Invitrogen) and the pl gradient sceematized from 10 to 220 kDa on the
left and from 4 to 7 at the top, respectively.
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Supplementary Figure 2:Phylogenetic tree based on GroEL amino acid se@ser# total

number of 530 GroEL bacterial sequences were vedidrom the RefSeq database: th

sequences were 50850 amino acids in length. From these sequence$; one

representative of each genwss kept for the comparisons, which involved 25§useces

These GroEL sequences were aligned using Clus

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.h). Accession numbers: sesupplementary
data. Inred: GroEL sequences identified using the metaprote@pproach; itblack GroEL

sequences detected in the Uniprot data
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Chapitre II — Dynamique temporelle de

la communauté d’Archaea

A. PROBLEMATIQUE ET DEMARCHE SCIENTIFIQUE

1. Contexte général

Historiquement, on pensait que les bactéries reptagnt les principaux microorganismes
impliqués dans les processus de lixiviation a dgjioe de la formation des DMA. Cependant,
sur le site de la mine d’lron mountain (Californig) a été montré que la bactérie
A. ferrooxidans supposée étre I'espéce majeure oxydant le ferpuaitj finalement qu’un
réle mineur dans I'oxydation de la pyrite alors da@résence d’Archaea en forte proportion,
dont certaines capables d’'oxyder le fer et le ggufuggérait la probable importance de ces
microorganismes dans ce phénomeéne sur ce site (Hslvea al, 2000b). Il apparait
aujourd’hui évident que les Archaea sont ellesiassceptibles de jouer un rdle majeur dans
les processus de génération et/ou de remédiat®mWA et d’autres sites pollués par des
ETM (Baker & Banfield, 2003; Bini, 2010). Cependahest important de noter qu’en raison
de difficultés d’isolement, les études réaliséexjjta présent n'ont permis d'acquérir des
connaissances que sur un nombre restreint de soukimsi, la diversité des espéces et leur

réle physiologique au sein des DMA restent enccgieaonnus.

Concernant le DMA de Carnoulés, une premiere étuéie réalisée sur les eaux et a permis
de mettre en évidence la présencé-daoplasma acidiphilunet de séquences affiliées a des
Thermoplasmatalesnon cultivés (Bruneelet al, 2008). La mise en évidence de
F. acidiphilumau niveau du piézometre, localisé dans le stérifeer, suggérait la possible
implication de ce microorganisme dans le phénonusindessivage intensif observé a ce
niveau ainsi que la libération de concentratio®s &levées d’arsenic, jusqu'a 10 Q. [En
effet, ce microorganisme acidophile, sans pardulzete, qui oxyde le fer est connu pour son
réle majeur dans le lessivage (Golyshina & Timrai305). De plus, des études précéedentes
avaient souligné le fait que les bactéries oxydarer, A. ferrooxidanset Sulfobacillusspp.,

bien que présentes, ne représentaient qu’une papulmineure, ce qui confortait cette
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hypothése. D’autre part, la majorité des séquenstesuveées au niveau du Reigous étaient
affiliées a un clone non cultivable ce qui ne pdtaiepas d’émettre d’hypothéses concernant

leur réle physiologique présumé.

2. Opbijectif de I’étude

Pour contribuer a améliorer nos connaissancesdonttionnement de ce DMA, nous avons
caractérisé la communauté d’Archga@&sente cette fois-ci dans les sédiments ainsisque

dynamique temporelle par I'analyse d’une banqugetes codant pour ’ARNr 16S.

B. RESULTATS

L'affiliation taxonomique des Archaea a montré aible degré de diversité composée de
deux phyla : Euryarchaeota et Thaumarchaeota. lieritdades séquences étaient apparentées
a l'ordre desThermoplasmatalesien qu’aucun clone ne présentait de forte siméar
(> 97 %) avec des especes cultivees. Certains nesnaesl hermoplasmatalesont capables

de tirer de I'énergie de l'oxydation ou de la réitwt du fer et/ou du soufre. Des
microorganismes affiliés a des Archaea méthanogémgdiquées dans le cycle du carbone,
telle gueMethanomassiliicoccus luminyenssit également été détectées. Enfin, nous avons
trouvé des microorganismes impliqués dans l'oxysatle I'ammonium, une étape clé du
cycle de l'azote, avec des séquences affiliégdaadidatus Nitrososphaera viennensis
Candidatus nitrosopumilusp..

Concernant l'aspect temporel, cette étude a momuéau cours de la période
d’échantillonnage, la communauté d’Archaea a siéét modifications significatives. Toutes
les périodes d’échantillonnage présentaient def@reifces en termes de structure et de
composition de la communauté bien qu’avril 2006oetobre 2008 étaient relativement
similaires en termes de structure. De plus, I'asalgiles coefficients de similarité a montré
que janvier 2009 était tres different des autresodés d’échantillonnage. A cette date, la
communauté d’Archaea a changé et sa diversité igatathent chuté. Presque toutes les
séquences étaient affiliées a un clone non cupirgche d’'une lignée de méthanogenes
(Methanothermobacter thermautotrophitu€e clone, trouvé précédemment en avril 2006

correspondait alors a seulement 2% de la comméndbépendant, il est devenu la

population dominante en janvier 2009. Aprés cela,nevembre 2009, la communauté
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d’Archaea s’est diversifiée, des especes précédemdétectées ont été retrouvées et de

nouvelles espéeces sont également apparues.

C. DISCUSSION ET CONCLUSION

Cette étude a permis de mettre en évidence desfiocatidins de la structure et de la
composition de la communauté d’Archaea au courtethps qui sont probablement liées a
des modifications de leur environnement. Elle ale&dggant mis en évidence la probable
implication des Archaea dans un métabolisme aetwmelht inconnu chez les bactéries, la
méthanogénese. Certaines populations semblent négaieimpliquées dans le cycle de
'azote (Candidatus Nitrososphaera viennenstCandidatus Nitrosopumilusp.) et d’autres
pourraient intervenir dans les cycles du fer esdufre Thermoplasmatalg@sL’ensemble de
ces microorganismes pourrait donc contribuer cobtgonent avec les bactéries au processus
de remédiation obsenié situ. lls pourraient également étre impliqués dangdailté des
sédiments a travers la modification du ratio etggeeformes oxydées et réduites du fer, de
I'arsenic et des composés soufrés, qui favorisaiagi la formation et/ou la dissolution des

précipités d’hydroxysulfate de Fe(lll)-As(V).

Ces résultats, bien qu’apportant des éclaircissensem la communauté d’Archaea et son réle
potentiel dans cet écosystéme, ont également ndsidance le fait que pour progresser dans
notre compréhension du fonctionnement de ces emeéments extrémes et élucider le réle
des microorganismes présents, il est encore nécesiameéliorer les stratégies de culture a
la base de la caractérisation taxonomique, phygigle et métabolique des nouvelles espéeces

ainsi détectées.

D. CONTRIBUTION SCIENTIFIQUE

Ce travail a conduit a une publication scientifiqlens la revue « Extremophiles » dont le
manuscrit correspondant est présenté ici (Artigle B

Volant, A, Desoeuvre, A., Casiot, C., Lauga, B., Delpoux,Morin, G., Personne, J. C.,
Hery, M., Elbaz-Poulichet, F., Bertin, P. N. anduBeel, O. (2012). Archaeal diversity:
temporal variation in the arsenic-rich creek sediteeof Carnoules Mine, France.
Extremophiled 6: 645-657.
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Abstract The Carnoulés mine is an extreme environment
located in the South of France. It is an unusual ecosystem due
to its acidic pH (2-3), high concentration of heavy metals,
iron, and sulfate, but mainly due to its very high concentration
of arsenic (up to 10 g L™" in the tailing stock pore water, and
100-350 mg L™" in Reigous Creek, which collects the acid
mine drainage). Here, we present a survey of the archaeal
community in the sediment and its temporal variation using a
culture-independent approach by cloning of 16S rRNA
encoding genes. The taxonomic affiliation of Archaea showed
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a low degree of biodiversity with two different phyla: Eur-
yarchaeota and Thaumarchaeota. The archaeal community
varied in composition and richness throughout the sampling
campaigns. Many sequences were phylogenetically related
to the order Thermoplasmatales represented by aerobic or
facultatively anaerobic, thermoacidophilic autotrophic or
heterotrophic organisms like the organotrophic genus Ther-
mogymnomonas. Some members of Thermoplasmatales can
also derive energy from sulfur/iron oxidation or reduction. We
also found microorganisms affiliated with methanogenic
Archaea (Methanomassiliicoccus luminyensis), which are
involved in the carbon cycle. Some sequences affiliated with
ammonia oxidizers, involved in the first and rate-limiting step
in nitrification, a key process in the nitrogen cycle were also
observed, including Candidatus Nitrososphaera viennensis
and Candidatus nitrosopumilus sp. These results suggest that
Archaea may be important players in the Reigous sediments
through their participation in the biochemical cycles of ele-
ments, including those of carbon and nitrogen.

Keywords Archaea - Diversity - Arsenic -
Acid mine drainage - Lead and zinc mine

Introduction

Acid mine drainage (AMD) water is a worldwide environ-
mental problem caused by active and abandoned mines
(Johnson and Hallberg 2003). Mining and processing of sul-
fide-rich ores produce large amounts of pyrite-rich waste. In
contact with meteoric water, oxidation of this material gen-
erates AMD. These effluents are generally characterized by a
low pH and contain significant quantities of sulfates, metals
and metalloids including arsenic. AMD generation is mainly
mediated by acidophilic iron-oxidizing microorganisms
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(Edwards et al. 1999). Natural remediation of AMD can be
observed at the Carnoulés site (France) or at Rio Tinto (Spain)
(Casiot et al. 2003; Sanchez Espafia et al. 2005). This natural
remediation of metal pollutants is generally due to the
occurrence of abiotic reactions and/or microbial activities that
make these toxic compounds insoluble and lead to their
accumulation in sediments (Hallberg 2010). These precipi-
tations mainly involve the oxidation and precipitation of iron
and the adsorption of other metals and metalloids by the
resulting ferric minerals. Sulfate-reducing bacteria also have
the ability to reduce sulfate to sulfide, which then reacts with
certain dissolved metals to form insoluble precipitates
(Hallberg 2010). In addition, several bacteria contribute to the
immobilization of arsenic, thanks to their ability to oxidize
this metalloid, arsenate As(V) being less soluble than arsenite
As(1IT) (Bowell 1994).

The microbiology of AMD streams has been the subject of
numerous studies. While a large amount of information is
available on acidophilic bacteria indigenous to AMD, little is
known about Archaea (Hallberg 2010). Several studies evi-
denced the presence of archaeal communities in acidic
waters (Edwards et al. 2000; Dopson et al. 2004). The
Archaea reported in AMD systems include groups of sulfur
and/or iron-oxidizers, such as Sulfolobus, Acidianus, Met-
allosphaera, Sulfurisphaera, and Ferroplasma (Edwards
et al. 2000; Golyshina et al. 2000; Baker and Banfield 2003).
It has consequently been suggested that Archaea could also
play a major role in the generation and remediation of AMD
via oxidation of iron (Baker and Banfield 2003). Archaea
may also play arole in the biogeochemical cycling of arsenic,
for example, through the presence of Archaea that respire
As(V) like Pyrobaculum aerophilum and Pyrobaculum
arsenaticum (Huber et al. 2000; Oremland and Stolz 2003).

In a previous study, Bruneel et al. (2008) investigated the
archaeal community in water samples from Carnoulés, an
AMD very rich in metallic elements and especially arsenic
compared to many others AMD. This study reported the
presence of Ferroplasma acidiphilum and sequences affili-
ated to uncultured Thermoplasmatales archacon. However,
the archaeal population that inhabits the arsenic-rich Reigous
sediments has never been characterized. Thus, to improve
our understanding of AMD functioning, we characterized the
archaeal communities present in sediment samples from the
arsenic-rich AMD of the Carnoulés mine (France) and their
temporal variations using a 16S rRNA encoding gene library.

Materials and methods
Description of the study site

The Pb-Zn Carnoulés mine, located in southern France, was
closed in 1962. The mining extraction left about 1.2 Mt of
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solid sulfidic wastes containing 0.7 wt% lead, 10 wt% iron
and 0.2 wt% arsenic, which are stored behind a 6 m high
dam on the uppermost course of Reigous Creek. The
seepage water, which percolates through the wastes,
emerges at the base of the tailings dam, and is the initial
source of Reigous Creek. The water is acidic (2 < pH < 3)
and rich in dissolved sulfate, iron and arsenic (2000-7700,
500—1000 and 50-350 mg L™, respectively) the later being
predominantly in reduced forms: Fe(II) and As(III) (Casiot
et al. 2003). The arsenic concentration decreases within the
first 30 m of the creek mainly due to bacterial iron oxidation
which leads to the coprecipitation of 20-60 % of dissolved
arsenic (Casiot et al. 2003). Although the arsenic level
remains high, its concentration subsequently decreases by
around 95 % between the source of Reigous Creek and its
confluence with the Amous River, 1.5 km downstream. The
precipitates, which form around stromatolitic-like bacterial
structures, are mainly composed of Fe(III)-As(III) in winter
in the first 10 m and of amorphous Fe(III)-As(V) during the
rest of the year (Casiot et al. 2003; Morin et al. 2003). Many
studies (including culture-dependent and independent) have
been conducted on the bacterial communities inhabiting the
Carnoulés mine. Two of them focused specifically on sed-
iment. The active bacterial species were identified in the
sediments in the April 2006 library using high sensitivity
nanoL.C-chip-MS/MS methods combined with a 16S rRNA
based phylogenetic approach (Bruneel et al. 2011). This
study showed that Gallionella, Thiomonas, Acidithiobacil-
lus ferrooxidans, and Acidiphilium actively expressed pro-
teins in situ. Meta- and proteo-genomics approaches were
also used on sediments in the May 2007 library and allowed
reconstruction of seven bacterial strains (Bertin et al. 2011).
These studies and previous results (Casiot et al. 2003;
Morin et al. 2003) suggest that the large amounts of As(V)—
Fe(III) hydroxysulfate sediments forming at Carnoulés may
result from the combined activities of iron-oxidizing
microorganisms (such as At. ferrooxidans, Alicyclobacillus
ferrooxidans, Ferrimicrobium, or Gallionella) and arsenic-
oxidizing microorganisms (such as Thiomonas sp.).

Sampling procedure and measurement
of physicochemical properties

Four sampling campaigns were carried out in April 2006,
October 2008, January 2009 and November 2009. Samples
were collected at the station called COWG (Carnoulés
Oxidizing Wetland, point G) located 30 m downstream of
the spring (Bruneel et al. 2003). 5 cm deep pale yellow
loosely packed sediments were collected at the bottom of
the creek using a sterile spatula and pooled [global posi-
tioning system (GPS) coordinates: 44107001.8000N/
4100006.9000E]. This sampling was done in three repli-
cates. Solid phases were harvested by centrifugation and



Extremophiles (2012) 16:645-657

647

dried under vacuum before mineralogical and spectro-
scopic analyses. The main physicochemical parameters
(pH, T °C, and dissolved oxygen concentration) of the
running water at the sampling point were measured in the
field. pH and water temperature were measured with an
Ultrameter Model 6P (Myron L 125 Company, Camlab,
Cambridge). Water samples (500 ml) were immediately
filtered through 0.22 um Millipore membranes fitted on
Sartorius polycarbonate filter holders. For total iron and
arsenic determination, the filtered water was acidified to pH
1 with HNO; (14.5 M) and stored at 4 °C in polyethylene
bottles until analysis. For arsenic and iron speciation, a
20 pl aliquot of filtered water sample was added to either a
mixture of acetic acid and EDTA (Samanta and Clifford
2005) for arsenic speciation or to a mixture of 0.5 ml
acetate buffer (pH 4.5) and 1 ml of 1,10-phenanthrolinium
chloride solution (Rodier et al. 1996) for Fe(Il) determi-
nation. The vials were completed to 10 ml with deionized
water. The samples for iron and arsenic speciation and
sulfate determination were stored in the dark and analyzed
within 24 h. Chemical analysis were carried out as previ-
ously described (Bruneel et al. 2011).

Solid sample characterization

The mineralogical composition of the solid samples col-
lected at COWG was qualitatively determined using powder
X-ray diffraction analysis (XRD). Data were collected with
Co K-alpha radiation on an X’Pert PRO P analytical dif-
fractometer equipped with an X’Celerator detector, in con-
tinuous mode and a counting time of 4 h per sample. X-ray
absorption spectroscopy data were collected on the solid
phases sampled at COWG in October 2008, January 2009,
and November 2009. X-ray absorption near edge structure
(XANES) and extended X-ray absorption fine structure
(EXAFS) spectra were recorded at a temperature 10-15 K
in fluorescence mode on the FAME BM30B bending mag-
net beamline at ESRF (Grenoble, France). Data for the April
2006 COWG sample were previously collected at the 11-2
wiggler beamline at SSRL (Stanford, CA) and analyzed in
Bruneel et al. (2011). Experimental details and data reduc-
tion procedures are reported in previous studies (Morin et al.
2003; Ona-Nguema et al. 2005; Hohmann et al. 2011).
XANES and EXAFS data were interpreted by linear com-
bination fitting using a set of model compound spectra. This
set includes As(V)- and As(IIT)-Fe(IIl) oxyhydroxides and
oxyhydroxysulfates synthesized via biotic and abiotic
pathways (Morin et al. 2003; Maillot 2011).

DNA isolation

Triplicate genomic DNA was extracted from sediments
using the UltraClean Soil DNA Isolation Kit according to

the manufacturer’s recommendations (MoBio Laboratories
Inc., Carlsbad, CA, USA). These triplicates were pooled
before PCR amplification. All extracted genomic DNA
samples were stored at —20 °C until further analysis.

PCR amplification

Amplification of archaeal 16S rRNA genes was obtained
by PCR using primers Arch21F (5-TTCCGGTTGATCC
YGCCGGA-3') and Arch958R (5-YCCGGCGTTGAMTC
CAATT-3') (Delong 1992). Two PCR protocols were used
due to major amplification difficulties. The first PCR
amplification mixture contained 2 pl of DNA template,
2 pl of both primers (20 uM), 25 pl of PCR Master Mix
Ampli Taq Gold 360 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Sterile distilled water was added to reach a final
volume of 50 pl. The PCR conditions were as follows, an
initial denaturation step of 95 °C for 7 min followed by 35
denaturation cycles at 95 °C for 1 min, an annealing cycle
at 55 °C for 45 s and an extension cycle at 72 °C for
1 min. Final extension was at 72 °C for 10 min. As
amplification of the January 2009 sample failed with this
protocol, another enzyme was used, the PCR Extender
Polymerase Mix (5Prime, Hamburg, Deutschland) as well
as for a part of the November 2009 sample, which was also
very difficult to amplify. The second PCR amplification
mixture contained 2 pl of DNA template, 2 pl of both
primers (20 pM), 2.5 pl of dNTPs 10 mM, 5 pl reaction
Tunning buffer x10 and 0.5 pl of PCR Extender Poly-
merase Mix (5Prime, Hamburg, Deutschland). Sterile dis-
tilled water was added to reach a final volume of 50 pl. The
PCR conditions were as follows: initial denaturation step at
94 °C for 3 min followed by 35 denaturation cycles at
94 °C for 1 min, an annealing cycle at 55 °C for 1 min,
and an extension cycle at 72 °C for 1.5 min. Final exten-
sion was at 72 °C for 10 min. PCR products were purified
with the GFX PCR DNA purification kit (Amersham-
Pharmacia). The PCR Extender polymerase mix creates
blunt ended products. For TA Cloning®, 3’ A-overhangs
are needed on these PCR products, which are obtained with
a different Taq polymerase. To 25 pl of purified PCR
product, 2.5 pl of buffer 10x, 0.5 pl of dATPs 10 mM, and
0.5 pl of Tag DNA polymerase (Eurobiotaq®, Eurobio,
France) were added. The PCR amplification mixture was
then incubated at 72 °C for 20 min.

Cloning and 16S rRNA gene sequencing

The PCR products were cloned in E. coli TOP 10 strain
using the pCR2.1 Topo TA cloning kit (Invitrogen, Inc.,
Carlsbad, CA, USA). Cloned 16S rRNA gene fragments
were re-amplified using the primers TOP1 (5-GTGTGCT
GGAATTCGCCCTT-3') and TOP2 (5'-TATCTGCAGAA
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TTCGCCCTT-3’) that anneal to the vector and flank the
inserted PCR fragment. A total of 340 clones from the four
libraries were sequenced. Partial sequences of the clones
were determined by the dideoxy nucleotide chain-termi-
nation method using the BigDye 3.1 kit (Applied Bio-
systems) on an ABI PRISM 3730XL Genetic analyzer
(Applied Biosystems). The MALLARD program (Ashelford
et al. 2006) was used to detect and then remove chimera.
Sequences were also examined manually for chimera, which
were excluded from further analyses. Sequences were then
aligned in Mothur (http://www.mothur.org) (Schloss et al.
2009) using the SILVA archaeal database as reference
alignment. The same program was used to calculate a
neighbor-joining (NJ) (Saitou and Nei 1987) distance
matrix using the Jukes-Cantor (JC) correction. The matrix
was then used to assign sequences to operational taxo-
nomic units (OTUs) defined at 97 (species level) and 85 %
(class level) cutoff using the furthest-neighbor algorithm.
Sequences were compared with the available databases
NCBI and Greengenes (http://greengenes.lbl.gov) by
BLAST online searches (Altschul et al. 1990) and Mothur
to identify their taxonomic identities. Representative
sequences for each OTU defined at 97 % cutoff were
identified using the tool implemented in Mothur and were
submitted to the EMBL databases under accession numbers
(HE653775-HE653816).

Phylogenetic analysis

Archaeal 16S rRNA gene homologs were collected from
the database at NCBI using the BLAST program with
default parameters; one representative of each OTU was
selected, giving a dataset of 99 sequences for final analy-
sis. Multiple sequence alignment of partial prokaryotic
sequences was performed using Clustal W (Thompson
et al. 2000). A maximum likelihood phylogenetic recon-
struction was obtained using the PhyML program (Guindon
and Gascuel 2003) with the GTR model, four evolutionary
rates, a calculated proportion of invariant sites and calcu-
lated nucleotide frequencies (default parameters). Statisti-
cal likelihood at nodes was calculated via a likelihood-ratio
test (Anisimova and Gascuel 2006).

Statistical analysis of diversity and comparison
of archaeal libraries

The Mothur software package was also used to generate
diversity indices and statistics (OTUs, total clones, single-
tons, Chaol, Shannon, evenness, coverage) for each clone
library as sequence similarity with a 97 % cutoff. The total
number of clones obtained compared with the number of
clones representing each unique phylotype was used to
produce the rarefaction curves at the 85 % level. Coverage
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values were calculated to determine how efficiently the
libraries described the complexity of a theoretical com-
munity like an original archaeal community. The coverage
(Good 1953) value is given as C = 1 — (n;/N) where n; is
the number of clones that occurred only once in the library.
To determine the significance of differences between
archaeal libraries, a LIBSHUFF statistical analysis was
performed in Mothur following Singleton et al.’s (2001)
method. A LIBSHUFF comparison of libraries yielded the
following formula using the Bonferroni correction:
0.05 = 1—(1 — a)k(k — 1), where a is the critical P value
and k is the number of libraries. The critical P value is
0.0042 when four libraries are compared. If any comparison
of two libraries has a P value below or equal to 0.0042, then
there is 95 % confidence to believe that the two libraries
concerned differ significantly in community composition.
Jaccard and Yue & Clayton theta tree clustering analysis
(Yue and Clayton 2005) were also performed in Mothur to
identify community membership and structure relationships
between the libraries.

Results
Physical and chemical characteristics of samples

The physicochemical characteristics of the waters are listed
in Table 1. The physicochemistry of Reigous Creek water
at these sampling periods was typical of that observed
during a previous long-term monitoring study (Egal et al.
2010). The water samples were acid (pH = 2.91-3.28)
and very rich in sulfate (1830-3400 mg L™"), iron
(510-1735 mg LY, and arsenic (70-194 mg LY, with
predominance of the reduced forms Fe(Il) and As(III).
Dissolved oxygen concentrations ranged from 3.5 to
7.86 mg L™". The January 2009 sample showed the lowest
iron, arsenic, and sulfate concentrations.

The nature and structure of the sediment samples were
investigated using mineralogical and spectroscopic meth-
ods. XANES analyses at the arsenic K-edge showed that,
despite the presence of an As(III) component equal to
12-34 + 5 % of total arsenic, the oxidized arsenic form
As(V) predominated in all the sediments (Fig. S1). EXAFS
data (Fig. S2) showed that As(V) was mainly present in the
samples in an amorphous Fe(III)-As(V) hydroxysulfate
phase, as previously observed (Morin et al. 2003; Bruneel
et al. 2011), As(III) being likely sorbed to poorly ordered
schwertmannite. For January 2009, there was not enough
time exposure to X-ray beam in EXAFS analysis to record
this sample, however, based on the XANES data we can
assume that this sample should be similar to the others.
XRD analyses (Fig. S3) showed that these arsenic-bearing
phases were mixed with sandy components (quartz,
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Table 1 Physico-chemical characteristics of the water (mg L™") during sampling at COWG

Sampling period pH (£SD) T (°C) DO (£SD) As(I) (+SD) As(V) (£SD) Fe (total) (SD) Fe(Il) (+SD) SO,> (+SD)
April 2006 3.28 (£0.05) 129 3.5 (£0.5) 69 (£3) 71 (+4) 620 (£30) 560 (£28) 2700 (£300)
October 2008 3.13 (£0.05) 143 5.7 (x£0.1) 133 (£7) 20 (£1) 1250 (£62) 1220 (£61) 3400 (£340)
January 2009 291 (£0.05) 94 5.5 (£0.5) 43 (£2) 27 (£1) 510 (£25) 540 (£27) 1830 (£183)
November 2009  3.26 (£0.05) 13.1 7.9 (£0.1) 161 (£8) 33 (£2) 1735 (£87) 1440 (£72) 3300 (£330)
SD standard deviation

K-feldspar and micas) and that pyrite was only detected 12 -

after October 2008.
Diversity analysis

A total of 340 clones obtained from the four independent
16S rRNA gene libraries were fully sequenced and phy-
logenetically analyzed. Thirteen sequences were identified
as likely chimeras and excluded from further analyses.
Sequencing and phylogenetic analysis of the 327 remaining
cloned sequences led to the identification of 9 and 42 OTUs
defined at two different levels of identity (85 and 97 %,
respectively). Rarefaction curves calculated at the class
level (85 % identity, the rank usually used for representing
the microbial community) were near saturation (Fig. 1).
Table 2 shows the Shannon, evenness, and Chaol indices
and the coverage values calculated for each library at 97 %
identity. The coverage values of the four clone libraries
(90, 88, 96 and 92, respectively, for April 2006, October
2008, January 2009, and November 2009) indicate that the
clone libraries were sufficiently sampled. The estimations
of the diversity indices show that the structure and mem-
bership composition of the archaeal community changed
over the sampling period. The Shannon diversity (H) and
Chaol richness indices ranged from 1.37 to 2.57 and 6.5 to
30.5, respectively. The diversity (H = 1.37) and richness
(Chaol = 6.5) were significantly lower in January 2009
whereas November 2009 displayed the highest values
(H = 2.57; Chaol = 30.5), which is consistent with the
rarefaction curves.

Comparison of archaeal community

The overall community structure was analyzed for each
sample using the Mothur software package. LIBSHUFF
analysis was performed to compare the OTU compositions
of each clone library revealing a high degree of variation
between individuals and showing that with Bonferroni
correction, each library differed significantly from all
others (Table 3). The resulting dendrograms of Jaccard and
Yue & Clayton theta similarity coefficient analysis (Fig. 2)
identified one major cluster and one outlier (January 2009).
The similarity in community membership (Jaccard index,
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Fig. 1 Rarefaction curves of the archaeal 16S rRNA sequences from
Carnoulés mine sediments at 85 % identity. The total number of
sequenced clones is plotted against the number of OTUs observed in
the same library

Fig. 2a) showed that April 2006 and November 2009 were
more related to each other in this respect, whereas April
2006 and October 2008 were more related to each other in
terms of community structure (Yue & Clayton index,
Fig. 2b).

Phylogenetic analysis of archaeal community

Four 16S rRNA encoding gene libraries were constructed
each containing a distinct archaeal community, which
varied in composition and richness throughout the sam-
pling campaigns.

In April 2006, the 16S rRNA phylogenetic reconstruc-
tion (Fig. 3) showed that all the sequences corresponding
to 17 OTUs (OTUs 1-17) were affiliated to the phylum
Euryarchaeota, as previously observed in the water samples
from Carnoulés (Bruneel et al. 2008). The most abundant
OTU (OTU 1, 53 clones representing around 61 % of the
sample) was affiliated to the order Thermoplasmatales
which contained 97 % of the sequences grouped in 15
OTUs. Within this order, the majority of the OTUs were
closely related to uncultured clones from an acidic envi-
ronment such as acidic mine water and sediments (Fig. 3).
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Table 2 Diversity indices and statistics calculated for the four clone libraries from COWG station at different sampling periods

Clone library No. of sequences No. of OTUs* Singletons Good’s coverage” Shannon diversity® Chaol richness
April 2006 87 17 9 90 1.63 24.2
October 2008 80 20 10 88 1.96 27.5
January 2009 47 6 2 96 1.37 6.5
November 2009 113 25 9 92 2.57 30.5

% OTUs were defined at 97 % cutoff

b Coverage: sum of probabilities of observed classes calculated as (1 — (n/N)), where n is the number of singleton sequences and N is the total

number of sequences

¢ Takes into account the number and evenness of species

Table 3 Community comparison using LIBSHUFF

Y library
Apr-06 Oct-08 Jan-09 Nov-09
X library
Apr-06 - 0.0260 <0.0001* 0.1529
Oct-08 0.0001* - <0.0001* 0.0001%*
Jan-09 <0.0001* <0.0001°* - 0.2222
Nov-09 <0.0001* <0.0001%* <0.0001* -

* Significant difference. Bonferroni correction P value = 0.0042

— Not compared

The BLAST affiliation (Table 4) showed that some of
these OTUs displayed 89-94 % similarity with Thermo-
gymnomonas acidicola, a moderately thermophilic, acido-
philic, strictly aerobic heterotroph that uses yeast extract,
as well as glucose and mannose (in the presence of yeast
extract) as carbon and energy sources (Itoh et al. 2007).
Additionally, OTU 15 related to the uncultured clone
ORCMO 26 retrieved from a copper mine drainage (Rowe
et al. 2007, Fig. 3) was found. This OTU was assigned
to methanogenic lineage (Methanomicrobia, Fig. 3) with
the closest relative Methanomassiliicoccus luminyensis, a
methanogenic Archaea recently isolated from human
faeces (Dridi et al. 2011). However, the Greengenes clas-
sification (Table 4) assigned this OTU to the order Ther-
moplasmatales. Lastly, an unknown group belonging
to the Euryarchaeota and represented by OTU 8 was
detected. This group formed an independent branch that
was distantly related to the identified groups and showed
low similarity with the uncultured archaeon clone hfm29
isolated from an iron-rich microbial mat (Kato et al. in
press).

Twenty OTUs were retrieved from the October 2008
library, 18 of which belonged to the Euryarchaeota and two
to the Thaumarchaeota (Fig. 3). Like in April 2006, most
of the Euryarchaeota sequences were affiliated with the
Thermoplasmatales (OTUs 1, 6, 9, 11, 12, 17, 19, 20,
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Fig. 2 Similarities in archaeal community membership (Jaccard a)
and in community structure (Yue & Clayton b) between samples.
Values are based on 0.03 distances

22-27, and 31) which accounted for 86 % of the total
archaeal clones including the same most abundant OTU
(OTU1; around 54 %, Fig. 3). The BLAST affiliation
(Table 4) also revealed similarity of some OTUs with
Thermogymnomonas acidicola. Three OTUs (18, 21, and
28) affiliated with uncultured clones isolated from acidic
environments (clone SALE1B1 and clone anta6) and from
a forested wetland impacted by reject coal (clone ARCP2-
12) (Brofft et al. 2002; Garcia-Moyano et al. 2007, Fig. 3),
respectively, were assigned to Methanomicrobia. The
remaining OTUs (OTUs 29 and 30) were affiliated with
environmental sequences originating from acidic soil and
acidic hot springs, which likely represent uncultured lin-
eages of Thaumarchaeota.

A significant change in the archaeal community
appeared in the January 2009 library, when diversity
decreased and no cultured species were identified. Indeed,
almost all the sequences (96 %) clustered in five OTUs
(OTUs 8, 32, 33, 34, and 35, Fig. 3) were related to the
uncultured archaeon clone hfmA029 previously found in
April 2006. This group formed an independent branch that
was far away from the remaining groups. This clone dis-
played around 97 % similarity with Methanothermobacter
thermautotrophicus, an autotrophic thermophilic methan-
ogen recovered from an anaerobic sewage sludge digester
(Zeikus and Wolee 1972). Remaining sequences grouped



Extremophiles (2012) 16:645-657

651

C Kol cryptofilum OPF8 [NC_010482]
[ L Korarchaeota SRI-306 [AF255604]
clone LF 7 [acidic soil, China, JF917264] 7 T
499[[clone GBX-A-COQ1-158 [acidic mountain hot spring, Colombia, JF280308]
o 75L_ OTU 30 (20;HE653804)
Candidatus Nitrosocaldus yellow stonii HL72 [EU239960]
89

OTU 29 (20,20,14;HE653803)

] KORARCHAEOTA

Unknown group

HWCGIII

Nitr is [GU797786]
Nitr sp. EN123 [FR773158)

78] Nitrosopumilus maritimus SCM1 [NC_010085]
—_ 10 | T Cenarchaeum symbiosum A [NC_014820]
D‘se OTU 37 (64;HE653811)
%l clone TG FD0.2 SA043 [w ater, China, HM483690]

OTU 36 (154;HE653810) Group |.1b

8l clone SSA0102-11 [spring pit, Taiw an, JN397855]

Group l.1a

Vulcanlsaeta distributa DSM 14429 [NC_014537]

DSM 4184 [NC_008701] Th toale
emoproteales

Bl

77

—_
0.2

Ignisphaera aggregans DSM 17230 [NC_014471] 9
Hyperthermus butylicus DSM 5456 [NC_008818]

Thermosphaera aggregans DSM 11486 [NC_014160]
Desulfurococcus mucosus DSM 2162 [NC_014961]

S OTU 8 (2%,180,44;HE653782)

OTU 34 (1@;HE653808)

% OTU 33 (130 34;HE653807)

OTU 32 (12@,34;HE653806)

OTU 35 (1e,14;HE653809)
clone hfmA029 [iron-rich microbial mat, Japan, AB600446]

OTU 38 (114;HE653812)

700l clone LC15 LOOBO8 [anoxic monimolimnion of Lake, Sw itzerland, FJ547059]

DSM 4184 [NC_008701] ]
Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 [NC_007181]
Sulfolobus tokodaii 7 [NC_003106]

Sulfolobales

Desulforococcales

Methanosaeta thermophila PT [NC_008553]
Methanosarcina acetivorans C2A [NC_003552]
Methanohalophilus mahii DSM 5219 [NC_014002]
Methanoplanus petrolearius DSM 11571 [NC_014507]
Candidatus Methanoregula boonei 6A8 [NC_009712]
[— Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 [NC_012029]

Methanohalophilus mahii DSM 5219 [NC_014002]
100 Haloterrigena turkmenica DSM 5511[NC_013743]
7| Halorhabdus utahensis DSM 12940 [NC_013158]

Halomicrobium mukohataei DSM 12286 [NC_013202]

is B10 [HQ896499]

a2 OTU 21 (100,14;HE653795)

clone antaé [acidic Rio Tinto river, Spain, DQ303248]

clone SALE1B1 [sediment of acidic mine pit lake 111, Germany, FJ228392]
OTU 18 (50;HE653792)

OTU 15 (1*,24;HE653789)

clone ORCMO.26 [copper mine drainage in Odiel river, Spain, EF396247]
OTU 28 (100;HE653802)

6L clone ARCP2-12 [forested w etland impacted by reject coal, AF523938]
Aciduliprofundum boonei T469

OTU 25 (10;HE653799)

OTU 19 (10;HE653793)

OTU 23 (200;HE653797)

93l clone HO28S9A63 [acidic spring, Japan, AB600346]
clone $2-20 [AMD at Iron Mountain, USA, AY789586]
—— Thermogymnomonas acidicola JCM 13583 [NR_041513]

o8] Ferroplasma acidiphilum [AJ224936]
o7} Fcrophilus torridus DSM 9790 [NC_005877]
Thermoplasma acidophilum DSM 1728 [NC_002578]

%L Thermoplasma volcanium GSS1 [NC_002689]

100y OTU 10 (1% ,26;HEB53784)
—{ clone ant b7 [acidic Rio Tinto river, Spain, DQ303249]
& OTU 31 (100;HE653805)
OTU 39 (#;HE653813)
0OTU 22 (10;HEB53796)
OTU 13 (1*;HE653787)
OTU 20 (100;HE653794)
OTU 4 (3%,14;HE653778)
OTU 3 (2*;HE653777)
OTU 17 (1%,10,24;HE653791)
OTU 40 (14;HE653814)
clone HO28S21A44 [acidic spring, Japan, AB600372]
OTU 1 (53*,4301,36%;HE653775)
OTU 12 (1*,300;HE653786)
OTU 26 (201,14 ;HE653800)
OTU 42 (14;HE653816)
74 OTU 6 (5% ,501,64;HE653780)
74l clone CEM Pin e2 [acidic Rio Tinto river, Spain, EU370308]
Thermoplasmatales clone ChP 50A [organic acid layer, New Zealand, FN429063]
OTU 16 (1 +;HE653790)
OTU 5 (1% ;HE653779)
clone HO28S9A25 [acidic spring, Japan, AB600337]
OTU 27 (10;HE653801)
OTU 11 (1*,40,2¢;HEB53785)
OTU7 (2%,14;HE653781)
OTU 41 (14;HE653815)
OTU 24 (201,24 ;HE653798)
clone AG Eug f6 [acidic Rio Tinto river, Spain, EU370310]
OTU 2 (9*,64;HE653776)
Thermoplasmatales clone ORCL3.3 [copper mine drainage in Odiel river, Spain, EF396244]
8 Thermoplasmatales clone S4BAC1 [AMD in pyrite mine, United Kingdom, GU229859]
Thermoplasma sp. clone JL62 [anaerobic sediments at acidic Rio Tinto river, Spain, HQ730609]

|

CRENARCHAEOTA

THAUMARCHAEOTA

Unknown group

Methanosarcinales

Methanomicrobiales

Halobacteriales

Methanomicrobia

DHEV2

Themoplasmatales

EURYARCHAEOTA

Fig. 3 Maximum likelihood tree of 16S rRNA gene homologs from
the archaeal clones (in bold) along with a selection of representatives
of archaeal diversity. Numbers at nodes indicate a LTR (approximate
likelihood ratio test) branch support as computed by PhyML. The

scale bar gives the average number of substitutions per site. The
number in parenthesis indicates the number of clones for the sampling
period which is represented by a symbol (star April 2006, square
October 2008, circle January 2009 and diamond November 2009)
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Table 4 Identification number of the OTUs retrieved from the Reigous Creek sediment of Carnoules mine, taxonomic affiliation and repre-
sentative sequence for each OTU

OTU Number of Representative Taxonomic affiliation Closest relative (% of identity)
ID sequences sequence
Phylum Class Order

1 132 ArCMSdO8D35  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales  Aciduliprofundum sp. EPR07-39
(85 %)

2 15 ArCMSdA6A12  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (89 %)

3 2 ArCMSdA6A86  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales ~ Aciduliprofundum sp. EPR07-39
(85 %)

4 4 ArCMSdA6A46  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (90 %)

5 1 ArCMSdA6A17  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (91 %)

6 16 ArCMSdA6A67  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (92 %)

7 3 ArCoSAN9H63 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (93 %)

24 ArCMSdJ9B78 Euryarchaeota - - Clone hfmA029 (86 %)
4 ArCMSdA6A30  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM

13583 (88 %)

10 3 ArCoSAN9D80  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (94 %)

11 7 ArCMSdO8B50  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (94 %)

12 4 ArCMSdO8B53  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (90 %)

13 1 ArCMSdAG6AS2  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermoplasma volcanium (84 %)

14 2 ArCMSdA6A84  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (90 %)

15 3 ArCoSdN9H35 Euryarchaeota Thermoplasmata - Methanomassiliicoccus luminyensis
B10 (80 %)

16 1 ArCMSdA6A92  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (91 %)

17 4 ArCoSdN9H43 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (88 %)

18 5 ArCMSdO8A3 Euryarchaeota Thermoplasmata - Methanomassiliicoccus luminyensis
B10 (82 %)

19 1 ArCMSdO8A13  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (89 %)

20 1 ArCMSdO8A16  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (87 %)

21 2 ArCoSAN9H67 Euryarchaeota Thermoplasmata - Methanomassiliicoccus luminyensis
B10 (83 %)

22 1 ArCMSdO8A24  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (88 %)

23 2 ArCMSdO8AS56  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (89 %)

24 4 ArCMSdO8A49  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermoplasma volcanium GSS1
(89 %)

25 1 ArCMSdO8A54  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (90 %)

26 3 ArCMSdO8A74  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (99 %)

27 1 ArCMSdO8AS85  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM

13583 (93 %)

@ Springer



Extremophiles (2012) 16:645-657

653

Table 4 continued

OTU Number of Representative Taxonomic affiliation Closest relative (% of identity)
ID sequences sequence
Phylum Class Order

28 1 ArCMSdO8A89  Euryarchaeota Thermoplasmata - Methanomassiliicoccus luminyensis
B10 (85 %)

29 5 ArCMSdJ9A29 - - - Candidatus Nitrosocaldus
yellowstonii HL72 (84 %)

30 2 ArCMSdO8C25 - - - Candidatus Nitrososphaera
gargensis (83 %)

31 1 ArCMSdO8E23  Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (92 %)

32 15 ArCMSdJ9C75 Euryarchaeota - — Clone SVB_Fis_02_pl37c09 (86 %)

33 16 ArCMSdJIC68 Euryarchaeota - - Clone hfmA029 (85 %)

34 1 ArCMSdJoCS55 Euryarchaeota Methanomicrobia ~ Methanomicrobiales  Clone hfmA029 (84 %)

35 2 ArCoSdN9A45 Euryarchaeota - - Clone hfmA029 (85 %)

36 15 ArCoSdN9B9 Thaumarchaeota  No class Nitrososphaerales Candidatus Nitrososphaera sp.
EN76 (96 %)

37 6 ArCoSdN9F14 Thaumarchaeota  No class Cenarchaeales Candidatus Nitrosopumilus sp.
NM25 (93 %)

38 11 ArCoSAN9D53  Euryarchaeota - - Clone TG_FDO0.2_SA043 (100 %)

39 2 ArCoSdAN9H79 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (90 %)

40 1 ArCoSdN9E14 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JICM
13583 (88 %)

41 1 ArCoSdN9G7 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM
13583 (93 %)

42 1 ArCoSdN9HS80 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales Thermogymnomonas acidicola JCM

13583 (92 %)

OTU definition and taxonomic identification of representative sequences were done using mothur (Schloss et al. 2009; see “Materials and
methods” for details). Only taxonomic affiliations with 100 % similarity are shown. The closest relative was obtained by BLAST search on

NCBI nr database

in a single OTU (OTU 29) belonged to an unknown group
of Thaumarchaeota previously found in October 2008 and
were affiliated with clone GBX-A-COQI1-158 isolated
from an acidic hot spring (Fig. 3).

An increase in archaeal diversity was observed in the
November 2009 library, with 25 OTUs belonging to
the Euryarchaeota (69 clones corresponding to 61 % of the
sample) and to the Thaumarchaeota (22 clones corre-
sponding to 19 % of the sample, Fig. 3). The sequences
from the Euryarchaeota were distributed in 22 OTUs.
Fifteen were related to the order Thermoplasmatales, 11 of
which (OTUs 1, 2, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 17, 24, 26) were
previously found in the April 2006 and October 2008
libraries (Fig. 3). As in the results observed in these two
sampling periods, OTU 1 was also the most abundant
group in the sample in November 2009 (32 %). Addi-
tionally, OTUs 15 and 21, also found in the two first
libraries, were assigned to the order Methanomicrobia.
The remaining five OTUs (8, 32, 33, 35, and 38), were not
shown to be related to any known species and formed

unknown groups of the Euryarchaeota (Fig. 3). Among
these, the most abundant sequences belonging to OTU 38,
displayed a strong similarity (99 %) with an uncultured
archaeon clone LC15_LO00BOS8 isolated from the monim-
olimnion of a stratified lake (Gregersen et al. 2009). The
four other OTUs (8, 32, 33, and 35) were affiliated with
the uncultured archaeon clones hfmA029 mainly present
in the January 2009 library. The Thaumarchaeota detected
in this study fell into different lineages clustered in three
OTUs. The first (OTU 36) belonged to Thaumarchaeota
group I.1b and the 15 sequences within this OTU showed
from 95 to 96 % similarity with Candidatus Nitrososph-
aera viennensis a chemolithoautotrophic ammonia-oxi-
dizing archaeon (Tourna et al. 2011). The second (OTU
37) was assigned to Thaumarchaeota group I.1a and the
sequences displayed 92-93 % similarity with Candidatus
Nitrosopumilus sp., another ammonia-oxidizing prokaryote
(Matsutani et al. 2011). The last OTU (OTU 29), previ-
ously found in October 2008 could not be related to any
known species.
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Discussion

Archaeal 16S rRNA gene analysis of the sediment sampled
at the Reigous Creek showed that the Carnoulés archaeal
community includes the phylum Euryarchaeota and
Thaumarchaeota. The relatively low archaeal diversity
revealed by molecular-based methods is consistent with the
results of studies in similar environments (Bond et al. 2000;
Baker and Banfield 2003; Bruneel et al. 2008; Sanchez-
Andrea et al. 2011). This may reflect the limited number of
different electron donors and acceptors available in this
AMD and the high concentration of toxic compounds along
with the low pH. Most of the phylotypes identified in this
study were related to genera and species usually found in
extreme environments (hot springs, acidic springs, hydro-
thermal vents, etc.) and showed similarities with sequences
obtained in previous studies of Tinto River and other AMD
(Sanchez-Andrea et al. 2011; Garcia-Moyano et al. 2007;
Rowe et al. 2007, Fig. 3).

Regarding the dynamics of the archaeal community, our
study showed that significant modifications in this com-
munity occurred throughout the sampling period. All the
sampling periods showed differences in community struc-
ture and membership although April 2006 and October
2008 were more similar in terms of community structure.
Similarity coefficient analysis showed that January 2009
was very different from all the other sampling periods.
In January 2009, the archaeal community changed and
diversity decreased. Almost all the sequences were related
to an uncultured archaeon clone hfmA029 affiliated with
methanogenic lineage (Methanothermobacter thermautot-
rophicus). This clone, hfmA029, previously found in April
2006 (OTU 8) in only 2 % of the sample became the
dominant population in January 2009. The differences in
the archaeal community observed in January 2009 may
result from a modification in the composition of the sedi-
ment, although the physicochemical analysis of the sedi-
ments appeared to be similar throughout the sampling
period, and consisted mainly of an amorphous Fe(IIl)-
As(V) hydroxysulfate mineral. Indeed, XRD analyses
revealed that pyrite first appeared in October 2008. Like-
wise, since late 2007, a leakage of fine grey sulfide-reach
sands out of the tailings pile has been observed after the
rainfall events that generally occur in September and
October. This is probably due to the corrosion of the drains
at the bottom of the tailing stock that are responsible for the
water discharge inside the mine tailing. In January 2009,
the sulfide sands, originated from the tailings stock, formed
a very thick layer (around 3 cm deep) in the bottom of the
creek which could explain the change in the archaeal
community.

In the Reigous sediment, most of the sequences were
phylogenetically related to the order Thermoplasmatales,
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although none of the clones could be identified with high
similarity (>97 %) as belonging to any cultured species.
This order is represented by thermoacidophilic organisms
(Reysenbach 2001), which often derive energy from sulfur
oxidation or reduction. So far, the order contains three
families, each represented by one genus: the Thermoplas-
mataecae, the Picrophilaceae and the Ferroplasmaceae
(Itoh et al. 2007). The Thermoplasmataecae comprises
species like Tp. acidophilum that couple the oxidation of
organic carbon with reduction of elemental sulfur, whereas
members of the Ferroplasmaceae are strict iron-oxidizing
chemolithotrophs such as Ferroplasma acidiphilum (Itoh
et al. 2007). Microorganisms affiliated with methanogenic
Archaea such as Methanomassiliicoccus luminyensis were
also identified. Methanogenic communities play an
important role in the global carbon cycle, completing the
conversion of organic carbon into methane gas by utilizing
the metabolic products of bacteria (CO,, H,, acetate, and
formate) and other simple methyl compounds available in
the environment (Sanz et al. 2011). Lastly, we found
microorganisms involved in ammonia oxidation, a key step
in the nitrogen cycle (Brochier-Armanet et al. 2011), with
presence of sequences affiliated to Candidatus Nitro-
sosphaera viennensis and Candidatus Nitrosopumilus sp.
Until recently, ammonia oxidation, the first nitrification
step of the nitrogen cycle was thought to be carried out
only by autotrophic ammonia-oxidizing bacteria (AOB)
belonging to the Beta- and Gammaproteobacteria lineages
(Purkhold et al. 2000) occasionally supported by hetero-
trophic nitrifiers in soil environments (De Boer and
Kowalchuk 2001). Ammonia-oxidizing Archaea (AOA) are
members of the proposed novel Phylum Thaumarchaeota,
and are currently being indentified in almost all environ-
ments (Brochier-Armanet et al. 2008). These Archaea may
thus play a major role in the nitrogen cycle in the Carnoules
sediments.

Previous studies focused on the bacterial communities
inhabiting the Carnoules AMD sediment. These studies
showed that the active population of bacteria also con-
tained iron reducers, sulfate-reducing, and sulfur com-
pound oxidizers, and both autotrophic and heterotrophic
bacteria (Bruneel et al. 2011). Statistical analysis of
genomic and proteomic data demonstrated that both met-
abolic specificity and partnerships can co-exist in this
arsenic-rich sediment (Bertin et al. 2011). These processes
include the fixation of inorganic carbon and nitrogen by
several strains, in particular those belonging to the Thio-
monas, Acidithiobacillus, and Gallionella related genera.
However, this study did not find evidence for the presence
of archaeal species among the dominant organisms, sug-
gesting that they may represent a small proportion of the
microbial community in the sediment. Despite the fact that
we cannot really infer the implication of the Archaea
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detected in most of these metabolic pathways because
most of them could not be affiliated to cultured species,
we can point to their probable implication in a specific
metabolism currently unknown in bacteria (Forterre et al.
2002), methanogenesis. Archaea are also involved in the
nitrogen cycle (Candidatus Nitrososphaera viennensis and
Candidatus Nitrosopumilus sp.) and some of them may
also be involved in the sulfur and iron cycles (Ther-
moplasmatales). All these microorganisms may contribute
to the remediation process observed in situ and could also
be involved in the stability of this sediment by changing
the ratio between oxidized and reduced forms of iron,
arsenic, and sulfur compounds, promoting the formation
and/or dissolution of the Fe(III)-As(V) hydroxysulfate
precipitates.

Because isolation and phenotypic characterization of
many environmental Archaea are currently not possible,
the physiological features and ecological significance of
some Archaea detected in this AMD remain difficult to
assess. Moreover, the fact that most of the archaeal
sequences were only distantly related (<94 % similarity) to
known archaeal species suggests that other taxa may exist.
Additionally, the contradictions observed in the taxonomic
affiliation resulting from the 16S rRNA phylogenetic
reconstruction (Fig. 3) and the Greengenes classification
(Table 4) suggest that there is still a lack of information
making the taxonomic identification difficult to assess.
Indeed, almost half of the 16S rRNA gene sequences
archived in GenBank database lacks clear taxonomic
information (DeSantis et al. 2006). As a consequence,
different authors use different names for uncultured clus-
ters which lead to conflicting nomenclatures. Recently
developed high-throughput techniques (metagenomics,
metaproteomics, and microarrays) may help link the
identity of AMD-promoting prokaryotes to their function in
mining environments (Mohapatra et al. 2011; Bertin et al.
2011) in the absence of laboratory culture. In the future,
these new genomic tools should provide a more precise
assessment of the archaeal diversity that will probably lead
to substantial changes in current archaeal phylogeny and
taxonomy (Brochier-Armanet et al. 2008; Schleper et al.
2005) and to a better understanding of the evolution and
metabolic capacities of uncultured Archaea. In conclusion,
to increase our insight into the functioning of these highly
acidic environments and to elucidate the role of these
microorganisms, both improving culture strategies for
further physiological and metabolic characterization of
newly detected species and a greater sequencing effort are
still needed.
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Supplementary Figure S1:Results of As K-edge XANES data fit using lineambination

of two model compound spectra representative oérate and arsenite. These model
compounds are amorphous As(V)- and As(lll)-Fe(tdXyhydroxide phases (referred to as
cppAs(V) and cppAs(lll), respectively) and charaized in detail in Morin et al. (2003).
Accuracy of individual components is estimated &% and components lower than 10% are
not significant. A minor component of arsenopysas suspected in sample COWG JanQ9,
while being close to the limit of detection.

112



20 CowG Apr08
e o ) 30% amorph, As{V}-Fe(ll} (Tm sp.) : As-O
N PN 48% amorph. As{V¥Fe(lf) {ahiot.) : As-Fe
o 19% Schw As{IEYEe(ll) {Af sp.)
£
8
x B
T £
% PN - " 24% amorph. As(V)-Fellil} (Tm sp.) [g
\\\\\ Y v/ M. | 69% amorph. As(V)/Fe(ilf) (abiot.) E;
T .. 1 10% Schw As(H)Fe(l) (Afsp) 3
T8
Cow(G Nov09
) ) . 13% amorph. As{V}-Fe(lil} (Tm sp.)
N A 57% amorph. As(V)/Fe(fii} (abiot.)
' o : 28% Schw As(IFell) (Afsp.) ;
V : 0 1 2 3 4 5 &
4 6 8 10 REA(A)
KA

Supplementary Figure S2:Results of As K-edge EXAFS data fit using lineambination

of three model compound spectra representativersénate and arsenite species in the
samples studied. These model compounds includeebiogamorphous As(V)-Fe(lll)
oxyhydroxysulfate synthesized usifigniomonassp. strain B2, abiotic amorphous As(V)-
Fe(lll) oxyhydroxysulfate with As/Fe = 0.8 mol/m@Maillot et al., 2011), and biogenic
As(Ill) rich schwertmannite synthesized usiAgidithiobacillus ferrooxidansstrain CC1.
Accuracy of individual components is estimated ®0% and components lower than 15%
are not significant.
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Supplementary Figure S3:XRD powder data of the solid COWG samples studi@d.
quartz, Fk: K-feldspar, Mu: muscovite; Ja: jarosRg: pyrite.
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Chapitre IIT — Variabilité spatiale de la

communauté eucaryote

A. PROBLEMATIQUE ET DEMARCHE SCIENTIFIQUE

1. Contexte général

De nombreuses études se sont intéressées aux canmésiprocaryotes présentes dans les
DMA, avec un intérét majeur porté aux bactériess G@mmunautés ont été intensivement
caractérisées par des méthodes de culture (Edvedr@sé, 2000b; Bruneelet al, 2003;
Anderson & Cook, 2004; Golyshina & Timmis, 2005;dzt al, 2009; Johnsoet al, 2009;
Delavatet al, 2012), de génomique basées sur les génes codant ARNr 16S (Bondet

al., 2000; Baker & Banfield, 2003; Hallbergt al, 2006; Bruneelet al, 2008, 2011;
Sanchez-Andreat al, 2011), de séquencage aléatoire global (Tysbral, 2004), de
métagénomique (Bertiat al, 2011) ou de métaprotéomique (Ratmal, 2005; Bertinet al,
2011; Bruneelet al, 2011). Paradoxalement, les communautés eucarydéesces
environnements ont été tres peu étudiées bien gaterét croissant leur soit porté de part
leur rdle écologique potentiellement important dares écosystémes. En effet, les
microorganismes eucaryotes sont susceptibles defiaroabondance, la composition et
I'activité des communautés microbiennes (bact@ieschaea) par de nombreux mécanismes
comme la prédation, etc. (Baket al, 2004; Gadanhet al, 2006). Or, les procaryotes sont
directement responsables de la génération des MA’oxydation du fer et du soufre
(Hallberg, 2010). De plus, certains eucaryotes certes protozoaires sont responsables de la
dégradation de la matiére organique et jouent donodle important dans le recyclage des
nutriments (Zirnsteinet al, 2012). D’autre part, alors que les études réadissur les
communautés procaryotes ont révélé une diversijdogénétique relativement faible des
bactéries et des Archaea, les communautés eucargetablent présenter des niveaux de
diversité beaucoup plus variables dépendant deactéaistiques intrinseques du DMA
gu’elles colonisent. Ainsi, le site du Rio TintoH{p-2) en Espagne, présente une grande
diversité de microorganismes eucaryotes parmi ksqies bacillariophytes (diatomées), des
chlorophytes, des euglénides, des rhodophytes;ililes; des cercomonades, des amibes, des

straménopiles, des champignons et des levures ¢Aehibl, 2007). Par contre le site de
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Richmond aux Etats-Unis (pH < 0,9), est caractépaéune faible diversité essentiellement
dominée par des champignons et dans une moindnerenpar des protistes affiliés au clade
des protistes acidophiles (APC) ainsi que des p&zoaires de la classe deeterolobosea

(Bakeret al, 2004, 2009). Chaque DMA est donc unique et ilaagip essentiel de continuer
les recherches sur ces communautés eucaryotegetdéations avec leur environnement afin

de comprendre leur physiologie et leur role écajogisous ces conditions extrémes.

Concernant notre site d’étudee( la mine de Carnoulées), aucune analyse de digersit
concernant la communauté eucaryote n'a encoredéatisée bien que des études précédentes
se soient intéressées au protozoaire photosyntledfigglena mutabilisnis en évidence sur
ce site (Casiogt al, 2004; Bruneeet al, 2006; Halteret al, 2012a). Ces études ont révélé la
capacité de cet organisme a tolérer de fortes obrat®ns en arsenic (Casiet al, 2004)
tandis que son mécanisme d’adaptation a I'arse@t® alécrit par Halteet al. (2012b). Ce
protozoaire contribue également a I'éliminationfeluin situ par séquestration intracellulaire
et/ou par la génération d'oxygene par photosynthe&sequi facilite I'oxydation et la
précipitation du Fe(ll) (Brakeet al, 2002). Les activités biologiques de cet organisme
pourraient donc jouer un role important dans leecgssus naturel de remédiation observé sur
ce site. D’autre part, une étude récente combini@st approches de protéomique et de
métabolomique a permis de caractériser les typenétabolites sécrétés par cet organisme
(acides aminés, polyamines, urée, sucres) et aderetabsence de production d’acides gras,
suggérant ainsi un apport de matiere organiquectfétians cet écosysteme (Haltetr al,
2012a). Or, une telle production peut avoir un iotgaucial sur I'activité métabolique de la
communauté bactérienne présente sur le site d,atad&es bactéries transportent et recyclent
in situ la plupart des métabolites secrétés paglena mutabiligBertin et al, 2011). Par
conséquent, ce protiste peut exercer un role icidingais néanmoins important, dans les
DMA par la production de sources carbonées simptefacilement assimilables par les
microorganismes procaryotes (Hal&tral, 2012a).

2. Opbijectif de I’étude

L’objectif de ce travail a été d’identifier les camnautés eucaryotes présentes dans les
sédiments du Reigous et d'étudier leur distributgpatiale en fonction d’'un gradient de
pollution. Ces analyses ont été réalisées par pyrencage 454 des genes codant pour

'ARNr 18S. L'originalité de ce travail repose darfait que cette identification n'a encore
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jamais été faite au niveau de ce site qui préséede caractéristiques uniques citées
précédemment. Ce travail avait pour but d'améli@giconnaissances concernant la diversité
des microorganismes eucaryotes pour mieux appréhémdadle qu’ils pourraient avoir dans

ce DMA ainsi que les parametres physicochimiquesgrétant leur répartition spatiale.

B. RESULTATS

Les analyses réalisées dans cette étude portaignties communautés microbiennes
eucaryotes présentes au niveau de cinq sédimexey@s le long du Reigous. Ces sédiments
ont été échantillonnés aux stations S1, COWG, GAC@NF. A noter que deux échantillons
ont été prélevés au niveau de la station GAL capiiésentaient des textures tres différentes,
GAL de type stromatolithique présentant une stmectaminée rigide et GALm, sédiment

mou et crémeux de couleur beige.

Diversité et composition des communautés eucaryotes

Les analyses phylogénétiques ont révélé la présimndd taxons essentiellement dominés par
six groupes (91 % des séquences totales) affilies kangdom/phyla des Ascomycétes,
Basidiomycetes, Alveolates, Stramenopiles, Strdpttgs et Chlorophytes. Parmi ces
groupes, les champignons, constituaient a eux gméls de 60 % des séquences et sont
apparus étre le groupe majoritaire sur I'ensemlde sédiments prélevés sur le site de
Carnoules, suivis dans une moindre mesure par lesokates et les Stramenopiles. Une
diversité relativement élevée de ces champignogaement été mise en évidence par
I'identification de 16 classes différentes. Les dédlates, caractérisés par 8 classes
appartenaient a 3 groupes (dinoflagellés, ciliéapgtomplexes) tandis que les Straménopiles
étaient apparentés a 4 lignées photosynthétiqiBeiliariophyceae Chrysophyceae
Eustigmatophyceaeet Synurophycege et deux lignées hétérotrophe8iqosoecida et

Oomycetes

Dynamique spatiale et relation avec les paramefpbegsicochimiques

Les parametres physicochimiques de l'eau prélewee différentes stations le long du

Reigous présentaient une variation spatiale tradtian gradient de toxicité. En effet, une
diminution significative des concentrations en aisefer et sulfates associée avec une
augmentation de la concentration en oxygéne etHlwmt été mises en évidence entre la

source (S1, le site le plus extréme) et la stafll@NF située quelques meétres en amont de la
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confluence avec I’'Amous (site le moins extréme).r&me chacun des sédiments prélevés
présentait une composition minéralogique différer@ependant, bien qu’une variation
significative de la structure et de la compositdes communautés eucaryotes présentes au
niveau de ces stations ait été mise en évidencenauelation spécifique ne semblait lier les
niveaux de diversité observés et le gradient difah. En effet, les communautés les moins
diversifiées se trouvaient au niveau des statidngG3\L et GALm présentant des indices de
diversité similaires, tandis que la communautélies pliversifiée se trouvait au niveau de la
station COWG, la station CONF représentant uneatitn intermédiaire. Néanmoins, la
structure de ces communautés eucaryotes s’eseég2@éie, du moins partiellement, liée a la
physicochimie de I'eau. En effet, les concentratiétevées en As(lll) et en Fe sont apparues
significativement liées aux communautés présenigsstations S1 et COWG. Parallelement,
le potentiel redox serait également impliqué darstiucturation de la communauté au niveau
de CONF tandis gu’aucun paramétre physicochimigatiqulier influant sur les stations
GAL et GALm n’a pu étre mis en évidence.

C. DISCUSSION ET CONCLUSION

La majorité des séquences obtenues dans cette sguslent révélées étre apparentées a des
taxons trouvés précédemment dans d'autres DMA tple les Chlorophytes, les
Streptophytes, les Bacillariophytes, les Rhizairéss Alveolates, les Amibes, les
Straménoplies et les Champignons (Anelsal, 2007). Ceci implique donc une certaine
adaptation de ces organismes a des conditionsneedtélLe pyroséquencage a é€galement
permis de mettre en évidence de nouveaux taxondéwmttés auparavant dans ce type de
milieu tels que les Apusozoaires, les Centroheboes et les Jakobides. D’autre part, en
accord avec des études menées préecédemment par édadesur le DMA de la mine de
Richmond (2009), les champignons se sont égalenéeBtés étre le groupe dominant sur
I'ensemble des échantillons prélevés bien quisspntaient une diversité relativement plus
importante avec un total de 16 classes identifidesst également important de noter que
cette étude n’a pas permis de mettre en évidenpeekence d’euglénes, connues pour étre
largement présentes sur ce site. Elles formentfendes biofilms tres épais, visibles presque
toute I'année et particulierement abondant a COWE&siotet al, 2004; Halteret al, 2011).
Cette absence est probablement due au fait quulrtygee d’amorce ne peut raisonnablement
pas amplifier 'ADN de I'ensemble des eucaryotesr@@ et al, 2004), suggérant ainsi un

biais probable dans I'estimation de la diversitéagyote sur le site de Carnoules.
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Ces travaux ont également permis de mettre en msédaine variation spatiale des
communautés eucaryotes avec la présence de comt@siristinctes au sein des sédiments
prélevés le long du Reigous. Cette structuraticatiagle des communautés s’est révelée étre,
du moins partiellement, liée a la physicochimid’dau. En effet, les analyses ont montré que
'arsénite, le fer et le potentiel redox pourraieétre des facteurs significativement
responsables de la structuration des communautéasryetes de Carnoulés. Cependant,
contrairement a ce qui a été observé au niveauidiRto par Amaral-Zettleet al. (2011),

les sites les plus extrémes de Carnoulés ne petsenpas la diversité eucaryote la plus
importante. En effet, le niveau de diversité demmmnautés eucaryotes ne semblait pas
suivre le gradient de pollution.€. diversité la plus importante a COWG), suggéramsida

présence de facteurs supplémentaires contribustniturer ces communautés.

Les résultats obtenus dans cette étude ont appestéonnaissances nouvelles sur le DMA de
Carnoules en nous éclairant pour la premiere foiges microorganismes eucaryotes présents
sur ce site. Ces microorganismes peuvent potesrtielit jouer un rdle important dans les
DMA. Ainsi, la caractérisation de leur diversité représentait qu'une premiere étape pour
nous aider a améliorer nos connaissances sur t@idanement du DMA de Carnoules et
notamment les interactions existant entre les conaués eucaryotes et les cycles
biogéochimiques. Il sera en effet nécessaire depl&iar ces analyses par le développement
des techniques de culture et d’isolement de cesn@ses eucaryotes afin de mieux
caractériser les especes présentes, leur mode tlgionu (autotrophie, hétérotrophie,

mixotrophie) ainsi que leurs interactions entreselt avec leur environnement.

D. CONTRIBUTION SCIENTIFIQUE

Ce travail, finalisé sous forme darticle sera p@&@ioement soumis dans la revue

« Environmental Microbiology (Article C).

Volant, A, Héry, M., Desoeuvre, A., Casiot, C., Morin, Belpoux, S., Bertin, P. N., Elbaz-
Poulichet, F., and Bruneel, O. Spatial distributioh eukaryotic communities along a
pollution gradient in the arsenic-rich creek seditseof Carnoules Mine, France.
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Summary

Microscopic eukaryotes are key factors in ecosyst@mctioning, but their diversity in the
majority of environments remains widely unexplorekthe Carnoulés mine (France) is
characterized by acidic waters containing very highcentrations of arsenic (80 to 350 mg
L™, iron (750 to 2700 mg 1), and sulfate (2000 to 7500 mg')L During the first 30 m of
downflow in Reigous Creek, emerging from the miagirtgs, 20 to 60% of the dissolved
arsenic is removed by coprecipitation with Fe(llBrevious studies, mainly focusing on
bacteria and archaea suggested a role of prokamgdiivities in the coprecipitation of As(lll)
and As(V) with Fe(lll) and sulfate. This study aymdd for the first time the eukaryotic
diversity present in the sediment along the 1500f the Reigous Creek, draining the site. A
bar-coded pyrosequencing approach targeting theertigpable V2-V3 regions of the
eukaryotic small-subunit 18S rRNA gene was usechtracterize the diversity of eukaryotic
communities along the pollution gradient of arsamb Creek sediment and to address the
factors that structure theses communities. The gggeencing approach yielded a total of
8688 reads leading to the identification of 865 @TBhylogenetic analyses revealed that
around 60% of the sequences belonged to Fungintdjerity of sequences (91%) clustered
into six main groups failing into the kingdom/phydAacomycota, Basidiomycota, Alveolata,
Stramenopiles, Streptophyta and Chlorophyta. As(tthncentration was highlighted as
significant factor driving the eukaryotic commuagistructure, followed by Fe concentration
and redox potential.
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Introduction

Acid Mine Drainages (AMD) are extreme aquatic eonments generated from the
dissolution of pyrite-rich mining wastes. Becausk tbeir acidic pH and their high
concentrations of toxic metals and metalloids, tregyresent a threat to public health and the
environment (Motset al, 2009). In these ecosystems, adapted microorgarasensvolved
in biogeochemical mechanisms controlling metal ancktalloids behavior at the
water/sediment interface. Indeed, microorganisnhsnizing AMD are responsible for metals
and metalloids release and acidification conseetitivpyrite-rich waste oxidation. Microbial
metabolisms can also lead to the pollution mitmatifor example by coprecipitation of
arsenic with iron (Morinet al, 2003). Prokaryotic communities colonizing AMD, dan
particularly bacteria, have been extensively sui@ied are generally characterized by a low
diversity including organisms involved in iron, &ul or arsenic cycling (Johnson and
Hallberg, 2003; Bruneekt al, 2011; Johnson, 2012; Volamt al, 2012). However,
investigations about eukaryotic members of the ohil communities remain relatively
scarce and their potential involvement in biogeaodcal cycling in these extremes
environments is poorly understood (Aguilexaal, 2007; Amilset al, 2007; Bakeret al,
2009, Amaral-Zettleret al, 2011). Culture-independent gene surveys of AMpaoted
phototrophic communities (pH 2) from the Rio TirRiver in Spain have revealed high
eukaryotic richness including members of the Bagiphyta, Chlorophyta, Rhodophyta and
Euglenophyta phyla as well as Ciliates, Cercomon#@aaoebae, Stramenopiles, Fungi,
Heliozoans and Rotifers (Aguileet al, 2007; Amilset al, 2007). In contrast, some studies
carried out on the Richmond mine, an extremelyiagpH < 1), subsurface AMD site at Iron
Mountain in California, have evidenced a low eukusigy diversity mainly dominated by
Fungi associated with the presence, in small ptopgr of Heteroloboseaand protists
affiliated with the deeply branching lineage nantieel acidophilic protist clade (APC) (Baker
et al, 2009). Some protists isolated from AMD graze @ec#ic acidophilic bacteria
(McGinness and Johnson, 1992; Bakeral, 2004), suggesting that they may impact the
abundance and the community composition of prokasyéinown to be directly involved in
acid generation rataga the oxidation of iron and sulfur compounds. Varigpgcies of algae
and Fungi encountered in these extreme environnedfdstively enrich the carbon sources
that help to maintain some populations like thef&eal Reducing Bacteria (SRB) in
predominantly anaerobic environments ([2aal, 2009). Fungi also show capacity to absorb

significant amount of metals in their cell wall, by extracellular polysaccharide slime
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limiting their biodisponibility in the environmeiiDaset al, 2009). In spite of their potential
importance, the full diversity and the ecologicaler of eukaryotes in AMD remain poorly
understood as well as the underlying mechanismssthacture their communities.

In Carnoulés (France), the level of pollution istigalarly high (up to 10 g £ of As
in the tailing stock pore water) and from 80 to 250 at the spring of the Reigous Creek,
draining the site (Casiott al, 2003). Previous studies indicate that microbictivay is
involved in the natural attenuation process ocnogrrat this site, leading to a pollution
gradient along the 1500 meters of the creek cooredipg to the AMD. Indeed, the arsenic
concentration decreases within the first 30 m @& Reigous Creek due to microbial iron
oxidation which leads to the removal of 20-60% is&dlved arsenic by coprecipitation with
Fe(lll) and formation of As(lll)-Fe(lll) and As(Vle(lll) phases associated with sulfate
(Casiot et al, 2003; Morinet al, 2003). Although the arsenic level remains higl, i
concentration subsequently decreases by aroundi@i¥een the source of Reigous Creek
and its confluence with the Amous River, 1500 netwnstream. If bacterial and archaeal
communities have been characterized, to date,ukargotic community thriving at this site
remains unexplored although some studies revehteg@resence of the acidophilic protozoan
Euglena mutabiligCasiotet al, 2004). This photosynthetic organism may playrapdrtant
role in the natural recovery of contaminants, bgréasing the concentration of dissolved
oxygen in the water, which enhances the rate ofgemic precipitation of reduced metal
species, and by sequestering and storing ironcelitdarly (Brakeet al, 2001, Casiogt al,
2004).

The first steps to better assess the potentialenfie of eukaryotes on metals and
metalloids behavior and on Carnoulés ecosystemtiumog is the determination of the
eukaryotic diversity present. For this purpose,aguéitic diversity in Carnoulés sediments
was investigated using a bar-coded pyrosequengpgpach targeting the hypervariable V2-
V3 regions of the eukaryotic small-subunit 18S rRiNéne. In order to help understanding
how environmental stressors shape microbial comiystructure, the eukaryotic spatial
pattern was characterized in relation with theimigstphysicochemical conditions obseniad

situalong the pollution gradient.
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Results

Physicochemical characteristics of the samples

The main physicochemical characteristics of theewaamples collected from the
different stations are listed in Table 1. The Ragwas characterized by low pH (around 3),
remaining rather constant along the creek. Redd&npial (Eh) showed an increasing trend
with values ranging from 476 to 715 mV. Extremeigthconcentrations of As (222 mg'L
and iron (1904 mgt) were recorded in the upstream station S1 inicglatith the oxidation
of As-rich pyrite within the tailings impoundmentdsiotet al. 2003). This station was
almost anoxic and displayed high concentrationuifage (2226 mg L!). However, natural
remediation occurred along the creek charactermed clear decreasing gradient of arsenic
(222-0.32 mg [Y), iron (1904-23 mg L), and sulfate (2226-853 mg"). associated with a
generalincrease of dissolved oxygen concentration (0.58gt L'"). The reduced forms
Fe(Il) and As(lll) were dominant at all stationsegt at the downstream station CONF which
was the most oxygenated and showed the lowest stvatens of iron, sulfate and arsenic.

The nature and structure of the sediment samplese wevestigated using
mineralogical and spectroscopic methods. XRD amesly$Fig. S1) showed that the
mineralogical composition evolves from mainly taotd (To: Fe;(AsO3)sSOy(OH)4-4H,0)
upstream (sample S1: spring), to amorphous ferserate hydroxysulfate (samples GAL and
GALm), and to schwertmannite (Schw:gBg(OH)sSQy) (sample CONF). Sample COWG is
sandy with quartz (Qz) and micas (Mi). XANES anak/$or COWG, GAL and CONF at the
arsenic K-edge, showed that despite the presenae A&(lll) component accounting for 23—
34 £ 2% of total arsenic, the oxidized arsenic fés(V) predominated in these samples (Fig.
S2). Similar observations would be expected for@arALmM. In contrast, the proportion of
As(lll) is expected to be much larger in sample Bhich essentially consists of tooeleite, a
rare iron-arsenite mineral found in large amountshie Carnoulés sediments (Mo al,
2003). Recording of XANES and EXAFS data for théstéer samples is under progress.
EXAFS data (Fig. S3) showed that As(V) was mainlgsent in the samples in an amorphous
Fe(llD-As(V) hydroxysulfate phase, as previoushserved (Morinet al, 2003; Bruneekt
al., 2011), As(lll) being likely sorbed to poorly orée schwertmannite.

Diversity and species richness estimators of eukdicycommunities
A total of 16 510 sequence reads with an averaggtheof 504 bp were generated in a

single run of 454 pyrosequencing from the five meledent 18S rRNA libraries. After
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trimming and processing with Mothur, 15 061 reaglmained (495 bp average length), 42%
of which were sequences classified as Metazoa amiféospida (Table 2). This study
focusing on microorganisms, theses sequences emraved from the dataset. However, they
accounted for highly variable percentages of eukarysequences from the different locations
(75%, 3%, 74%, 73% and 2%, respectively, for SIWI&) GAL, GALm and CONF)
leading to a significant decrease in the numbesegfuences in some samples. Clustering of
the 8688 remaining sequences led to the ideniidicabf 865 OTUs (including 413
singletons) defined at 97% of identity.

Rarefaction curves based on the full dataset didreach an asymptote (Fig. 1),
especially for COWG, suggesting that a large nundfeunseen OTUs still existed in the
original samples and that more sequencing efforéy me required to detect additional
phylotypes. However, Good’s coverage (Table 2),ciprovides an estimate of sampling
completeness using a probability calculation withdomly selected amplicon sequences, was
high ranging from 92 to 98%, suggesting that thgonitst of eukaryotic phylotypes present in
each sample were identified. The total number oU®1or each sample, as estimated by the
Chaol estimator for the full dataset, was consldgrhigher than the observed number of
OTUs, covering an average of 55% of the estimatdthess (Table 2). The diversity indices
showed that the structure and membership compositfidhe eukaryotic community varied
strongly across the stream. The Shannon diverbifjyad Chaol richness indices ranged
from 2.13 to 5.18 and 65 to 1124, respectively. &/I81, GAL and GALm displayed a
similar level of diversity, COWG displayed the hagth diversity (H = 5.18; Chaol = 1124),
CONF representing an intermediate situation, wisctonsistent with the rarefaction curves.
Thus, there seemed to be no clear relationship degtvthe eukaryotic diversity and the
pollution gradient observed along the Reigous cr&snk-abundance curves, calculated for
the 50 most abundant OTUs in the full dataset,ceteéd that a high majority of the OTUs
belonged to rare organisms represented by onlyastgjuences, whereas a relatively low
proportion of OTUs were highly abundant (Fig. 2heTsame patterns of diversity occurred

for both full and resampled data sets (Table 2).

Taxonomic assignment of eukaryotic pyrosequencieqds
Table 3 shows the relative abundance of taxa ih sample. About 5.6% of the total
sequences could not be assigned to a taxonomip gide highest proportion of unassigned

sequences occurred in COWG (7.8%8.(the more diverse sample), with the values ranging
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from O to 5.9% for the other samples. Across all #amples, 14 high-level eukaryotic
lineages were identified. However the majority efjsences (91%) clustered into six main
groups falling into the kingdom/phyla Ascomycota9.@%), Basidiomycota (17.4%),
Alveolata (11.6%), Stramenopiles (10%), Streptophyf.7%), and Chlorophyta (4.6%)
(Table 3). The eight additional groups were eaphagented by less than 1% of the sequences
and belonged to Chytridiomycota, Blastocladiomycot@hoanoflagellida, Rhizaria,
Amoebozoa, Centroheliozoa, Apusozoa and Jakobida.oOthese 14 lineages collectively
identified, five were detected in all five samp(es. Ascomycota, Basidiomycota, Alveolata,
Stramenopiles, and Streptophyta), one in only &amnples, one in only three samples, two in
only two samples, and five in only one sample. Fumngre clearly dominant in all the
samples comprising about 84%, 49%, 83%, 67% and &9%te sequences, respectively, for
S1, COWG, GAL, GALm and CONF. The Basidiomycota evelominant in S1 (53.9%),
GAL (66%) and GALm (50.8%) whereas both COWG (40.6td CONF (55.5%) showed a
major proportion of Ascomycota. A high diversity Bingi was observed with 16 classes
encountered within this kingdom (Fig. 3A). The Aspamota fell into six classes mainly
represented bgordariomycetesndLeotiomycetesvhereas eight classes were identified for
the Basidiomycota with the predominanceMitrobotryomycetesnd AgaricomycetesOnly
one class was identified within the Blastocladiootgcand Chytridiomycota. Within the
Alveolata we retrieved eight classes falling irfteee groups (Dinoflagellida, Coliophora and
Apicomplexa) (Fig. 3B). The Stramenopiles were teglato four photosynthetic lineages
(Bacillariophyceae Chrysophyceae Eustigmatophyceaeand Synurophycege and two
heterotrophic lineage8icosoecidaandOomycetes(Fig. 3C).

Community membership and spatial distribution

To explore the extent of spatial variation of conmity) patterns we compared
eukaryotic communities based on community memberdfig. 4 depicts a Venn diagram
representing the unique and overlapping OTUs at fihe sites calculated from the
normalized dataset. Across the 301 OTUs retrieveh fall the reduced samples, a relatively
high percentage of OTUs in each sample were un{88&6, 83%, 51%, 32% and 67%,
respectively, for S1, COWG, GAL, GALm and CONF) amdy one OTU corresponding to
47 sequences was shared between the five sampdissating that an important turnover of
the eukaryotic community occurred along the strédable 2, Fig. 4). This OTU showed

99% of similarity with Escovopsis sp. Escl9, an Ascomycota belonging to the
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Sordariomycetes class, known to be involved in 3gsib with fungus-growing ants (Currie
et al, 2003). The two samples GAL and GALm, retrievazhfrdistinct sediments located at
the same site in the creek, shared only 10 OTUresponding to 27% and 40% of their
respective taxa highlighting the probable influenoke the sediment characteristics on
eukaryotic membership patterns. Moreover, whilegheentage of shared OTUs between the
five sites was very low (15% shared between twamore site), the majority of the total
sequences (68%) were shared between at least twgo(Big. 4). This disparity between the
percentage of shared sequences and the perceritapared OTUs between the five sites
suggest that members with low abundance could pldisproportionate role in the level of
beta diversity.

Community structure and relationship with environmal parameters

Across all the samples, the Bray-Curtis dissintyarindex ranged from 0.63 to 0.94
indicating a high level of betadiversity (data sbiown). According to the Mantel test, the
distance matrices corresponding to eukaryotic comiystructure (based on the normalized
abundance of all OTUs) and environmental factonewenificantly correlated (r = 0.59, P <
0.05). To disentangle the environmental factorspsita the eukaryotic community,
Nonmetric MultiDimensional Scaling (NMDS) basedmormalized abundance of OTUs was
used to show the relationship between diversityepas of microbial communities and
environmental parameters. The NMDS ordination (Bijgshowed a clear separation of the
eukaryotic communities by the pollution gradierdra the second ordination axis, with the
most polluted sites (S1 and COWG) opposed to the polluted site CONF. Communities
from sites GAL and GALm showed similar structurgsdustering together between these
two extremes. Vector fitting of possible explangta@nvironmental variables suggested
As(Ill) concentration as most powerful predictorpaeating eukaryotic communities at
different sites ¢=0.99, p=0.025), followed by redox potenti#=0.96, p=0.017) and total Fe
concentration (=0.94, p=0.041) (Table 1 and Fig. 5). Thus, thacstire of the eukaryotic
community found in CONF was correlated with highues of redox potential whereas high
concentration of As(lll) and Fe mainly shaped tbenmunities in S1 and COWG. However,
no particular parameters seemed to influence tharamities occurring in the stations GAL
and GALm as shown by their central position aldmgdecond axis.
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Discussion

Diversity patterns and methodological consideratson

The aim of this study was to characterize the @itqerof microbial eukaryotes and
their spatial variations within five sediment stai$ along the Reigous Creek of the Carnoulés
mine (France), an AMD heavily contaminated with Abkis mine drainage is characterized
by a gradient of pollution, with a decrease of Asmaentration of around 95% between the
Reigous Spring and its confluence with the AmouseRi 1.5 km downstream. For this
purpose, pyrosequencing of 18S rRNA gene hypemiarisegions was performed using
universal eukaryote set of primers (Casamagbral, 2002; Lépez-Garciat al, 2003;
Monchy et al, 2011). Although rarefaction curves did not reachasymptote, the coverage
values for each sediment, exceeded 90%, suggeatiegmprehensive sampling of the
dominant microbial groups. Clustering of the 8688§uences found in this study led to the
identification of 865 OTUs. Most of the sequencesieved from this extreme environment
corresponded to lineages previously found in oth&MD, including members of the
Chlorophyta, Streptophyta and Bacillariophyta phyla well as Rhizaria, Alveolata,
Amoebozoa, Stramenopiles and Fungi (Anetsal, 2007). However, some taxa detected in
Carnoules had not been previously found in any AMikstem such as Apusozoa,
Centroheliozoa, Jakobida and Choanoflagellida. ibfilms from the AMD of Richmond
mine (California) a low eukaryotic diversity wasghiighted, mainly dominated by two
classes of Fungi (th®othideomycetesand Eurotiomycetes some Heteroblosea and APC
(Bakeret al, 2009). In accordance with this study, Fungi abgaresented the most dominant
group in all the Carnoules samples but they exhilhiigher diversity with 16 different classes
identified. In addition we found a more diverse a&uytic diversity characterized by a total of
12 lineages. Amaral-Zettleet al, (2002, 2003) also showed a high eukaryotic sgecie
richness in the Rio Tinto River in Spain. This hajtersity observed in both Carnoulés and
the Rio Tinto may be, at least partially, explaingg the presence of photoautotrophic
eukaryotes that may sustain the development ofrgivaeterotrophic lineages. However, it
should be noted that pyrosequencing of rRNA gerngehwariable region allowed to reveal
much greater eukaryote diversity than classical@guh developed previously for the study
of Rio Tinto (Amaral-Zetlleet al, 2003; Aguileraet al, 2007) and Richmond AMD (Baker
et al, 2009) which tend to unveil the dominant rares0r©On the 865 OTUs identified in our
study, 413 were singletons. Rare species corresmlodv abundance organisms of the “rare

biosphere”. The rare microbial eukaryotes are lgrgenderexplored but may play an
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important role in AMD by becoming dominant in respe to environmental changes and
buffering the effects of dramatic environmentalftshand could also open great perspectives
for future identification of novel “species”, genasd metabolic pathways (Sogal, 2006;
Monchyet al, 2011). However, the deep sequencing raised aisstipns about the accuracy
of OTU richness estimates, as sequencing errogledwvith inadequate choice of clustering
algorithms can lead to artificially elevated estiesaof community richness (Husg al,
2010).

In this study, we did not encountBuglena mutabilisa photosynthetic acidophilic
protist known to be widely present in this ecosyst®rming continuous, green, macroscopic
biofilms, and particularly abundant at the sampbtation COWG (Casiadt al, 2004, Halter
et al, 2011). We probably captured only a portion oféhéire eukaryotic diversity present in
Carnoules AMD, due to the fact that a single PCiRer set does not amplify the 18S rRNA
from all Eukaryotes (Caromt al, 2004). This bias has been highlighted before tnd
accurately determine environmental diversity, ngaheration sequencing may need to be
completed by a multiple PCR primers set approadioe(k et al, 2006). Furthermore,
different targeted SSU rRNA gene sequences migteangially not be PCR-amplified with
equal efficiency by the different primers, and aadiiity within the amplified region may have
a great effect on the apparent species richnessa(@ayoret al, 2002). In addition, richness
should also be temperate by some technologicatdiiike differential cell lysis, alignments
of large sets of sequences, pyrosequencing estatsstical tools etc. (Husat al, 2011) and
by the unknown variability of the multiple copy ddDNA operon from the same organism
(Monchyet al, 2011). Pyrosequencing can thereby only be coreidas a semiquantitative

measurement.

Ecological role

The different eukaryotic populations found in theigdus Creek can be grouped
according to their ecological role as primary progls, decomposers, and consumers.
Photosynthetic eukaryotes act as the primary peduof biomass in this ecosystem and
mainly belong to the Chlorophyta (green algae)@bphyta and some autotrophic classes of
the Stramenopiles such as tBacillariophyceae(diatoms),Chrysophyceadgolden algae),
Eustigmatophyceaand Synurophyceaeln addition to the diffusion of atmospheric oxyge
along the stream, the oxygen produced by the phwotiestic organisms must favor the

aerobic oxidation of iron and sulfur, and the sgjosmt microbial transition described above.
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Fungi showed a high abundance and diversity inthal sampling stations, were they are
decomposers and main producers of inorganic sutesann waters affected by AMD, the
content of easily degradable organic carbon isnoftery low, and then Fungi may play an
important role as primary degraders of complex oigeatter. Furthermore, it was suggested
that fungal filaments belonging to tl®urotiomycetesand Dothideomycetescould provide
rigidity and organization to the biofilms and ancliwem to pyrite sediment in flowing AMD
solutions (Bakeet al, 2004). In addition, they keep organic carbon Ievew and produce
dissolved carbonate ions, which are likely impart@an the growth of chemolithoautotrophic
acidophilic prokaryotes (Baket al, 2004). Fungi can also adsorb metals in theirwall or
adsorb in extracellular polysaccharide slime (Zafaal, 2007). This capacity enables them
to grow in the presence of high amounts of heavialmeSuch sequestration of potentially
toxic metals and metalloids could allow less taierspecies to exist where they might not
have otherwise, possibly enhancing biodiversityhiese areas (Amaral Zettlet al, 2003).
The mixotrophic community is dominated by Cercoaval Stramenopiles related to the
ChlamydophryidagCryomonadida Oomycetesand Bicosoecida The consumer community
is colonized by heterotrophic protozoa characterizg representative of the Dinoflagellida,
Choanoflagellida, Ciliophora, Apicomplexa, Amebozdgusozoa and Centroheliozoa. In
AMD, protozoa can graze on acidophilic bacterigggasting that they may control bacterial
populations and biomass. Moreover, grazing by edcstimulates the rate of decomposition
of organic matter (Finlay and Esteban, 1998). Gasuilts confirm that diverse eukaryotes
could colonize extreme environments such as AMDeweey probably play a substantial role
particularly in carbon cycling (Baket al, 2009).

Spatial distribution

The spatial distribution of taxa within the fivedsments along the creek should be
interpreted with care since no biological repeatsenperformed. The sediment samples were
retrieved from different locations along the AMD fleeting distinct environmental
conditions. Indeed, the water chemistry varied ificantly, with a clear decreasing gradient
of As, Fe and sulfates associated with an incrgaginadient of oxygen content and pH,
between the spring (S1, the most extreme site)tlamaonfluence with the Amous (CONF,
the less extreme site). Moreover, the sediment Eaogmpositions were different according
to the DRX analyses, including the two samplesectdid in the same area (GAL and

GALm). As highlighted by the Bray-curtis dissimilgrindex, eukaryotic communities along
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the Reigous were also very differents and distubtaryotic communities (at the OTU level)
were observed. Although the phylogenetic distritmutof sequences varied among samples
and sites, some taxa were clearly dominant in ralinost of them. The Reigous sediments
appeared to form a succession of distinct ecosysterasing distinct eukaryotic communities
whose structure was at least partially linked téewahemistrylndeed, arsenite concentration
in water was identified to be significantly coriteld to the community composition. Redox
potential and iron content also revealed plaugibélictive power as further driving factors.
Contrary to what was observed in the Rio Tinto byatal-Zettleret al, (2011), the
eukaryotic richness was not highest at the mosemd sites of Carnoulés. Indeed, the level
of eukaryotic diversity did not follow the waterlpgion gradient along the creek, suggesting
that additional factors than water chemistry mayntdbute to shape the eukaryotic
communities. The eukaryotic complexity encountee¢dCOWG could be, for example,
indicative of mature and well-established commesitable to sustain more or less complex
trophic interactions. This sampling station is lagad in a small bowl and is protected by a
low wall. During intensive precipitations, characteg the Mediterranean climate of this
region, important flooding was observed, able tketdhe sediments away and thus to
completely wash the bottom of the creek, exceptHisrpoint, at least in part.

Moreover, Metazoan sequences represented a reldtigh proportion of
pyrosequencing reads. As metazoans contribute welisyand, consequently, more DNA per
individual, these sequences may represent an iaobias in gene libraries (Ragehal,
2012). They accounted for highly variables perogesgeof eukaryotic sequences and they are
particularly abundant from the sampling point S3%J, GAL (74%) and GALm (73%). This
important number of sequences can be explain inlpathe presence of many trees in the
area around S1 station and the presence of a mal} sreek, crossing the Reigous Creek at
the station GAL and characterized by less acidinddmns (pH 5-6) and less extreme
concentrations of arsenic and toxic metalloids {@apersonnal communication). Physical
and chemical factors are known to influence theiggecommunity structure and their spatial
variability. The characterization of the biodivéysis only a first step to understand the
functioning of an ecosystem. To gain some insights interactions between eukaryotic
communities and the biogeochemical cycling in Catas, this study need to be completed
by further characterizations of the species, thede of nutrition (autotrophy, heterotrophy,

mixotrophy), their interactions between each ot{fend web, saprotrophism, parasitism,
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commensalism etc.) and their interactions with irexta metalloid cycling. For this purpose,

improving culture isolation would be necessary.

Experimental procedures

Description of the study site

The Pb-Zn Carnoulés mine is located in southermdé&ran the drainage basin of the
Rhéne River. Mining activity stopped in 1962 andt lebout 1.2 Mt of sulfidic wastes
containing 0.7% Pb, 10% Fe, and 0.2% As which tmed behind a dam. Water percolating
through the wastes emerges at the base of thegsitlam and forms the head of the Reigous
Creek. This water presents oxygen concentratioovb&lmg L}, acidic pH (around 3), and is
rich in dissolved sulfate, iron and arsenic (20004, 500-1000 and 50-350 mg®L
respectively) the later being predominantly in re@shliforms: Fe(ll) and As(lll) (Casiet al,
2003). The mean annual rainfall is 1320 mm of raith a distribution typical of the
Mediterranean climate characterized by long droyggtiods and intense rainfall events

occurring mainly in autumn and spring.

Sampling procedure and measurement of physicocherhproperties

A sampling campaign was carried out in November9280 five sampling stations
along the Reigous Creek (Fig. 6). Samples wereecttl at the spring (S1), 30 m
downstream from the spring (COWG), 150 m downstreamtwo sampling points
characterized by a different sediment texture (s&litic like structure with laminated hard
concretions called GAL and soft and creamy sedimemited GALmM), and 1500 m
downstream (CONF) just before the confluence betvtbe Reigous and the Amous River.
Sediments were collected in triplicates at thedsotof the creek using a sterile spatula. The
triplicates were pooled and homogenized. Solid ghagere harvested by centrifugation and
dried under vacuum prior to mineralogical and spsciopic analyses. Measurements of the
main physicochemical parameters of the water (pPC,Tredox potential and dissolved
oxygen concentration) and determination of;5CFe and As concentrations were done as
previously described (Bruneet al.2011).
Solid sample characterization

The mineralogical composition of the collected seshts samples was qualitatively
determined using powder X-ray diffraction analy§¢RD). Data were collected with Co K-

alpha radiation on an X'Pert PRO P analytical didfometer equipped with an X'Celerator
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detector, in continuous mode and a 4 h counting twh per sample. X-ray absorption
spectroscopy data were collected on the sedimeasggsisampled at CONF, GAL, GALm and
S1. X-ray absorption near edge structure (XANES) amtended X-ray absorption fine
structure (EXAFS) spectra were recorded at a teatper of 10—15 K in fluorescence mode
on the FAME BM30B bending magnet beamline at ESBFefioble, France). Data for the
COWG sample were previously collected and analyzé¢blantet al, (2012). Experimental
details and data reduction procedures are repamtgaievious studies (Moriet al, 2003;
Ona-Nguemaet al, 2005; Hohmanet al, 2011). XANES and EXAFS data were interpreted
by linear combination fitting using a set of modempound spectra. This set includes As(V)-
and As(llI)-Fe(lll) oxyhydroxides and oxyhydroxyfatkes synthesized via biotic and abiotic
pathways (Moriret al, 2003; Maillotet al, submitted).

DNA isolation

Triplicates genomic DNA were extracted from seditsemsing the UltraClean Soil
DNA Isolation Kit according to the manufacturerscommendations (MoBio Laboratories
Inc., Carlsbad, CA, USA). These triplicates wereolpd before PCR amplification. All

extracted genomic DNA samples were stored at -20rfi further analysis.

Pyrosequencing of eukaryotic 18S rRNA fragments

The 18S rRNA genes were amplified by PCR for midipd pyrosequencing using
bar-coded primers. The set of primers, 18S-82FABXXGAAACTGCGAATGGCTC-3)
and Ek-516r Ek-516r (5’-BxxxACCAGACTTGCC CTCC-3")aws designed to amplify a 480
bp region containing the complete V2 and V3 domaihall eukaryotes SSU rDNA genes
(Casamayoet al, 2002; Lépez-Garciat al, 2003; Monchyet al, 2011). A and B represent
the two FLX Titanium adapters (A adapter sequeiteCGTATCGCCTCCCTCGCGCC
ATCAG-3’; B adapter sequence: 5-CTATGCGCCTTGCCAQUGCTCAG-3") and xxx
represent the sample-specific bar-code sequenigdicite PCR amplifications with the same
barcode were performed for each sample. The reacticxture contained Jul of DNA
template, ul of both primers (1uM) and 12.5ul of PCR Master Mix Ampli Taq Gold 360
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sterdestilled water was added to reach a
final volume of 25ul. The PCR conditions used were 95 °C for 10 min¢cles at 95 °C for
45 s (denaturation), 56 °C for 45 s (annealing) a2dC for 45 s (extension), followed by 10
min at 72 °C. The PCR products with an approxinkatgth of 480 bp were excised from a
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1% agarose gel and purified with QlAquick gel estien kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA,
USA). Triplicates were pooled prior to pyrosequegcio minimize random PCR bias. DNA
concentrations of the purified PCR products wereasneed using a Qubit fluorometer
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The products warxed at equimolar concentrations to
obtain a total of 500 ng of DNA per sample. Pyrasetping of the five amplicon libraries
was performed by a Roche 454 Life Sciences Genageaedicer FLX Titanium sequencer at
GATC Biotech (Konstanz, Germany).

Processing pyrosequencing data and taxonomic clisation
Preliminary quality checks, sorting, and trimmingtle 454-reads were performed by
GATC Biotech according to the manufacturer's recemaations. The sequences were then

analyzed with the software program Mothur versia26X0 (http://www.mothur.ofg(Schloss

et al, 2009). Preprocessing of unaligned sequencesdedluemoving of short sequences <
550 pb, all sequences containing ambiguous chasaced sequences with more than eight
homopolymers. We further removed sequences thatndidalign over the same span of
nucleotide positions. Identical sequences were ggduand representative sequences were
aligned against the SILVA eukaryotic reference basg using the Needleman—-Wunsch
algorithm (Needleman and Wunsch, 1970). Chimergueaces were detected and removed
using the implementation of Chimera Uchime (Edgaal, 2011). A further screening step
(pre-cluster) was applied to reduce sequencingenmysclustering reads differing by only 1
base every 100 bases (Hustal, 2010). The remaining high-quality reads were used
generate a distance matrix and clustering intoaieral taxonomic units (OTUs) defined at
97% cutoff using the average neighbor algorithnxtNehe taxonomic affiliation of the OTUs
was determined using the Naive Bayesian Clasgifmed on the RDP’s taxonomic outline
implemented in Mothur with a confidence threshold 89% and a modified SILVA
eukaryotic database. Note that OTUs classified atakba and Coniferospida were excluded
from further analyses to reduce the number of namahial eukaryotes.

Statistical analyses

OTU based diversity indices Chaol and Shannon gBl)well as the coverage and
rarefaction curves for each sample were calculati¢idl Mothur at a level of 97% sequence
similarity. We performed these calculations usiall) data sets and using reduced data sets in

which the number of sequences per sample was nupde through random resampling (565
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sequences). To estimate community similarity amaagiples, a distance matrix was
performed based on the Bray-Curtis dissimilaribéshe OTUs composition of all sampling
sites. To down-weight the influence of rare OTUSIUS occurring as singletons were
removed from the dataset as suggested by Be#in&k (2011). The normalized abundances
of OTUs were square root transformed before théysisa A second dissimilarity matrix was
performed based on Euclidean distance of log(N+ijirenmental variables (Table 1).
Mantel test was used on these matrices to detertheneclationships between the eukaryotic
assemblage structure and the environmental fa@Wastelet al, 1967). To identify potential
explanatory variables environmental vector fittiwgs applied and projected to the NMDS
ordination of normalized OTUs abundances. In additio pair wise comparison, Venn
diagrams for graphical descriptions of unsharedyels as shared OTUs between two, three,

four or five sample were constructed.
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Table 1. Physicochemical characteristics of the water by L) measured directly above
the sediment at the sampling statiorfs= correlation coefficient and corresponding p-ealu
indicating goodness of fit and significance detemdi by vector fitting to the NMDS (bold
font with *: p < 0.05).

Sampling S1 COWG GAL/ GALm  CONF Vector fit
stations re P

_ 44°0702.16'N  44°0701.80'N 44°0659.90'N 44°0624.75'N
Location

4°0008.92’W  4°0006.90'W  4°0001.97W  3°5937.67'W

T (°C) 14.3 13.1 11.2 11.2 0.65 0.262
Eh (mV) 476 542 560 715 0.96 0.017*
pH (£SD) 3.3 (x0.05) 3.3 (x0.05) 3.1 (x0.05) 3.2 (£0.05) 0.52 0.487
DO (xSD) 0.5 (x0.005) 7.9 (x0.1) 8.5 (x0.1) 9.4 (x0.1) 0.36 0.436
SO (xSD) 2226 (x223)  3300(%+330) 3004 (+300) 853 (+85) 0.69 0.341
As(V) (xSD) 9 (+0.05) 33(%2) 12 (+1) 0.3 (x0.02) 0.75 0.257
As(lll) (zSD) 213 (x11) 161 (+8) 40 (£2) 0.02 (+0.001) 0.99 0.025*
Fe(ll) (xSD) 1289 (+64) 1440 (£72) 968 (+48) 5 (+0.25) 0.90 0.094
Fe(total) (+SD) 1904 (+95) 1735 (£87) 1063 (£53) 23 (+1) 0.94 0.041*

SD: standard deviation
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Table 2.Diversity indices and statistics calculated for fike sampling stations.

TOTAL DATASET NORMALIZED DATASET
Sampling No. of No. of No. of Singletons Good’'s Shannon Chaol No. of  No.of Singletons Good's Shannon Chaol
stations  sequences sequences OTUs coverage diversity richness sequences oTUs coverage diversity richness
after excluding
quality Metazoa and
filtering Coniferopsida
S1 3203 792 42 14 98 2.21 65 565 29 6 99 2.10 37
COWG 4319 4183 697 326 92 5.18 1124 565 215 135 76 4.68 466
GAL 2268 583 55 22 96 2.13 88 565 37 4 99 1.96 38
GALm 2887 786 41 19 98 231 98 565 25 5 99 2.19 28
CONF 2384 2344 124 53 98 3.31 277 565 61 19 97 831 95
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Table 3. Distribution of sequences of high-level taxonomioups in the five samples for the
full dataset. Number in brackets represents thegtivel abundance (%) of taxa. Others Fungi
correspond to Blastocladiomycota and unclassifieogk

Kingdoms/phyla Total* S1 COWG GAL GALm CONF
Fungi; Ascomycota 3451 (39.7) 237 (29.9) 1698 (10.81 (15.6) 123 (15.6) 1302 (55.5)
Fungi; Basidiomycota 1512 (17.4) 427 (53.9) 21@&)5. 385 (66) 399 (50.8) 85 (3.6)
Alveolata 1007 (11.6) 58 (7.3) 834 (19.9) 10 (1.71 (0.1) 104 (4.4)
Stramenopiles 867 (10) 9(1.1) 457 (10.9) 27 (4.833 (6.7) 321 (13.7)
Viridiplantae; Streptophyta 669 (7.7) 26 (3.3) 122) 41(7) 202 (25.7) 228 (9.7)
Viridiplantae; Chlorophyta 402 (4.6) 30 (3.8) 2541 0 0 158 (6.7)
Fungi; others 115 (1.3) 2(0.3) 101 (2.4) 8 (1.4) 0 4(0.2)
Fungi; Chytridiomycota 57 (0.7) 0 49 (1.2) 0 8(1) O
Choanoflagellida 37 (0.4) 0 37 (0.9) 0 0 0
Rhizaria 37 (0.4) 0 37 (0.9) 0 0 0
Amoebozoa 25 (0.3) 0 22 (0.5) 0 0 3(0.1)
Centroheliozoa 9(0.1) 0 9(0.2) 0 0 0
Apusozoa 10 (0.1) 0 10 (0.2) 0 0 0
Jakobida 1(<0.1) 0 1(<0.1) 0 0 0
Unclassified 489 (5.6) 3(0.4) 326 (7.8) 21(36) O 139 (5.9)

*Calculated relatively to the total number of seees retrieved in this study.
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Fig. 1. Rarefaction curves of the eukaryotic 18S rRNA segas from Carnoulés mine
sediments based on OTUs calculated at 97% ideotitthe full dataset. The total number of
sequences analyzed is plotted against the numid@T 0k observed in the same library.
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Chapitre IV — Dynamiques
spatiotemporelles de la communauté
bactérienne et drivers physicochimiques

A. PROBLEMATIQUE ET DEMARCHE SCIENTIFIQUE

1. Contexte général

Apres avoir réalisé des études portant principatgénser la description des communautés
microbiennes (bactéries, archaea et eucaryotesgiaudu DMA de Carnoulés, nous avons
choisi d’'aborder dans ce dernier chapitre des mqresplus générales d’écologie microbienne
abordant notamment la notion de biogéographie. Mawvail de these s’est en effet inséré
dans le cadre d’'un projet FRB, MIGRAMD, déposé 80®pour 2 ans par Béatrice Lauga
(EEM de Pau) intitulé : « Microbial biogeographyAdid Mine Drainage: a study of genetic
diversity and species diversity from an evolutignperspective ». La biogéographie, c'est-a-
dire l'organisation et la répartition des commuéautians I'environnement, constitue un
domaine étudié depuis longtemps dans le cas dagisnges supérieurs mais beaucoup moins
en ce qui concerne les microorganismes (Greeral, 2008). La compréhension des
mécanismes régissant l'organisation spatiale de coasmunautés microbiennes et leur
diversité est donc fondamentale pour I'écologierobienne au vue de I'importance que joue
ces microorganismes dans les écosystemes, magasiment indispensable et utile pour de
nombreux domaines ou la protection de I'environmenakevient une réelle préoccupation
(Haferburg & Kothe, 2007). Les conditions de vidrémes qui régnent dans les DMike(

pH acides, fortes concentrations en métaux et toitak toxiques et qui different d’un site a
'autre) en font en effet de bons candidats pourr@dr un certain nombre de questions
fondamentales de biogéographie et contribuer ardenter et comprendre les profils de
diversité microbienne. Les fortes contraintes ptoahimiques qui s'exercent sur ces
écosystemes donnent en effet l'opportunité d'étldiet des pressions de sélection sur la
diversité microbienne et les communautés simpbfiéei les caractérisent peuvent étre
comparéees plus facilement contrairement aux enmeorents plus complexes (Baker &

Banfield, 2003; Banfielcet al, 2005) . Les méthodes de séquencages haut-délbitcsan
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outil de choix pour aborder ces problématiquessih@lles ont été utilisées pour étudier de
facon approfondie les assemblages microbiens déM2 localisés dans trois régions
minieres francaises, hispano-portugaises et boings. Parallelement a cette approche
spatiale, la dynamique spatiotemporelle des comuotéeabactériennes a été étudiée le long
du continuum du DMA de Carnoulés en France. C'estcette derniere partie que mon

travail de thése s’est essentiellement focalisé.

Le DMA de Carnoules constitue en effet un site if@gré pour étudier a une échelle locale
ces nombreuses questions car il présente un gtadpatial de pollution résultant de
processus naturels de remédiation. En effigts ple 95 % de l'arsenic en solution disparait
entre la source du Reigous et sa confluence aviedgdae Amous, 1,5 km en aval. De plus, ce
site présente de fortes contraintes physicochimsigfiiesqu’a 10 g ' d’As dans I'eau
interstitielle du stérile minier, concentration pares plus importante au monde) qui donne

I'opportunité d’étudier I'effet des pressions déeséon sur la biodiversité microbienne.

2. Obijectifs de ’étude

Afin de mieux comprendre les mécanismes d'adaptatet de colonisation des
microorganismes dans cet écosysteme, un suiviospatporel des communautés bactériennes
a été réalisé et corrélé avec les parametres mitysimiques mesuréa situ. Pour cela, deux
approches de biologie moléculaire ont été utiliséee technique d’empreinte moléculaire
(i.e. la T-RFLP, Terminal-Restriction Fragment Lengthiyimorphism) permettant I'étude de
la structure de ces communautés et une techniquesédaencage a haut débite(
pyroséquencage 454) permettant une caractérisaltisnfine de la diversité bactérienne. Ce
niveau de détails n'avait encore jamais était exéplpisqu’a présent pour les bactéries a
Carnoules et avait pour but de mieux comprendredyaamique spatiotemporelle des
communautés bactériennes et d’identifier les pam@®ghysicochimiques structurant ces

communautés.

B. RESULTATS

Le pyroséquencage a permis d’obtenir un total dél66séquences qui ont conduit a
I'identification de 6801 OTUs incluant 4629 singles. Bien que représentant une forte

proportion du nombre total d’'OTUs (68 %), ces sehghs ne représentaient qu'un faible
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pourcentage (7 %) du nombre total de séquenceamhetinsi en évidence la présence de
d’'un grand nombre de taxons rares. Les analysemdaxiques ont permis d’identifier un
total de 23 phyla bactériens dont les plus abosdaoht communément retrouvés dans les
DMA (Proteobacteria, Actinobacteria, AcidobacteBacteroidetes, Firmicutes et Nitrospira)
Sur I'ensemble des échantillons analysés, les @batiéries représentaient le phylum
majoritaire constituant a lui seul prés de 68 % ndunbre total de séquences. Dans une
moindre mesure, les Actinobacteria, les Acidob#atet les Firmicutes faisaient également
partie des phyla les plus abondants de notre jedod@ées avec des abondances relatives
d’environ 5 %. L'analyse des classes constituaatoh de ces phyla a révélé une variation en
termes d’abondance au sein des échantillons. Ungmentation générale des
bétaprotéobacteries a par exemple été observéeontaenm aval du Reigous. Cette étude a
eégalement révélé la présence d'un faible nombreTd'®© dominant I'ensemble des
échantillons. Les trois OTUs majoritairement préseétaient apparentés a des especes
trouvées précédemment dans ce DMA dddallionella ferruginea Acidithiobacillus
ferrooxidans et Thiobacillus sp.. G. ferrugineaconstituait la population majoritaire dans
presque tous les échantillons et plus particuliergmau niveau de GAL et COWG.
ParallelementAcidithiobacillus ferrooxidanse représentait qu'une fraction mineure de la
communauté bactérienne excepté au niveau de Sétieiespece était dominante.

Les deux techniques moléculaires utilisées, la THRIEt le pyroséquencage, ont mis en
évidence une faible diversité générale caractépséein total de 58 TRFs (2 a 20 TRFs par
échantillons) pour la T-RFLP et 6801 OTUs reprémein®3 phyla pour le pyroséquencage.
Ces deux techniques ont par ailleurs révélé defigpde diversité legerement différents. La
T-RFLP a mis en évidence la présence d'une diéemils importante au niveau de S1 et
COWG tandis que les communautés les moins divéesifse trouvaient au niveau de GAL et
S5. Par contre, les données de pyroséquencagedemtifié une plus grande diversité au
niveau de S1 et CONF alors que la plus faible dit&se trouvait au niveau de S5.

Alors que les analyses n'ont pas montré de strattur spécifigue des communautés basées
sur les profils T-RFLP, une séparation spatialelévie a pu étre mise en évidence par les
données de pyroséquencage. Une analyse canonigueodespondances a par ailleurs
identifié trois parametres physicochimiques (cotretion en arsenic, température et potentiel

redox) comme des facteurs potentiellement resptesdee cette structuration.
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C. DISCUSSION ET CONCLUSION

En accord avec des études précédentes (Brenedt] 2006; Bruneekt al, 2011), les deux
approches moléculaires utilisées ont mis en évieleme faible diversité bactérienne dans ce
milieu extréme. L’analyse des profils de T-RFLPéaélé la présence de 2 a 20 TRFs par
stations échantillonnées, représentant un totab&erRFs. En parallele, les données de
pyroséquencage ont conduit a l'identification deDB8OTUs, incluant une majorité de
singletons (68 %) constituant la «rare » biosphdgecet écosystéme. Ces taxons rares,
représenteraient une source potentielle de phystygusceptibles de devenir dominants et
actifs suite a une modification des conditions mmmementales (Galanet al, 2009). Ces
microorganismes seraient alors capables de mainiesi fonctions microbiennes des
organismes les plus abondants qui auront été éffemt cette perturbation, ce phénomeéne
permettant ainsi de limiter les effets des modiiaas environnementales (Sogehal, 2006;
Monchy et al, 2011). Malgré leur prévalence, nous n'avons jissquésent que tres peu
d’informations sur le réle écologique et fonctiohde ces organismes, ceci résultant en partie
du fait que la majorité des études de diversitbs@&ss jusqu’ici étaient basées sur la méthode
classique de clonage/séquencage ne permettard pléselction de ces taxons rares (Sajin
al., 2006). Il apparait donc nécessaire de pousserlpin les investigations afin de pouvoir

déterminer leur rdle potentiel au niveau du DMAGHnoulées.

D’autre part, I'analyse NMDS des données de pyroségage a révelé une structuration
spatiale des communautés bactériennes, caractépgeeune composition bactérienne
significativement différente entre les cing stasioéchantillonnées. En accord avec les
données de T-RFLP, des valeurs moyennes de di&eeittivement élevées ont été trouvées
au niveau de S1 tandis que la plus faible diveesi#é rencontrée au niveau des stations GAL
et S5. Cette structuration des communautés bauté@sele long du Reigous semble étre

corrélée avec les concentrations en arsenic, |pégature et le potentiel redox.

Cette étude a également permis d’atteindre une grusde profondeur dans lI'analyse de la
diversité bactérienne présente sur le site de Q@a@n mettant en évidence un nombre bien
plus élevé de taxons que dans les études précédeméadisées, incluant des taxons non
détectés auparavant. Ces nouveau taxons, ayantlpquupart une faible abondance au
niveau de chaque site (<1 %), incluaient des menmides Bacteroidetes, Chlorobi,

Chloroflexi, Elusimicrobia, Chlamydiae, Cyanoba@ebDeinococcus-Thermus, Spirochaetes,
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Fibrobacteres, Fusobacteria, = Gemmatimonadetes, tcRiarycetes, Synergistetes,
Verrumicrobia ainsi que des membres des cladescotiivés OD1-PO11-TM7. La plupart
des taxons révélés par cette étude étaient affitéss ordres dont les genres sont connus pour
étre commun au sein des DMA et pour la plupartigugls dans les cycles du fer, de I'arsenic
et du soufre tels que les Gallionellales (Betamiodeteria), Acidithiobacilliales
(Gamaproteobacteria), Desulfobacterales (Deltapbateteria), Desulforomonadales
(Deltaproteobacteria), Acidimicrobiales (Actinoba@) ou les Nitrospirales (Nitrospira)
(Bruneelet al, 2005; Bruneekt al, 2006; Bertinet al, 2011; Bruneekt al, 2011). Des
variations dans I'abondance relative des OTUs las pbondants apparentéssallionella
ferrugineg Acidithiobacillus. ferrooxidangt Thiobacillussp., ont été mises en évidence au

cours de la période d’échantillonnage au niveaudd@&sentes stations.

En conclusion, les résultats obtenus ont souligimdéitét de [l'utilisation des nouvelles
techniques de séquencage a haut débit permettamhetiee en évidence une diversité
majoritairement sous estimée par les techniquessigiaes de clonage/séquencage Sanger.
Cette constatation ouvre la voie a de nombreugesagations concernant le role écologique
des nombreux taxons rares mis en évidence. |l d@na nécessaire de prendre en compte
dans les études futures, cette part importantesgujalors méconnue de la diversité présente
dans le DMA de Carnoules et de tenter d’identifiesrfonctions potentiellement réalisées par
ces organismes. Cette étude a également mis eené@dune structuration spatiale des
communautés bactériennes le long du Reigous eriordaavec certains parametres
physicochimiques dont il faudra décrire avec ples mtécision I'impact réel sur ces

communautés.

D. CONTRIBUTION SCIENTIFIQUE

Ce travail va étre valorisé sous la forme d’unelipabon scientifique qui est en cours de

préparation et dont le manuscrit préliminaire esspnté ici (Article D).
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Abstract

The understanding of biotic and abiotic forces 8tape microbial community structure is an
important question in microbial ecology. The Cafgsumine (France), characterized by acid
waters and very high concentrations of arsenia, iemd sulfate provides a good opportunity
to address the factors that structure communitissdé the tailing stock and along the
pollution gradient in Reigous Creek, issuing frdm tine tailings. Indeed, As concentration
subsequently decreases by around 95% between tgeuRespring and its confluence with
the Amous River, 1.5 km downstream. Biodiversity atistribution patterns of microbial
populations were identified by two molecular apptws, T-RFLP and 454-pyrosequencing
of 16S rRNA genes to try to decipher the factorst tthape communities structure in the
Carnoulés mine. Five stations located along the AMBre sampled at six sampling
campaigns over approximately two years. Both methoave highlighted a low diversity,
with a total of 58 T-RFs for TRFLP analysis, and88TUs of which 68% were singletons
for the pyrosequencing approach. NMDS indicated tha bacterial community compaosition
significantly differed spatially between the fiviasons with a high values of diversity in S1
and lowest values for GAL and S5. CCA seemed ta@atd that the environmental variables
significantly correlated with the variation of theacterial communities were arsenic,
temperature and redox potential. The pyrosequeraniadysis enable us to capture a broader
phylogenetic breadth of taxa than in any previdose library-based diversity surveys of the
Carnoulés AMD, including sequences of several taaeer detected before like members of
Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, ElusimicropiaChlamydiae, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Spirochaetes, Fibrobacterassoldacteria, Gemmatimonadetes,
Plantctomycetes, Synergistetes, Verrumicrobia aethbers of the uncultured OD1-PO11-
TM7 clade. However, most of the taxa detected ia $iudy were related to orders whose
genera are known to be common in AMD and for adgrgrt to be involved in the Fe, As,
and S cycles, namely Gallionellales (Betaproteav&); Burkholderiales
(Betaproteobacteria), Acidithiobacilliales (Gamapabacteria), Desulfobacterales
(Deltaproteobacteria),  Desulforomonadales  (Deltmmioacteria),  Acidimicrobiales

(Actinobacteria) or Nitrospirales (Nitrospira).
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Introduction

Acid Mine Drainages (AMD) are one of the most peiouis forms of pollution in the
world, and are widely accepted as responsible dstlg environmental and socio-economical
impacts (Hallberg, 2010). They are generated whemiastes from the mining and processing
of sulfide ores come into contact with oxygenateaten. Such waters are often characterized
by acidic pH and generally contain high concentradi of sulfates, metals and metalloids
including arsenic. Although very hostile to lif@mnse microorganisms are able to thrive in this
extreme environment. Their roles in the oxidatieaations of sulfide minerals leading to the
bioleaching are well known, as well as their rolesthe bioremediation of these polluted
waters (Edwardset al, 2000; Hallberg, 2010; Johnson, 2012). Howeverspile
microorganisms make critical contributions to AM@nttioning through their participation in
biogeochemical cycles, we still have only a limitgaderstanding of the factors that control
the spatiotemporal structure and diversity of nticabcommunities. For example, although it
is clear that microbial community composition idluenced by environmental variations
(Aguilera et al, 2006; Amaral-Zettleret al, 2011), the question of how diversity changes
along environmental gradients remains generallysoived. Elucidating how biodiversity is
distributed and the mechanisms underlying thoseeipet is a central goal of ecologyhe
AMD of Carnoules mine in southern Franmevides an excellent opportunity to investigate
these fundamental questions regarding microbialoggosince a spatial gradient of pollution
was highlight at this site due &fficient natural remediation processkxleed, nearly 95% of
the arsenic in solution disappears between theceafrthe Reigous Creek, which collects the
acid mine drainage, and its confluence with theerrMmous, 1.5 km downstream.
Furthermore, to our knowledge, the Carnoules AMDrie of the most As-rich AMD reported
to date (Morin and Calas, 2006). This site thuyiges an outstanding example of adaptation
of life to an extreme environment characterizedabidic pH (2-4) and very high level of
metallic elements, especially As (up to 107gih the tailing stock pore water, and 100-350 mg
L* in Reigous Creek, which collects the acid mineirdrge). Moreover, the strong
physicochemical constraints observed also pro\hdeopportunity to investigate the impact of
selection pressures on biodiversity.

In this study, we used a combination of moleculppraaches to investigate the
spatiotemporal dynamics of bacterial community elation to the physicochemical
parameters in the acid mine drainage of Carno@gsising 16S rRNA gene pyrosequencing

and Terminal Restriction Fragment Length polymasph{T-RFLP) we aimed to (i) compare
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the structure and the composition of the bactenaimunities with contrasting environmental
conditions, (i) assess the spatial and temporalatrans in the composition of these
communities, and (iii) find out whether the dynasaf these communities are linked to

changes in environmental conditions.

Materials and methods

Description of the study site

The Pb-Zn Carnoulés mine, located in southern esainas produced 1.2 Mt of solid
wastes containing 0.7% Pb, 10% Fe and 0.2% As,hwdrie stored behind a dam. The aquifer
is not fed by the vertical percolation of rainwatkrough the tailings, but rather originates
from former natural springs that were buried unttiertailings (Koffiet al., 2003). The water
table occurs at 1 to 10 m below the surface oft#iéengs stock according to season and
location. With the exception of the temperaturepadt constant with average values around
15°C, the other physicochemical parameters of gtowater change in relation to the
hydrological conditions (Casiat al, 2003a). The groundwater below the tailings corstai
extremely high levels of arsenic: up to 10000 migfdund in 2001 (Casict al, 2003a). The
water emerges at the bottom of the dam formingthece of the Reigous Creek.

This AMD is acid (pH3) strongly enriched in sulfate (2000-7700 mig),Liron (500-
1000 mg LY and arsenic (50-350 mg?), the later being predominantly in reduced forms
Fe(ll) and As(lll) (Casioet al, 2003b). Natural attenuation of As concentratioosurs as a
result of microbiologically mediated As-Fe copret@pon (Morinet al, 2003, Bruneett al,
2006). From 10 to 47% of the Fe and 20 to 60% efAls are removed from the aqueous
phase within the first 30 m of the stream. Afteg gtation COWG, Reigous Creek receives
some inputs from quarries and mine galleries, ealhea@fter rainy events; these strongly
influence acidity and metallic content (Egdlal, 2010).

Sampling procedure and measurement of physicochexrhproperties

Six sampling campaigns were carried out in Noven20€7, February 2008, October
2008, March 2009, November 2009 and January 20lftvetsampling stations giving a
dataset of 30 samples. Groundwaters were collentadoorehole (S5, between 10 and 12 m
deep) located in the center of the tailings. Watenples were also taken at four locations
along the Reigous Creek (collecting downstreamagemvaters from the surroundings) at the
spring (S1), 30 m downstream from the spring (COWIGY m downstream (GAL) and 1500
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m downstream (CONF) just before the confluence beiwthe Reigous and the Amous River.
Figure 1 shows the location of sampling stationstéW samples (300 ml) were immediately
filtered through sterile 0.22m Nucleopore filters that were then transferred tcollection
tube (Nunc), frozen in liquid nitrogen, and storad-80 °C until DNA extractionThis
sampling was done in three replicates. Measurementgater conductivity, temperature,
redox potential, pH, and dissolved oxygen concéntrawere carried out as described
previously (Bruneelet al, 2011). For chemical analysis, water samples (500 ml) were
immediately filtered through 0.22m Millipore membranes fitted on Sartorius polycarate
filter holders. For total Fe and As determinatitie filtered water was acidified to pH 1 with
HNO;3 (14.5 M) and stored at 4 °C in polyethylene bottlesil analysis. A 2Qul aliquot of
filtered water sample was added to either a mixafracetic acid and EDTA (Samanta and
Clifford 2005) for As speciation or to a mixture @5 ml acetate buffer (pH 4.5) and 1 ml of
1,10-phenanthrolinium chloride solution (Rodadral, 1996) for Fe(ll) determination. The
vials were completed to 10 ml with deionized wafgte samples for Fe and As speciation
and sulfate determination were stored in the datkanalyzed within 24 h. Chemical analysis
were carried out as previously described (Brueeal, 2011).

DNA isolation

Triplicate genomic DNA was extracted from filteregter using the UltraClean Soil
DNA Isolation Kit according to the manufacturerscommendations (MoBio Laboratories
Inc., Carlsbad, CA, USA). These triplicates werelpd before PCR amplification. All

extracted genomic DNA samples were stored at -20rft further analysis.

Terminal-restriction fragment length polymorphism

The 16S rRNA genes were amplified by PCR and tleebal community structure
was studied by T-RFLP. The fluorescent labeled ersmHEX 357F (5’-hexa-chloro-
fluorescein-phosphoramidite-CCT ACG GGA GGC AGC A%{Lane, 1991) and 926R (5'-
CCG TCA ATT CMT TTR AGT-3’) (Muyzer and Ramsing, 99), described as universal
within the bacterial domain, were used. Triplic®€R amplifications were performed for
each sample. The reaction mixture containgd af DNA template, fl of both primers (10
pM) and 12.5ul of PCR Master Mix Ampli Taq Gold 360 (Applied Bigstems, Foster City,
CA, USA). Sterile distilled water was added to teac final volume of 25u. The PCR
conditions used were 95 °C for 10 min, 35 cycle8mafC for 45 s (denaturation), 55 °C for
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45 s (annealing) and 72 °C for 45 s (extensiorlpvieced by 10 min at 72 °C. The 90 PCR
products were purified with the illustra GFX™ PCRIB® and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Munich, Germany). The amount of PCRIpcb was determined by comparison
to known concentrations by the “dots method” (Skaddr, Eurogentec) after migration on
agarose gel. Approximately 100 ng of purified amgts was digested in 10 pl reaction with
0.3 U of enzyme Hpall or Alul (New England Biolalm., Ipswich, MA, USA) for 3 h at
37°C. Terminal Restriction Fragments (T-RFs) pedfilwere obtained from the digested
amplicons by suspending 1 pl aliquots in 8.75 winimmide with 0.25 pl of GeneScan ROX
500 size standard (Applied Biosystems Foster @it%, USA). Separation of T-RFs was
carried out on an ABI PRISM 3130 xI Genetic Analy§applied Biosystems). Data were
collected and analyzed by comparison with interstaindard by using the GeneMapper
software (version 1.4, Applied Biosystem). To erdestringency for TRF profiles of 16S
rRNA genes, TRFs not comprised in the size rangh@fstandard (35-500 bp) and with a
height lower than 30 fluorescence units were carsidl background noise and were manually
removed from the TRF profles in each sample. Thealign software

(http://inismor.ucd.ie/~talign/index.htimvas used to compare replicate profiles and gémera

consensus profiles containing only TRFs that oerlunn replicate reactions. Consensus
profiles were then aligned on the basis of TRFgtlesn and individual peak areas as
previously described by Smi#t al. (2005) with the confidence interval set at 0.5uigng in
the generation of datasets of aligned TRFs that gadividual relative peak areas as a
proportion (%) of the overall profile. TRFs werelmded in the subsequent analysis if they
represented > 1 % of the cumulative peak heighth@isample.

Libraries construction, 454-pyrosequencing and seqee quality control

The 16S rRNA genes were also amplified by PCR foitiplexed pyrosequencing
using barcoded primers. The primers pairs usegetiag the V3 to V5 variable regions of the
16 rRNA gene, were 357F (5-AxxxCCTACGGGAGGCAGCAQG-3and 926R (5'-
BxxxCCGTCAATTCMTTTRAGT-3") where A and B represethe two FLX Titanium
adapters (A adapter sequence: 5-CGTATCGCCTCCCTGSGCATCAG-3’; B adapter
sequence: 5-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3) and xvepresent the sample-
specific barcode sequence. PCR was performed wW®ngo 35 cycles under conditions
identical to those described above for T-RFLP. €ywumber was varied for samples to

obtain a strong band without nonspecific amplifimat The 90 PCR products with a proximal
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length of 600 bp were excised from a 1 % agarosamg® were purified with QIAquick gel
extraction kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). ipticates were pooled prior
pyrosequencing to minimize random PCR bias. Pyuesecjng of the 30 amplicon libraries
was performed by a Roche 454 Life Sciences Genageaedcer FLX Titanium sequencer at
the Genotoul genomic plateform in Toulouse (Franegihg four separate 1/8 region of a

plate.

Processing pyrosequencing data and taxonomic cléssiion
Bioinformaticians at the NG6 plateform performeelpninary quality checks, sorting, and
trimming of the 454-reads using the NG6 pipelingpfYvm-bioinfo.toulouse.inra.fr/ngh/

Tags were extracted from the 454-reads by the Rodudtware Sff file and three kinds of
analysis were performed as previously describeah@lée al, 2010): i) BLAST search foE.
coli, phage and yeast contaminants, ii) read quali@&yais and iii) removal of sequences that
were too long or too short (sequences with more traless than two standard deviations
from the mean), sequences with an excess of efmoose than 4% of N), low-complexity
sequences and duplicated reads, using Pyrocleaiogram. The sequences were then

analyzed with the software program Mothur versi&61(http://www.mothur.org(Schlosset

al., 2009). Preprocessing of unaligned sequencesdedluemoving short sequences < 570
pb, all sequences containing ambiguous characéad, sequences with more than eight
homopolymers. We further removed sequences thatndidalign over the same span of
nucleotide positions. Identical sequences were ggduand representative sequences were
aligned against the SILVA bacterial and archaetdremce database using the Needleman—
Wunsch algorithm (Needleman and Wunsch, 1970). €harsequences were detected and
removed using the implementation of Chimera Uchiféurther screening step (pre-cluster)
was applied to reduce sequencing noise by clusteeiads differing by only 1 base every 100
bases (Huset al, 2010). The remaining high-quality reads were usegenerate a distance
matrix and clustering into operational taxonomictaitOTUS) defined at 97% cutoff using
the average neighbor algorithm. Next, the OTUs vpérgogenetically classified to the genus
level using the naive Bayesian classifier (80% iclemice threshold) trained on the RDP’s

taxonomic outline and implemented in Mothur.
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Diversity estimation and statistical analysis

Diversity indicesNonparametric Chaol and Shannon alpha diversitjmasds as well as the
coverage and rarefaction curves for each sample eadculated with Mothur v.1.26.

Cluster analysis. To compare community composition based on T-RFURI a54
pyrosequencing data, normalized OTUs abundance® wquare root transformed and
pairwise dissimilarities among samples were catedlaising the relative abundance-based
Bray-Curtis index (BC). Nonmetric multidimensionacaling (nMDS) analysis was
performed on the dissimilarity matrices to visualipatterns of community composition.
Using the 454 pyrosequencing data, we performedndam sampling procedure to made
equal the number of sequences per sample (585 rsseg)eand we removed OTUs occurring
as singletons (unique sequences only occurring)aocdown-weight the influence of rare
OTUs as suggested by Behndteal. (2011). One-way analysis of similarity (ANOSIM)dan
multiple pairwise comparisons were used to testtdresignificant differences in community
composition occurred in space. We interpreted Resl> 0.75 as well-separated bacterial
compositions; R > 0.5 asverlapping, but clearly different; and R < 0.25paactically not

separable.

CCA analysis A canonical correspondence analysis (CCA) wagl useinvestigate the
variations in bacterial community under the constraf our set of environmental variables.
Explanatory variables were log 1)-transformed where necessary to approximatenalor
distribution. This model was tested with Monte Gaplermutation tests (499 randomized
runs) to determine significance, and each envirariateparameter was tested by stepwise
analysis to detect the significant predictors.tA# statistical analyses were performed with R

2.14.2 (R Development Core Team, 2011) includirgvdganpackage.

Results

Spatial and temporal analyses of the environmendakta set

The physicochemical characteristics of water sasmptdiected from different stations
and sampling dates are summarize in Table 1. Thpeaeture of the water in the piezometer
(S5) and at the source of the Reigous (S1) vatightly (13.3+1.4 and 13.6+1, respectively)
and did not differed significantly. A significanecreased of the temperature was observed in
the Reigous Creek which is affected by the air teraure resulting in a larger range of

values (Fig. 2A). All samples were characterizeddoy pH values£3.7), which displayed an
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increasing trend from S5 to S1 with average val@ging from 2.5+08 to 3.0+0.3. No
significant variations in pH were observed betwdka downstream stations (Fig. 2B).
Dissolved oxygen concentrations in the water atgh&iream stations S5 and S1 ranged from
0.17 mg [* to 2.79 mg [, with a mean of 0.95+0.9 for S5 and 0.84+0.6 far ®hich
denoted generally suboxic conditions at theseaostatiDissolved oxygeimcreased sharply
between stations S1 and COWG (mean of 6.12+1.8waithes as high as 7.96 mg)(Table

1, Fig. 2C). This rapid oxygenation was continualisalong the creek segment reaching
means of 9.23+1.3 for GAL and 10.48+1.3 for CONMeTredox potential (Eh) showed
average values of 55885 at station S5. In the dRisigit increased from 512+39 to 635+99
mV across the study site (Fig. 2D). In contrasgrage conductivity values decreased from
758845203 at S5 to 5121+631 at S1 to reach progegsa minimum (1612+97 uS ch at
the station CONF (Fig. 2E). Sulfate concentraticargged from 2504 to 31339 mg'in the
groundwater at S5, with a mean of 14080+10630 mgelxhibiting the highest values. After
a sharp diminution at S1 (average values of 2682&1hg L), concentrations decreased
gradually along the Reigous Creek (Fig. 2F). At stetion CONF, they ranged between 274
and 1013 mg T (average values of 753+268 md)L Dissolved Fe concentrations ranged
from 2154 to 9448 mg Lin water at S5 with average values of 4474+2855 Iy
Concentrations decreased from the source (S1, geveralues of 1317+383 mg). to the
station CONF where Fe concentrations were alwayswb82 mg L* (average values of
47+30 mg L%, Fig. 2G). Contrary to the S5 station, the proparpf Fe(lll) was generally
negligible in Reigous Creek except at the stati@@NE (Table 1). In the water at S5, the
concentrations of dissolved As ranged from 287 @4 vhg L' with an average value of
440+184mg [* (Fig. 2H). Arsenic concentrations decreased wistadce from the source to
values below 6.1 mgtat the station CONF (average value of 3+2.6 rifg fig. 2H), with
predominance of the reduced form As(lll) (TableAnound 72% of sulfate, 96% of iron and
99% of arsenic were removed between the statiorar®ll CONF. All the environmental
variables measured showed significant differencasiéen sites (ANOVA, p<0.05), except

for pH.

Spatial variations in bacterial community structure
Distribution patterns of microbial populations wedentified by TRFLP analysis and
454-pyrosequencing of 16S rRNA genes. The PCR ptsdabeled with Hex were digested

separately with two restriction enzymes. As Hpatbduced the largest numbers of TRFs
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(data not shown), the community profiles generatétl this enzyme were used to evaluate
the differences in the microbial populations acriies AMD. On the NMDS plots of the T-
RFLP profiles, the samples did not showed cleaimgisclusters based on the sampling site
as the distribution clearly overlapped (Fig. 3A)ewvdrtheless, the ANOSIM showed
significantly different microbial communities fohe site S5 compared with all the others
sampling stations, with some communities overlap @ues ranged from 0.58-0.77;
p < 0.005). The high dissimilarity observed witlsites highlighted the temporal variation of
the communities structure, especially for S5 andNE@Fig. 3A). These variations may have
masked the spatial pattern.

NMDS analyses on 454 pyrosequencing data indicdtadthe bacterial community
composition significantly differed spatially betwe¢he five stations (Fig. 3B). Although
considerable variations existed among the bacteoimmunities from each station at different
sampling times, the communities from each statiash wbt overlap. Furthermore, the
ANOSIM test corroborated the NMDS plot data, shaysmgnificantly different (R = 0.6009;
P < 0.0001) bacterial composition in water accaydim the spatial location, except for GAL
and COWG which did not differed significantly (R0=L59; P = 0.068). Moreover, a higher
temporal variation was highlighted within CONF &swn by the NMDS plot (Fig. 3B).

Diversity and species richness estimators of baeletommunities

T-RFLP profiles generated for the five sites showeital of 58 T-RFs of different
sizes and the number of TRFs detected from eacplesamnged from 2 to 20, indicating a
low biodiversity in this extreme habitat (Table 2)verage OTU richness assed by
determining the number of TRFs detected, and aeeBignnon diversity indices calculated
from relativeband intensity datayere higher in S1 and COWG, whereas the lowesteval
was observed for GAL. CONF exhibited the third ghvalues (Fig. 4). Although the
bacterial communitydiversity showed variable patterns between statithsy were not
significantly different (ANOVA, p = 0.069)Several detected TRFs were station specific, all
stations had 1 to 3 unique TRFs as indicated bycator in Table 2, whereas a few others
were found in most of the samples analyzed. Inqadar, TRF 99 could be detected in almost
all samples and in most cases accounted for agrgportion of the total TRFs (Table 2).
These results indicated that these microbial conitiesrseemed to be related.

A total of 99441 sequences reads were generated isingle run of 454

pyrosequencing from the 30 independent 16S rRNraiibs. Note that two samples taken in
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February 2008 (S5 and S1) failed at pyrosequenaintywere excluded from the analysis.
After trimming and processing with Mothur, 6601@de remained with an average length of
540 bp. Clustering of the remaining sequences tedhe identification of 6801 OTUs
(including 4629 singletons) defined at 97% of idgntAlthough singleton OTUs represented
more than half (68%) of the total number of OTUwW accounted for a small percentage
(7%) of the total DNA sequence. The result of racgbn analysis as well as Chaol, Shannon
and coverage values are provided in Table 3. Gamalsrage ranged from 77 to 98% with an
average value of 88% indicating that about twelddittonal phylotypes would be expected
for every 100 additional sequenced reads. Howekieryalues were very different according
to the sites with a quite good coverage (>90%)36rand Gal and a relatively low coverage
(<90%) for S1 and CONF. This level of coverage ssggd that additional sequencing effort
will be required to avoid underestimation of baietlediversity in the samples. Species
richness (Chaol index) and diversity (Shannon indé&bacterial communities varied across
the Reigous Creek (Fig. 5). The non-parametriaredbrs Chaol ranged between 230 and
3829 estimated OTUs for all the sites consideredbl@ 3). The highest average OTU
richness were found in CONF and S1 (Chao=1687+1488 1664+721, respectively),
indicating the presence of many more endemic taa@mthese two environments. Between
these stations, COWG and GAL exhibited intermediasdues with no significant difference
in their richness (Chao=889+493 and 7781207, rdsmdyg). The lowest values was
encountered in the northernmost station S5 (Chabel#2). Moreover, the microbial
diversity, as estimated by the Shannon index, ptesented significant variations across the
study site with values ranging from 1.50 to 5.9aKlIE 3). In accordance with the T-RFLP
data, high average values of diversity were foum&1 (H=4.13+0.5) while the lowest value
was encountered in GAL (H=2.29+0.5) (Fig.5). Thesdterns of richness and diversity
occurred for both full and resampled data setsa(dait shown), although the richness
estimator and Shannon index became lower compaitedfwll dataset with large number of

sequences.

Taxonomic assignment of bacterial pyrosequencing

At a confidence threshold of 80%, 58325 out of @bQualified reads (that is, 88.3%)
could be assigned to a known phylum (Table 4). Maofsthe unclassified reads were
associated with S1 samples (ranging from 9.1 td%%f the qualified reads). Altogether, 23

bacterial phyla were recovered from our samplesh w8 different phyla found in S5
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samples, 7-12 in S1, 8-10 in COWG, 9-11 in GAL 8ntl7 in CONF (Fig. 6; Table 4). Most
of the bacterial sequences (84.4%) belonged toapimgdt are most often encountered in acid
mines drainages over the world (Proteobacteriaindbacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes and Nitrospira). Proteobacteria wasntfwst abundant phylum in all the analyzed
samples accounting for 67.5% of the total sequeneggeved. The relative abundance of
Actinobacteria, Acidobacteria and Firmicutgaried among samples, and together with
Proteobacteria, these phyla were generally the foast abundant phyla in the samples
analyzed. To gain more insight into the dynamicsba€terial community, we also used
phylum specific sequence analysis to compare éiffesample stations about the presence of
these four phyla (Fig. 7). The Proteobacteria pimAuas represented by bacteria belonging to
the classes Betaproteobacteria, Gammaproteobacteri®lphaproteobacteria,
Deltaproteobacteria and Epsilonproteobacteria. st abundant class in all samples was
Betaproteobacteria and Gammaproteobacteria, fotlole Alphaproteobacteria (Fig. 7A).
Deltaproteobacteria and Epsilonproteobacteria sgmted minor group not always present in
the samples. A general increase of the Betaproteetia was observed across the Reigous
Creek. The most abundant orders in Proteobacteriare wGallionellales and
Acidithiobacillales (Fig. 7B). The Proteobacterieder distribution varied among samples
with predominance of Acidithiobacillales in the gaes from stations S5 and S1, followed by
the dominance of Gallionellales in the majoritytbé others samples. The Actinobacteria
were mainly dominated by Acidimicrobiales in almask the samples except for CONF,
where relatively equal proportion of Acidimicrol®al and Actinomycetales were retrieved
(Fig. 7C). The same pattern was observed withinAitidobacteria with a net predominance
of Acidobacteria Gpl in all the samples, except @®NF where a higher diversity was
encountered (Fig. 7D). Analysis of the Firmicutesylpm revealed dominance of the
ClostridialesandBacillalesorders varying in proportion within samples (Fi§)7

A relatively small number of OTUs dominated allesit(Fig. 8). The most abundant
OTUs, previously found in this AMD, were phylogenatly related to Gallionella
ferrugineg Acidithiobacillus ferrooxidansThiobacillussp. and other relatively less abundant
phylotypes (Fig. 8) and showed variations in threiative abundances over the sampling
period. Gallionella ferrugineawas present in almost all samples and showedwelhathigh
proportion especially in the stations GAL and COWIA. contrast, Acidithiobacillus

ferrooxidansconstituted a very minor fraction of the microbtaimmunity except at S5 were
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this species was dominant. A gradual increased. dérrooxidansalong the stream was also
observed (Fig. 8).

Linking community structure to environmental varidés

A canonical correspondence analysis (CCA) of theleldata set was performed in
order to elucidate the main relationships betweactdsial community and physicochemical
variables (Fig. 9). Samples plot in different areE#sthe diagram depending on their
environmental characteristics. The combinationrofi/mnmental variables explained 3&7
of the total variance in the bacterial communitynposition. CCA axis 1 was most closely
correlated with iron, arsenic and conductivity, agping the stations in three clusters (CONF,
GAL+COWG and S1+S5). The first canonical axe (CCésdl) explained 20.8% of the
variance. The environmental variables that weraist@ntly correlated with the canonical
axes after performing the Monte-Carlo permutatiest tvere arsenic (F-ratio=1.6, p=0.01),
temperature (F-ratio=1.7, p=0.01) and Eh (F-rati8=0=0.01). CCA axis 2 explained 15.7%

of the variance and separated samples accordithg teedox potential and temperature.

Discussion

Spatial and temporal variations of the environmelhtiata set and bacterial community

This study combined classical fingerprinting metlf@eRFLP) with high-throughput
bar-coded pyrosequencing of 16S rRNA gene to inyatstd the diversity, spatial distribution
and seasonal variations of the bacterial communithe AMD of Carnoulés mine (France),
heavily contaminated with As.

Monitoring of physico-chemical parameters of theg@as Creek confirmed previous
results obtained (Casiat al, 2003b, Egalet al, 2010) showing intense decrease in the
concentrations of dissolved As, Fe and sulfate Wizho of sulfate, 96% of iron and 99% of
arsenic removed with increasing distance from tharce (Table 1). Both microbiological
methods emphasized a low biodiversity in this ergdnabitat. T-RFLP profiles generated for
the five sites showed a total of 58 T-RFs rangirmgnf 2 to 20 T-RFs per sampling station
(Table 2). For Pyrosequencing data, a total of 66&hds led to the identification of 6801
OTUs, including 4629 singletons representing 68%tha total number of OTUs. The
recovered phylotypes reflect the major trends enlibraries, but additional sequencing effort

would be needed to exhaustively characterize tlatelial community as revealed by the
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relatively low coverage values and the lack of gsigte in the rarefaction curves (data not
show), especially for some samples from the ledlsted station CONF.

NMDS analyses on 454 pyrosequencing data indicdtadthe bacterial community
composition significantly differed spatially betwethe five stations (Fig. 3). In accordance
with the T-RFLP data, relatively high average valoé diversity were found in S1 while the
lowest value was encountered in GAL and S5. Cambrdorrespondence analysis of the
whole data set seemed to indicate that the envieotah variables significantly correlated

with the variation of the bacterial communities evarsenic, temperature and Eh (Fig. 9).

Taxonomic assignment of bacterial pyrosequencing

In this survey we have been able to capture a lropdylogenetic breadth of taxa
than in any previous clone library-based diversiiyveys of the Carnoules AMD, including
sequences of several taxa not detected before.eThes taxa included members of the
Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, ElusimicropiaChlamydiae, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Spirochaetes, Fibrobacterassoldacteria, Gemmatimonadetes,
Plantctomycetes, Synergistetes, Verrumicrobia aedhbers of the uncultured OD1-PO11-
TM7 clade. Interestingly, a major part of the phyteat could be assigned to taxonomic
groups not detecteda clone libraries account for <1% of the sequenegplaining why they
have been missed with the clone library approaelr@s-Alio, 2006).

The existence of a high level of low-abundance paipns (68% of singletons),
corresponding to the term “rare biosphere”, acoediibr most of the observed phylogenetic
bacterial diversity. This rare biosphere may hawesmopolitan distribution because of high
dispersal and low loss rates, and possibly reptesgrsource of phylotypes that become
abundant when environmental conditions change (@atal, 2009). Despite the prevalence
of the rare biosphere, we still know a little abdstecological and functional role however,
by becoming dominant, these taxa may play an impomole in AMD, buffering the effects
of dramatic environmental shifts (Soget al, 2006, Monchyet al, 2011) and further
investigation will be needed to determine theirgiale role in this ecosystem. However, the
deep sequencing raised also questions about theaagcof OTU richness estimates, as
sequencing errors coupled with inadequate choicela$tering algorithms can lead to
artificially elevated estimates of community riceaéHuseet al, 2010).

Most of the taxa detected in this study were relateorders whose genera are known

to be common in AMD and for a large part to be imed in the Fe, As, and S cycles namely
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Gallionellales (Betaproteobacteria), Acidithiobhales (Gamaproteobacteria),
Desulfobacterales  (Deltaproteobacteria),  Desulfanmawlales (Deltaproteobacteria),
Acidimicrobiales (Actinobacteria) or Nitrospirallélitrospira). The ecological role of these
taxa previously found in this ecosystem has beeatehyicharacterized (Bruneet al, 2005,
2006, 2011; Bertiret al, 2011). A relatively small number of OTUs domirthtdl sites (Fig.
8). The most abundant OTUs were phylogeneticallkated to Gallionella ferruginea
Acidithiobacillus ferrooxidansandThiobacillussp. (Fig. 8) and were previously found in this
AMD, highlighting the fact that there are persistém this ecosystemG. ferrugineais an
oxygen-dependent ferrous iron-oxidizing bacteritnat grows at circumneutral pH (Hallberg,
2010). Relatives of Gallionella, have often beetecked, sometimes as the dominant group in
microbial mine water communities, including Carresu{Bruneeekt al, 2006, Hallberget al,
2006, Heinzekt al, 2009).A. ferrooxidanswhich readily dominate enrichment cultures from
acidic drainage waters, have been widely acceptetbet a major contributor to AMD
generation (Hallberg, 20107 hiobacillussp. has also been frequently reported to occur in
AMD (Baker and Banfield, 2003). These three orgassishowed variation in their relative
abundances over the sampling peri@d.ferrugineawas present in almost all samples and
showed relatively high proportion especially in ttations GAL and COWG. In contrast,
except at S5 were this species was dominanterrooxidansconstituted a minor fraction of
the microbial community in the Reigous creek chimd@wed by a gradual increase along the
stream (Fig. 8). These results corroborate the rgémdservations of the previous studies.
Analysis of the bacterial community in the watergjioating from the tailings with extremely
high levels of arsenic (until to 10000 mg"lin 2001, Casiotet al, 2003b) reveal the
predominance of organisms related to sulfate redudciacteria (Giloteawet al, 2012),
together withAcidithiobacillus ferrooxidansnd Thiobacillusspp. (Bruneekt al, 2005). In
the Reigous creek where an important system of de&tien is observed, an organism

affiliated to the neutrophilic Fe-oxidizin@allionella dominates the communities.

Acknowledgments

The study was financed by the FRB program (« Foodapour la recherche sur la
Biodiversité »), the “Observatoire de Recherche iédnéen en Environnement” (OSU-
OREME). Aurélie Volant were supported by a graotrrthe French Ministry of Education
and Research. This work was performed in the fraonewf the “Groupement de recherche:
Métabolisme de I'Arsenic chez les Microorganism@DR2909-CNRS).

177



486

487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527

References

Aguilera, A., Manrubia, S. C., Gémez, F., Rodrigudz and Amils, R. (2006). Eukaryotic
community distribution and its relationship to wafghysicochemical parameters in an
extreme acidic environment, Rio Tinto (Southwes®&pain).Appl Environ Microbiol72:
5325-5330.

Amaral-Zettler, L. A., Zettler, E. R., Theroux, ., Palacios, C., Aguilera, A. and Amils, R.
(2011). Microbial community structure across theetiof life in the extreme Rio Tinto.
ISME J5: 42-50.

Baker, B. J. and Banfield, J. F. (2003). Microlmammunities in acid mine drainageEMS
Microbiol Ecol44: 139-152.

Behnke, A., Engel, M., Christen, R., Nebel, M., iKleR. R. and Stoeck, T. (2011). Depicting
more accurate pictures of protistan community cexipt using pyrosequencing of
hypervariable SSU rRNA gene regio&sviron Microbiol13: 340-349.

Bertin, P. N., Heinrich-Salmeron, A., Pelletier, BEoulhen-Chollet, F., Arséne-Ploetze, F.,
Gallien, S.et al. (2011). Metabolic diversity among main microorgams inside an
arsenic-rich ecosystem revealed by meta- and piggaomicsISME J5: 1735-1747.

Bruneel, O., Duran, R., Koffi, K., Casiot, C., Foans, A., Elbaz-Poulichet, F. and Personne,
J.-C. (2005). Microbial diversity in a pyrite-rickailings impoundment (Carnoulés,
France) Geomicrobiol 222 249-257.

Bruneel, O., Duran, R., Casiot, C., Elbaz-Poulicketand Personné, J. C. (2006). Diversity
ofmicroorganisms in Fe-As-rich acid mine drainagatexs of Carnoules, Francappl
Environ Microbiol72: 551-556.

Bruneel, O., Volant, A., Gallien, S., Chaumande, @asiot, C., Carapito, Gt al. (2011).
Characterization of the active bacterial communityolved in natural attenuation
processes in arsenic-rich Creek sedimeviistob Ecol61: 793-810.

Casiot, C., Leblanc, M., Bruneel, O., PersonnéC.]. Koffi, K. and Elbaz-Poulichet, F.
(2003a). Geochemical processes controlling the &ion of As-rich waters within a
tailings impoundment (Carnoulés, Frand&juat Geocherfi: 273-290.

Casiot, C., Morin, G., Juillot, F., Bruneel, O.,r&mné, J.-C., Leblanc, Met al. (2003b).
Bacterial immobilization and oxidation of arsemicacid mine drainage (Carnoulés creek,
France) Water Re37: 2929-2936.

Edwards, K. J., Bond, P. L., Druschel, G. K., Mc@uM. M., Hamers, R. J. and Banfield, J.
F. (2000). Geochemical and biological aspects ifdeumineral dissolution: lessons from
Iron Mountain, CaliforniaChem GeolL69 383-397.

Egal, M., Casiot, C., Morin, G., Elbaz-Poulichet, €Eordier, M.-A. and Bruneel, O. (2010).
An updated insight into the natural attenuationAsf concentrations in Reigous Creek
(southern Francepppl Geochen25: 1949-1957.

Galand, P. E., Casamayor, E. O., Kirchman, D. d. lasvejoy, C. (2009). Ecology of the rare
microbial biosphere of the Arctic Oced?®roc Natl Acad Sci U S 206 22427-22432.

Giloteaux L., Duran R., Casiot C., Bruneel O., EHpmulichet F. and Gofi-urriza M. A
survey of sulfate reducing bacteria in a heavilgearc contaminated acid mine drainage
(Carnoulées, France). FEMS Microbiology Ecologyphesse.

178



528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569

Hallberg, K. B., Coupland, K., Kimura, S. and JamsD. B. (2006). Macroscopic streamer
growths in acidic, metal-rich mine waters in Novfales consist of novel and remarkably
simple bacterial communitieAppl Environ Microbiol72: 2022-2030.

Hallberg, K. B. (2010). New perspectives in acid neni drainage microbiology.
Hydrometallurgyl04 448-453.

Heinzel, E., Hedrich, S., Janneck, E., Glombitza,Seifert, J. and Schiémann, M. (2009).
Bacterial diversity in a mine water treatment pla&ypl Environ Microbiol75: 858-861.

Huse, S. M., Welch, D. M., Morrison, H. G. and Sgd¥l. L. (2010). Ironing out the wrinkles
in the rare biosphere through improved OTU clusteifEnviron Microbiol12: 1889-1898.

Johnson, D. B. (2012). Geomicrobiology of extrenmesidic subsurface environmenEEMS
Microbiol Ecol81: 2-12.

Koffi, K., Leblanc, M., Jourde, H., Casiot, C., ff& S., Gouze, P. and Elbaz-Poulichet, F.
(2003). Reverse oxidation zoning in mine tailingmerating arsenic-rich acidic waters
(Carnoulés, FranceMine Water Enviror22: 7-14.

Lane D, J. (1991)16S/23S rRNA sequencjri§tackebrandt Stachenbrady and M Goodfellow
edn. New York John Wiley and Sons.

Morin, G., Juillot, F., Casiot, C., Bruneel, O.,r&@né, J. C., Elbaz-Poulichet, &t al.
(2003). Bacterial formation of tooeleite and mixadenic(lll) or arsenic(V)-iron(lll) gels
in the Carnoules acid mine drainage, France. A XSBNERD, and SEM studyEnviron
Sci TechnoB7: 1705-1712.

Morin, G. and Calas, G. (2006). Arsenic in soilspentailings, and former industrial sites.
Elementsg: 97-101.

Monchy, S., Sanciu, G., Jobard, M., Rasconi, Srpfgnon, M., Chabe, Met al. (2011).
Exploring and quantifying fungal diversity in fragater lake ecosystems using rDNA
cloning/sequencing and SSU tag pyrosequenéingiron Microbiol13: 1433-1453.

Muyzer, G. and Ramsing, N. B. (1995). Molecular moels to study the organization of
microbial communitiesWater Science and Technologg: 1-9.

Needleman, S. B. and Wunsch, C. D. (1970). A gémeethod applicable to the search for
similarities in the amino acid sequence of two @irtd.J Mol Biol 48 443-453.

Pedrés-Alio, C. (2006). Marine microbial diversitgan it be determinedPrends Microbiol
14: 257-263.

Rodier, J., Broutin J.P., Chambon P., ChampsauRddi L. (1996). L'Analyse des Eaux.
Dunod, Parisp 1383.

Samanta, G. and Clifford, D. A. (2005). Preservatiof inorganic arsenic species in
groundwaterEnviron Sci Technd@9: 8877-8882.

Schloss, P. D., Westcott, S. L., Ryabin, T., HalIR., Hartmann, M., Hollister, E. Bt al.
(2009). Introducing mothur: open-source, platfonmdependent, community-supported
software for describing and comparing microbial cmmities. Appl Environ Microbiol
75. 7537-7541.

Smith, C. J., Danilowicz, B. S., Clear, A. K., Gagi, F. J., Wilson, B. and Meijer, W. G.
(2005). T-Align, a web-based tool for comparisormufitiple terminal restriction fragment
length polymorphism profile$:EMS Microbiol Ecob4: 375-380.

179



570
571
572
573
574
575
576
577
578

Sogin, M. L., Morrison, H. G., Huber, J. A., Markeleh, D., Huse, S. M., Neal, P. Bt al.
(2006). Microbial diversity in the deep sea and tinelerexplored "rare biospherd®roc
Natl Acad Sci U S A0O3 12115-12120.

R Development Core Team (201R. A language and environment for statistical catimmy.

R Foundation for Statistical Computing, Vienna, #ias ISBN 3-900051-07-0, URL
http://www.R-project.org/

Ueno, S., Le Provost, G., Leger, V., Klopp, C., idi C., Frigerio, J.-M.et al. (2010).
Bioinformatic analysis of ESTs collected by Sangad pyrosequencing methods for a
keystone forest tree species: 0BkKIC Genomic4d1: 650.

180



Table 1.Physicochemical characteristics of the water ehsampling station and time.

Sampling Sampling period pH T DO Eh* Cond SO~ Fe (total) Fe(ll) As(total) As(llN)
stations (°C) (mg/l) (mV) (us/cm)  (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mag/l) (magll)
S5 11/2007 2.0 (#0.05)12.2 (+0.1) 0.38 (+0.1) 620 (¥1) 2228 (+22) 13464 (+1346%33 (+272) 3732 (+187) 546 (+27) 115 (+6)
02/2008 1.7 (#0.05)12.7(x0.1) 1.59 (+0.1) 644 (¥1) 3670 (¥37) 313381384) 9448 (+472) 3912 (+196) 764 (+38) 97 (+5)
10/2008 2.0 (+0.05)15.4 (+0.1) 0.17 (+0.1) 623 (¥1) 17020 (+1714078 (+1408) 5151 (+258) 3891 (+195) 287 (+14) 164 (+8)
03/2009 2.4 (+0.05)14.1 (+0.1) 2.79 (+0.1) 550 (+1) 8780 (+88) 19291 (+1929%82(+124) 2275 (+114) 299 (+15) 257 (+13)
11/2009 3.4 (+0.05)13.8 (+0.1) 0.49 (+0.1) 451 (¥1) 6860 (+69) 3806 (+381)  2154q8) 2000 (+100) 382 (+19) 365 (+18)
01/2010 3.4 (+0.05)11.6 (+0.1) 0.29 (+0.1) 462 (¥1) 6970 (+70) 2504 (+250) 2175q%) 2175 (+109) 360 (+18) 337 (+17)
Mean+SD 2.5+0.8 13.3£1.4  0.95+0.9 558485 7588+52(131080+10630 4474+2855 29984935 440 184 222+114
S1 11/2007 3.3 (x0.05)12.4 (+0.1) 1.47 (+0.1) 534 (¥1) 4716 (¥47) 1561 (¥156) 10482¥ 1040 (¥52) 148 (+7) 98 (+5)
02/2008 3.1 (+0.05)12.9 (+0.1) 0.37 (+0.1) 510 (¥1) 4162 (+42) 2302 (+230) 9286) 923 (+46) 88 (+4) 64 (+3)
10/2008 3.1 (+0.05)15.4 (+0.1) 0.38 (+0.1) 476 (+1) 5460 (+55) 3972 (+397) 16683k 1471 (+74) 281 (+14) 258 (+13)
03/2009 2.9 (+0.05)13.9 (+0.1) 0.58 (+0.1) 501 (¥1) 4930 (+49) 4331 (+433) 11%58) 1155(x58) 190 (+10) 166 (+8)
11/2009 3.3 (+0.05)14.3 (+0.1) 0.46 (+0.1) 476 (+1) 5818 (+58) 2226 (+223) 1908%k 1289 (+64) 222 (+11) 213 (+11)
01/2010 2.5 (+0.05)12.8 (+0.1) 1.79 (+0.1) 577 (¥1) 5640 (+56) 1700 (+170) 1218X¥ 1214 (+61) 118 (+6) 104 (+5)
Mean+SD 3.0+0.3 13.6£1.1 0.84+0.6 512+39 5121+631 6821180 13174383  1182+192  175%71 15075
COWG  11/2007 3.4 (+0.05)10.6 (+0.1) 7.15 (+0.1) 522 (¥1) 4022 (+40) 2025 (¥203) 6754%3 675 (£34) 59 (+3) 40 (+2)
02/2008 3.2 (+0.05)9.9 (+0.1) 3.99 (+0.1) 550 (+1) 3031 (+30) 1812kl 440 (+22) 440 (¥22) 36 (+2) 26 (+1)
10/2008 3.1 (+0.05)14.3 (+0.1) 5.72 (+0.1) 524 (¥1) 4900 (+49) 3409 (+341) 12483¢ 1220 (+61) 154 (+8) 133 (+7)
03/2009 2.9 (+0.05)11.6 (+0.1) 4.01 (+0.1) 499 (¥1) 4190 (+42) 3313 (+331) 815Y¥4 815 (+41) 124 (+7) 101 (5)
11/2009 3.3 (+0.05)13.1 (+0.1) 7.86 (+0.1) 542 (¥1) 5215 (¥52) 3300 (¥330) 17387k 1440(+x72) 194 (+10) 161 (+8)
01/2010 2.8 (+0.05)9.5 (+0.1) 7.96 (+0.1) 585 (+14250 (+43) 1874 (+187) 812 (+41) 812 (+41) 80 (x4) 70 (+4)
Mean+SD 3.1+0.2 11.5+#1.9 6.12+1.8 537129 42681761 622+791 954+465 900+366 110461 8853
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GAL 11/2007 3.6 (+0.05)7.5 (+0.1) 10.17 (+0.1)545 (+1) 2662 (+27) 1530 (¥153) 363 (x18) 191 (+10)25 (+1)

02/2008 3.2 (+0.05)8.5 (+0.1) 9.20 (+0.1) 602 (+1) 2220 (+22) 1270ZF] 263 (+13) 263 (+13)
10/2008 3.0 (+0.05)12.2 (+0.1) 7.72 (+0.1) 571 (+1) 4540 (+45) 3378 (+338) QB28) 962 (+48)
03/2009 3.2 (+0.05)11.2 (+0.1) 8.58 (+0.1) 559 (+1) 3040 (+30) 2222 (+222) 3367kl 336(x17)
11/2009 3.1 (+0.05)11.2 (+0.1) 8.48 (+0.1) 560 (+1) 4524 (+45) 3004 (+300) 10633k 968(+48)
01/2010 3.2 (+0.05)5.0 (+0.1) 11.20 (+0.1)596 (+1) 2340 (+23) 2226 (+223) 329 (+16) 329 (+16)31 (+2)
Mean+SD 3.240.2  9.3+2.8  9.23+1.3  572#22 3221+105R72815 552359  508+358
CONF  11/2007 3.3 (+0.05)5.0 (+0.1) 11.46 (+0.1)671(x1) 1566 (+16) 810 (x81) 47 (+2) <DL
02/2008 3.0 (+0.05)7.1 (20.1) 10.82 (+0.1)689 (+1) 1514 (+15) 630 (+63) 44 (+2) <DL
10/2008 3.7 (+0.05)11.4 (+0.1) 8.60 (+0.1) 440 (+1) 1692 (+17) 938 (+94) 6 (+0.3) <DL
03/2009 3.3 (0.05)9.2 (+0.1) 10.47 (+0.1)645 (+1) 1669 (+17) 274 (+27) 80 (+4) 61 (+3)
11/2009 3.2 (+0.05)11.2 (+0.1) 9.43 (+0.1) 715 (+1) 1729 (+17) 853 (+85) 23 (1) Dk
01/2010 3.1 (0.05)3.5 (+0.1) 12.08 (+0.1)650 (+1) 1501 (+15) 1013 (+101) 81 (+4) <DL
Mean+SD 3.240.3  7.9+¢3.3  10.48+1.3 635:99 1612+07 34768 47+30 61+3

18 (£1)
17 (£1)
57 (+3)
55 (+3)
40 (2)
26 (+1)
35+18

8:1(+0.04) 4.10" (+0.1)

ND

3.10% (+0.01) 2.10? (+0.01)
4 (0.2)
3.10% (+0.02) 1.10? (+0.01)
3 (x0.2)

242

*Redox potential (Eh) was measured relatively & Ag/AgCI/KCI electrode
SD: standard deviation

ND: not determined

DL: detection limit
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Table 2. Terminal restriction fragments (TRFs) derived frdracterial communitic. The
color code indicates relative abundance of TRFHsging from yellow (low abundance)
orange to red (high abundance). White box indicabsence of the TRF in the corresponc
sampleUnique TRFs per station are shown in red -

TRFs S5 S1 COWG GAL CONF

pb [N7[F8[08[M9[N9[J10| N7[F8] 08| M9[ N9 [J10| N7 [ F8 [ 08 [M9[ N9 [ J10 | N7 F8] 08 M9 [ N9 [ J10| N7 [ F8] 08 M9[ N9 [ J10
91 h i

92
93
97 ||
99 I [ |

100
103
106
110
112
114
120
125
125

129
130
134
135
135
137
140
145
148
150 |
151 |

153
155
156
157
158
161

163
165
175
176
178
188
189
190
192
194
198
208
215
251
252
253
259
261
265
269
271
329
351
351
354

0 32 64%
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Table 3. Estimated OTU richness, diversity indices and estith sample coverage for each 16S rRNA librariesuRs are presented for the
full data sets reads (Full dataset), and for redwulzga sets randomly resampled to equal sampléReduced dataset).

FULL DATASET REDUCED DATASET

Stations No. Obs. Chaol Shannoh Coveragé No. Obs. Chaol Shannoh Coveragé
Period Reads OTUS Reads OTU¢

S5

11/2007 2090 216 549 (418; 764) 3.17(3.08;3.25) 3 9 485 88 164 (123; 255) 3.34 (3.20; 3.48) 91
10/2008 2523 87 230 (152; 400) 1.50 (14.43;1.57) 8 9 485 35 66 (44; 134) 1.63 (1.48; 1.78) 96
03/2009 2838 178 385 (301; 527) 2.22(2.14;2.30) 6 9 485 46 77 (57; 130) 2.03 (1.89; 2.18) 95
11/2009 1086 161 551 (370; 890) 3.24(3.13;335) 0 9 485 91 154 (120; 228)  3.31 (3.16; 3.45) 91
01/2010 2354 195 592 (419; 897) 3.42(3.35;3.49) 5 9 485 75 142 (103; 233)  3.39 (3.27; 3.50) 92
S1

11/2007 2724 441 1346 (1066; 1751) 3.88(3.79;)3.97 89 485 134 230 (187; 308) 3.75(3.59; 3.91) 85
10/2008 5006 871 2683 (2286; 3191) 4.38 (4.31;)4.44 87 485 132 350 (250; 533) 3.84 (3.70; 3.97) 82
03/2009 2057 366 1119 (877; 1475) 3.97 (3.88; 4.06) 88 485 127 249 (193; 351) 3.79 (3.65; 3.93) 84
11/2009 2091 397 1024 (839; 1285) 3.58 (3.47; 3.69) 87 485 137 346 (253; 516) 3.57 (3.40; 3.74) 81
01/2010 4622 855 2147 (1855; 2523) 4.84 (4.77;)4.90 88 485 179 363 (288; 488) 4.45 (4.32; 4.57) 78
COWG

11/2007 704 201 393 (320; 510) 4.12 (3.99; 4.25) 82 485 120 164 (143; 206)  3.78 (3.64; 3.92) 88
02/2008 2214 312 852 (673; 1120) 3.28(3.18; 3.38) 90 485 101 231 (166;362)  3.08 (2.91; 3.25) 87
10/2008 2857 305 1228 (880; 1787) 3.07 (2.99; 3.15) 93 485 95 197 (146; 296)  3.04 (2.89; 3.20) 87
03/2009 2756 510 1702 (1358; 2186) 4.11 (4.02;)4.19 87 485 151 328 (253; 456) 3.92 (3.77; 4.06) 79
11/2009 1323 202 582 (431; 830) 2.82(2.69;294) 9 8 485 118 299 (214; 461) 3.05 (2.85; 3.24) 84
01/2010 1847 145 574 (368; 972) 1.57(1.47;168) 4 9 485 66 170 (112; 300) 1.60 (1.41, 1.80) 91
GAL

11/2007 1638 225 523 (412; 699) 2.26(2.13;2.38) 1 9 485 89 136 (112; 185)  2.23 (2.03; 2.44) 90
02/2008 1683 177 762 (502; 1231) 1.58 (1.46; 1.70) 92 485 62 125 (90; 204) 1.39 (1.20; 1.58) 92
10/2008 2094 238 609 (471; 828) 2.65(2.55;2.75) 3 9 485 115 269 (199;399)  2.52 (2.31; 2.74) 83
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03/2009
11/2009
01/2010

CONF

11/2007
02/2008
10/2008
03/2009
11/2009
01/2010

2489
1682
2254

3259
1770
1735
527

1996
5725

358
287
269

934
239
551
124
701
1344

1083 (853; 1421)
751 (594; 990)
939 (697; 1318)

1996 (1765; 2291)
956 (681; 1402)
1166 (1008; 1380)
454 (301; 738)
1719 (1476; 2039)
3829 (3383; 4372)

2.49 (2.38; 2.60)
2.65 (2.52; 2.79)
2.12 (2.01; 2.23)

5.93 (5.87;)5.98
1.94 (1.82; 2.06)
5.03 (4.93;)5.12
2.27 (2.06; 2.48)
5.45 (5.37;)5.54
479 (4.721)4.8

81

485
485
485

485
485
485
485
485
485

91
123
85

240
64
187
82
236
207

155 (122; 222)
373 (257; 591)
228 (153; 383)

483 (396; 618)
150 (102; 258)
331 (274; 424)
192 (136; 307)
502 (408; 648)
540 (416; 738)

2.75 (2.57; 2.93)
2.76 (2.54; 2.97)
2.03 (1.82; 2.23)

5.06 (4.96; 5.17)
1.50 (1.31; 1.69)
4.45 (4.31; 4.59)
1.84 (1.64; 2.04)
4.87 (4.74; 4.99)
4.26 (4.09; 4.43)

89
81
88

69
91
78
88

68
69

20TUs were defined at 97% cutoff

® Coverage: sum of probabilities of observed clasaémilated as (1 - (n/N)), where n is the numbesingleton sequences and N is the total numbezqiences
¢ Takes into account the number and evenness oliespec

Values in brackets are 95% confidence intervals.
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Table 4. Relative abundance (in %) of total sequences cfebal 16S rRNA genes from each sample assignedifterents phyla. N7:
November 2007; O8: October 2008; M9: March 2009; N@vember 2009; J10: January 2010.

S5 S1 COWG GAL CONF
Phylum Total [N7 | O8 [ M9 | N9 | J10| N7 O8| M9| N9| J1d N7| F8 O M N JYON7 |F8 | O8 | M9 | N9 | J10| N7| F8| O8f M N9l J1
Proteobacteria 67.5 | 68.1/85 | 68.8/68.5/40.7(95.8/20.5|43.4|72.5|46.6|70.9|65.0( 79.6| 58.4| 82.8|/93.2| 90.4| 93.9|89.7| 85.2| 82.2| 92.2| 54.3| 94.2| 75.7| 92.4| 62.8| 74.0
Actinobacteria 54 43 | 0.7| 22531 | 13.3/86 | 129/196|/40 |71 | 28| 09| 15 10611 (03| 0.7 06| 03| 15 1.3 05 2p O5 25 06 488
Acidobacteria 4.9 2310 0.7 24| 45 53 18128.1|58 [20| 68| 23| 50 11p42 |08 | 20| 0.7| 14| 31 42 13 41 09 49 11 436
Firmicutes 4.5 15.8/10.9|55 | 14.8/20.3|6.0 | 0.7 | 60| 19| 28| 51 15 42 6p 43 23 10 41 (32| 34| 10| 10/ 01 24 0. 1030
Bacteroidetes 21 47 | 0 05| 27| 57 34 07 1B 20 08 Q9 027 p3.0| 10| 02| 09| 03 04 1.4 18 04 73 07 581 [32]| 40
Chlorobi 15 38 |0 0 72| 14P11 |06 | 15| 14| 06/ 23 04 10 1p 12 08 04 OB3 (05| 10| 05| 25 04 1% 06 14 08
Nitrospira 1.2 04| 33| 13| 0 01 24 O 06 0B 12 243 0.2 p@a6 [ 05| 03| 11| 0.2/ 06 04 Opb OB 4|1 15 54 p3.2 | 31
OD1 0.3 0 0 0 0 0 0.2| <0.0<0.1{0 14 {01 00| O 0 0 013 01 O 02 O 0 0]2 38 DA 01| 0.2
Elusimicrobia 0.2 <0.1| 0 0 0 0 06| 03| 03/ 05 01 08 Op O1 11 04 O 00.1 | O 06| 08| 0.1 <0p0.1 |04 | O 0.0| 0.3
T™7 0.1 0 0 01| 0 0 0.2| <0/l<0.1{0 03 1|0 0 0 01| O 0 01 01 O 0l 01 <pus5 (0 0 0 0.1| 0.2
Chloroflexi 0.1 0 0 0 0 0 0.4| <0.10 0 0 03| <0.10 <0.1{0 01)01| 0 0.2| <0.10 0 03| 0 03| O 0.7 0.2
Verrucomicrobia 0.1 0 0 0 0 0 0 <0.10 0.1 | <0.10 <0.1{0 01 |0 0 0 0 0 0.1 O <0j06 | 02| 01| 0.2| 05/ 0.1
Gemmatimonadeteg 0.1 0 0 02| 0 0 0 <0.1<0.1|0 <0.1|10 0 <0.1/<0.1|0 0 0 0 02| 0 01| O 03 O 0.2 0p 02 0}2
Spirochaetes <0.1 | O 0 0 0 0 0 0 0 01 O 0 0 0 0 0o{1 O q a <60.1| 0 0 06 |0 03| O 0 0.1
Fusobacteria <01 | O 0 0 0 0 0 0 0 <0J10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 oL O 02 05
Cyanobacteria <0.1 | <0.1|0 0 0 0 03| 0 0 <0.10 0 0 0 <0.10 0 02| 0 0 0 0 0 03 O 01 O 0 0.1
OP11 <0.1 |0 0 0 0 0 0 <0.10 0 05| 0 0 0 0 0 0 0 01 O 0 0 0 01 O [0 q q
Chlamydiae <0.1 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 q 6 00 0 0 0 0
Planctomycetes <0.1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Q ( 0 1 00 0 0 0.1| <0.1
?ELT%CL?SCC“S' <10 |0 |0 |0o|o0o|O0o|]O|O| O] 0| of of of of of of o o o g 0 <@1|0 |0 |0 [01|O
Fibrobacteres <01 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 q DO 0 0 0 <0.1
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Synergistetes <0.1 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 DO 0 0 0 <0.1
BRC1 <01 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 DO 0 0 0 <0.1
unclassified 11.7 | 04| 02| 04| 13 04 10@54|9.1 |11.2/36.6|9.2 |29.1|75 |66 | 45| 20| 3.2/ 22 55 6104 | 53 | 23| 84| 7.8
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Conclusions générales

Les drainages miniers acides sont des environnenegtémes généralement caractérisés par
une forte acidité, des concentrations €élevées etauxéet métalloides et une faible
concentration en carbone organique dissous (Kol&ediohnson, 2001; Hallberg, 2010).
Malgré cette toxicité, divers microorganismes seapables de s’y développer et de
nombreuses études ont souligné le role crucial paréces microorganismes du fait de leurs
activités métaboliques impliguées dans les cyclegéochimiques des éléments (Haferburg
& Kothe, 2007; Falkowsket al, 2008) a I'origine notamment des processus dergéog
et/ou remédiation des drainages miniers acidesob@réhension de ces processus nécessite
par conséquent des étapes préalables de caraodérida la structure et du fonctionnement, y
compris les interactions synécologiques, des coranmés microbiennes présentes dans ces
environnements. Pour ce faire, il est indispensdelgrendre en compte I'ensemble de la
communauté microbienne comprenant les organisnmsmyotes et eucaryotes. Or, jusqu’a
présent, les études réalisées sur les DMA se gestjpe exclusivement focalisées sur les
communautés procaryotes et plus particulierementesubactéries (Aguilerat al, 2006),
négligeant ainsi une part importante de la diveéngprésentée par les Archaea et surtout par

les eucaryotes.

La majeure partie du travail de ce doctorat a dooosisté a réaliser un inventaire
taxonomique de la diversité microbienne présentenimeau du DMA de Carnoules en
s’attachant a prendre en compte I'ensemble des diminaines du vivant : Bactérie, Archaea

et Eucaryote.

Ainsi, la premiére partie de ce travail s'est ax@ & description des communautés
bactériennes présentes a la fois dans I'eau et ldansédiments. Ce travail a été couplé a
approche de métaprotéomique qui a permis la déteades communautés bactériennes
fonctionnellement actives. La combinaison entrpgt@ache métaprotéomique et I'approche
génomique a ainsi permis de mettre en évidenceésepce de bactéries connues pour leurs
implications dans le cycle du fer, de I'arseni@etsoufre ainsi que leur activité métabolique
via I'expression active de protéines. Ce travail a @gaint montré que la structure des

communautés n’était pas fondamentalement différentee I'eau et les sédiments. Enfin, les
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résultats de cette étude ont permis de renfordgmpdithése selon laquelle les bactéries
pourraient étre fortement impliquées dans le psuesle remédiation obseriré situ mais

eégalement dans la stabilité des sédiments a trdaerdification du ratio entre les formes
oxydées et réduites du fer, de l'arsenic et desposés soufrés, qui favoriserait ainsi la
formation et/ou la dissolution des précipités diopysulfate de Fe(lll)-As(V). Cette étude a

fait 'objet d’une publication danslicrobiology EcologyBruneelet al, 2011).

Dans un second temps, nous nous sommes focalidé sammunauté d’Archaea et sa
dynamique temporelle dans les sédiments. Jusgésept, trés peu d’informations étaient
disponibles sur cette communauté car seule une éudit mis en évidence la présence de
Ferroplasma acidiphilumet de séquences affiliées a dHEsermoplasmataleson cultivés
(Bruneelet al, 2008). Les résultats obtenus ont donc apportépirtantes informations sur
cette communauté contribuant ainsi a l'amélioratid@ notre compréhension de cet
écosysteme. En effet, I'inventaire taxonomique iséala révélé la présence d’Archaea
probablement impliquées dans divers cycles biogaoghes tels que les cycles du carbone
via la méthanogénese Méthanomassiliicoccus luminyensisde Il'azote Candidatus
Nitrososphaera viennenset Candidatus Nitrosopumilusp.) ainsi que du fer et du soufre
(Thermoplasmatalgs Cette étude a ainsi permis de mettre en évidelese organismes
susceptibles de participer au processus de renmd@bservan situ, conjointement avec les
bactéries. Cette communauté pourrait égalementirdjpkquée, avec les bactéries, dans la
stabilité des sédiments. Néanmoins, la présencaodereuses séquences affiliées a des
Archaea non cultivées ont également souligné lirtgge d’améliorer les stratégies de
culture a la base de la caractérisation taxonomigumysiologique et métabolique des
nouvelles espéces ainsi détectées. Par ailleutte, €eide a également révélé une variation
temporelle significative des communautés d’Archeaeactérisée par un changement brutal
de la composition microbienne qui pourrait étre #édes variations importantes des
parametres physicochimiques comme I'apport massgables a sulfure sur le site suite a des
eévénements pluvieux intenses et soulignerait dmsiécessité de prendre en compte les
parametres environnementaux dans l'appréhensioncdesnunautés microbiennes. Cette

étude a fait I'objet d’'une publication daBgtremophilegVolantet al, 2012).

Dans une troisieme partie, nous nous sommes §s#&sea la dynamique spatiale de la

communauté eucaryote qui n'avait jusqu’a présangja été étudiée dans cet écosysteme. La

200



CONCLUSIONS GENERALES

majorité des organismes détectés s’est révélée pitrehe d’organismes précédemment
identifiées dans d'autres DMA (Bacillariophytes, Rdires, Alveolates, Amibes,
Straménopiles et Champignons) soulignant ainsrddéable adaptation de ces organismes a
des environnements extrémes. Le pyroséquencagalemamt permis de mettre en évidence
de nouveaux taxons de faible abondance non détagpssavant dans ce type de milieu tels
que les Apusozoaires, les Centrohéliozoaires etldé®bides. Certains de ces organismes
pourraient jouer un role écologique potentiellemienportant dans ce milieu. Ainsi, les
eucaryotes photosynthétiques appartenant majerntaint aux Chlorophytes (algues verte),
aux Streptophytes et a certaines classes autogad® Straménopiles (Bacillariophyceae,
Chrysophyceae, Eustigmatophyceae et Synurophyssaajent les principaux producteurs
primaires de cette communauté et pourraient fagoliexydation aérobie du fer et du soufre
par la production d’'oxygene. Les champignons, niajoement présents sur I'ensemble du
DMA de Carnoulés (représentant 60 % des taxonsiyg@ent agir en tant que décomposeurs
et principaux producteurs de substances inorgasiql® plus, un grand nombre de
champignons sont capables d’adsorber des métaug kgam cellule ou au niveau de
formations extracellulaires et pourraient ainsitdboer a diminuer le niveau de pollution, ce
qui permettrait le développement éventuel d’espéceiss tolérantes (Amaral Zettlet al,
2003). La communauté mixotrophe de cet écosysteméls dominée par des Rhizaires de la
classe des Cercozoaires et par certains Stramésofhndis que la communauté des
prédateurs serait caractérisée par des protoz@gpmstenant a divers groupes (Dinoflagellés,
Choanoflagellés, Ciliés, Apicomplexes, Amibes, Apeaires et Centrohéliozoaires). Ces
organismes sont par ailleurs susceptibles de seindas bactéries acidophiles et pourraient
donc jouer un rdle indirect dans les processusémérgtion et/ou remeédiation des DMA par
le contréle de la composition des populations betées et de leur biomasse. Cette étude a
eégalement permis de révéler une importante stratbbur spatiale de ces communautés liée,
au moins partiellement, a la physicochimie de I'agec I'arsénite, le fer et le potentiel redox
comme facteurs significativement responsablesatsémblage des communautés eucaryotes
a Carnoules. Ces résultats ont contribué a appdoferos connaissances sur le DMA de
Carnoules en caractérisant une communauté comitibda facon probablement non
négligeable au fonctionnement de cet écosysteme. @e/aux feront I'objet d'une
publication prochaine darisvironmental Microbiology
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Dans la derniére partie de cette thése, nous somsmes employés a décrire plus
spécifiguement la dynamique spatiotemporelle desnconautés bactériennes présentes au
niveau d’habitats fortement contrastés par leueanvde pollutionife. stations localisées le
long du gradient de pollution du Reigous) afin égedminer des profils de diversité et de
tenter de les corréler avec les caractéristiqugsipbchimiques du milieu. Les analyses
réalisées dans cette étude alliant T-RFLP et pgrues#age ont mis en évidence une faible
diversité bactérienne. La majorité des phyla id&sti appartenait a des organismes
communément retrouvés dans les DMA (Proteobactéi@@inobacteria, Acidobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes et Nitrospira). Cependbntilisation du pyroséquencage a
également permis d’atteindre une plus grande pd#fon dans I'analyse de la diversité
bactérienne présente sur le site de Carnoulesap#téction de nouveau taxons représentant
moins de 1 % du nombre total des séquences obtelBoesccord avec les résultats obtenus
pour les eucaryotes, une structuration spatialecdesmunautés bactériennes a été mise en
évidence et semblerai étre corrélée avec les ctnatiems en arsenic, la température et le
potentiel redox. L'ensemble des données de cetideén’a malheureusement pas put étre
exploité en détails, comme la dynamique tempordiés communautés, et des études
complémentaires sont encore nécessaires afin di@medes hypotheses plus précises

caractérisant I'impact de ces facteurs environneéawursur les communautés bactériennes.

Dans leur ensemble, ces résultats nous ont apporg@in considérable d’informations sur le
DMA de Carnoules et sur les communautés microb®mue le composent. Cependant, les
travaux réalisés au cours de cette thése ne repeé@sequ’'une premiere étape dans la
compréhension compléte du fonctionnement de cesy8teme. En effet, de nombreuse

questions restent en suspend et nécessiteraiere digrofondie par des études ultérieures.
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Plusieurs approches complémentaires aux travaux ré@jisés pourraient étres envisagées
afin d’améliorer nos connaissances sur le foncéoment du DMA de Carnoules.

Tout d’abord concernant la communauté eucaryotas ravons mis en évidence un biais
relatif a l'utilisation d’'un seule paire d’amorcgsai ne permettait pas de révéler la diversité
globale présente dans cet écosysteme comme ingajuéabsence de détectionEdiglena
mutabilisdans nos analyses. Une meilleure évaluation devéasité eucaryote pourrait alors
étre envisagée par l'utilisation de plusieurs jelemorces comme mentionné par Stoetk
al. (2006).

D’autre part, aprés la réalisation de ces inveasaiaxonomiques, il serait nécessaire d’établir
un lien plus détaillé entre la composition et laadilon des communautés microbiennes
identifiées. En effet, bien que les méthodes eétilis dans cette thése aient permis de
caractériser les communautés microbiennes d’urt peivue phylogénétique, elles apportent
généralement peu de renseignements sur le réledenicroorganismes dans I'écosysteme.
Dans ce contexte, il existe plusieurs alternatpersnettant de lier la structure phylogénétique
a la structure fonctionnelle des communautés miersies mais nous ne nous intéresserons
gu’'aux techniques basées sur la biologie molé®ulaam premiere approche consiste a étudier
les genes ribosomaux et en paralléle un ou plusigemes fonctionnels d’intérét. Les puces a
ADN reposent sur ce principe et sont plus exhaestipermettant le criblage d’'un grand
nombre de geénes fonctionnels mais ne permettanéndemt de suivre que des génes
préalablement connus. Il est également possiblelapigenes ciblés ne représentent qu’une
fraction minoritaire des genes fonctionnels préseatans I'échantillon (Cardenas & Tiedje,
2008). Cependant le développement des techniquségiencage a haut débit ont permis de
contourner cette limite par le criblage de I'enskmlles génes présents dans une
communauté. Ainsi en comparant et en réassemigarsiguences obtenues par rapport a des
génomes de références, il est possible (i) de Eaiser la structure phylogénétique des
communautés microbiennes (genes ribosomaux), '({demtifier les genes fonctionnels par
homologie aux génomes de référence, (iii) d’idesttiide nouvelles fonctions et (iv) de

reconstruire des génomes d’organismes non cultgalil’utilisation complémentaire de la
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métatranscriptomique permet d’identifier les ARNrégents dans I'’échantillon et donne donc
acces au niveau d’expression des genes fonctioffbetdenas & Tiedje, 2008).

Ce type d’approche a été précédemment utilisé patirBet al. (2011) qui ont réalisé une
reconstruction quasi complete de 7 génomes baate«enajoritaires » présents sur le site de
Carnoulés a la station COWG. L’analyse subséqudeteces 7 génomes, associée aux
données de métaprotéomique issues de ces mémetilémigm a permis I'élaboration d’'un
modele de fonctionnement de la communauté microkeie€ependant, cette analyse a éte
menée sur une seule station du site de Carnoul&®mme nous I'avons vu précédemment,
le Reigous est caractérisé par une succession yggmes présentant des communautés
microbiennes distinctes. Il pourrait donc étre ieggant de mettre en place ce type d’analyse
sur des stations difféerentes afin de vérifier 8 l@émes fonctions sont présentes sur

'ensemble de I'écosystéme.

Enfin, 'ensemble des observations réalisées atsates ces travaux a souligné I'importance
du maintient des méthodes traditionnelles de aailterr d'isolement pour l'identification
précise et la compréhension du réle fonctionnel ohsroorganismes dans le DMA de
Carnoulés. En effet, bien que les techniqgues midi#es permettent d’accéder aux
organismes non cultivables, elles présentent sauVerconvénient de produire des
inventaires composés pour une large part d’orgassimconnus, empéchant ainsi toute
hypothese sur leur réle fonctionnel. De plus, I&shodes culturales permettent de contourner
les biais inhérents aux approches moléculaires amfameésistance de certaines bactéries a la
lyse cellulaire ou bien la difficulté a détectes lmicroorganismes appartenant a la biosphére

rare sans faire un séquencage massif.

204



Références bibliographiques
A

Adams, J. B., Palmer, F. and Staley, J. T. (1992Rock weathering in deserts: Mobilization
and concentration of ferric iron by microorganisi@somicrobiol J10: 99-114.

Aebersold, R. and Mann, M. (2003).Mass spectrometry-based proteomisture 422
198-207.

Aguilera, A., Manrubia, S. C., Gémez, F., RodriguezN. and Amils, R. (2006) Eukaryotic
community distribution and its relationship to watehysicochemical parameters in an
extreme acidic environment, Rio Tinto (Southwest8pain). Appl Environ Microbiol 72:
5325-5330.

Aguilera, A., Zettler, E., Gobmez, F., Amaral-Zettle, L., Rodriguez, N. and Amils, R.

(2007). Distribution and seasonal variability in the beatkeukaryotic community of Rio
Tinto (SW, Spain), an acidic, high metal extremeimmment.Syst Appl MicrobioB0: 531-

546.

Akcil, A. and Koldas, S. (2006).Acid mine drainage (AMD): causes, treatment anseca
studies.J Clean Prodl4: 1139-1145.

Amann, R. I., Ludwig, W. and Schleifer, K. H. (199%. Phylogenetic identification and in
situ detection of individual microbial cells withiocultivation.Microbiol Rev59: 143-169.

Amaral-Zettler, L. A., Gomez, F., Zettler, E., Keeran, B. G., Amils, R. and Sogin, M. L.
(2002).Microbiology: Eukaryotic diversity in Spain's rivef fire. Nature417: 137-137.

Amaral-Zettler, L. A., Messerli, M. A., Laatsch, A. D., Smith, P. J. and Sogin, M. L.
(2003).From genes to genomes: beyond biodiversity inrsp&io TintoBiol Bull 204 205-
209.

Amils, R., Gonzalez-Toril, E., Fernandez-Remolar, n Gémez, F., Aguilera, A.,
Rodriguez, N.et al. (2007).Extreme environments as Mars terrestrial analdge:Rio Tinto
casePlanet Space S&5: 370-381.

Anderson, C. R. and Cook, G. M. (2004)lIsolation and characterization of arsenate-
reducing bacteria from arsenic-contaminated siteNaw ZealandCurr Microbiol 48 341-
347.

Anderson, L. and Seilhamer, J. (1997)A comparison of selected mMRNA and protein
abundances in human livétlectrophoresid 8 533-537.

Avery, S. V., Codd, G. A. and Gadd, G. M. (1992).Caesium transport in the
cyanobacteriumAnabaena variabilis Kinetics and evidence for uptake via ammonium
transport system(sirkEMS Microbiol Let95: 253-258.

205



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

B

Bailey, N. J., Oven, M., Holmes, E., Nicholson, JK. and Zenk, M. H. (2003).
Metabolomic analysis of the consequences of cadnmexposure in Silene cucubalus cell
cultures via 1H NMR spectroscopy and chemometRbytochemistrg2: 851-858.

Baker, B. J. and Banfield, J. F. (2003)Microbial communities in acid mine drainage.
FEMS Microbiol Eco¥4: 139-152.

Baker, B. J., Lutz, M. A., Dawson, S. C., Bond, PL. and Banfield, J. F. (2004).
Metabolically active eukaryotic communities in extrely acidic mine drainageAppl
Environ Microbiol70: 6264-6271.

Baker, B. J., Tyson, G. W., Goosherst, L. and Bardid, J. F. (2009).Insights into the
diversity of eukaryotes in acid mine drainage mfcommunities Appl Environ Microbiol
75. 2192-2199.

Banfield, J. F., Verberkmoes, N. C., Hettich, R. L.and Thelen, M. P. (2005).
Proteogenomic approaches for the molecular charzaten of natural microbial
communitiesOmics9: 301-333.

Bastida, F., Moreno, J. L., Nicolas, C., HernandezT. and Garcia, C. (2009).Soil
metaproteomics: a review of an emerging environaiestience. Significance, methodology
and perspectivegur J Soil Scb0: 845-859.

Battaglia-Brunet, F., Joulian, C., Garrido, F., Didor, M. C., Morin, D., Coupland, K. et
al. (2006). Oxidation of arsenite byhiomonasstrains and characterization ®hiomonas
arsenivoranssp. novAntonie Van Leeuwenho8R: 99-108.

Bertin, P. N., Heinrich-Salmeron, A., Pelletier, E. Goulhen-Chollet, F., Arséne-Ploetze,
F., Gallien, S.et al. (2011). Metabolic diversity among main microorganisms diesian
arsenic-rich ecosystem revealed by meta- and piggaomicsISME J5: 1735-1747.

Bini, E. (2010).Archaeal transformation of metals in the environmEEMS Microbiol Ecol
73 1-16.

Birch, L. and Bachofen, R. (1990) Complexing agents from microorganisnixperientia
46: 8.

Bomar, L., Maltz, M., Colston, S. and Graf, J. (201). Directed -culturing of
microorganisms using metatranscriptomM®io 2: e00012-00011.

Bond, P. L., Smriga, S. P. and Banfield, J. F. (200. Phylogeny of microorganisms
populating a thick, subaerial, predominantly litteghic biofilm at an extreme acid mine
drainage siteAppl Environ Microbiol66: 3842-3849.

Bossemeyer, D., Schldsser, A. and Bakker, E. P. 88. Specific cesium transport via the
Escherichia colKup (TrkD) K+ uptake systend. Bacterioll71 2219-2221.

206



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Botes, E., Van Heerden, E. and Litthauer, D. (2007)Hyper-resistance to arsenic in
bacteria isolated from an antimony mine in Southoaf S Afr J Scil03 279-281.

Brake, S. S., Dannelly, H. K. and Connors, K. A. @01). Controls on the nature and
distribution of an alga in coal mine-waste envir@mts and its potential impact on water
guality. Environ GeoM0: 458-4609.

Brake, S. S., Hasiotis, S. T., Dannelly, H. K. an€onnors, K. A. (2002). Eukaryotic
stromatolite builders in acid mine drainage: Imaiions for Precambrian iron formations and
oxygenation of the atmospher&eology30: 599-602.

Bridge, T. A. M. and Johnson, D. B. (1998)Reduction of soluble iron and reductive
dissolution of ferric iron-containing minerals byoderately thermophilic iron-oxidizing
bacteria Appl Environ Microbiol64: 2181-2186.

Brochier-Armanet, C., Boussau, B., Gribaldo, S. androrterre, P. (2008). Mesophilic
Crenarchaeota proposal for a third archaeal phylum, tAdaumarchaeotaNat Rev
Microbiol 6: 245-252.

Brochier-Armanet, C., Forterre, P. and Gribaldo, S.(2011).Phylogeny and evolution of
the Archaea one hundred genomes lat€urr Opin Microbiol14: 274-281.

Bruneel, O., Personné, J. C., Casiot, C., Leblan®/., Elbaz-Poulichet, F., Mahler, B. J.
et al. (2003). Mediation of arsenic oxidation by¥hiomonassp. in acid-mine drainage
(Carnoulés, France).Appl Microbiol95: 492-499.

Bruneel, O., Duran, R., Koffi, K., Casiot, C., Fougans, A., Elbaz-Poulichet, F. and
Personné, J. C. (2005Microbial diversity in a pyrite-rich tailings impmdment (Carnoules,
France) Geomicrobiol 222: 249-257.

Bruneel, O., Duran, R., Casiot, C., Elbaz-PoulichetF. and Personné, J. C. (2006).
Diversity ofmicroorganisms in Fe-As-rich acid mideainage waters of Carnoules, France.
Appl Environ Microbiol72: 551-556.

Bruneel, O., Pascault, N., Egal, M., Bancon-Montign C., Goni-Urriza, M. S., Elbaz-
Poulichet, F.et al.(2008).Archaeal diversity in a Fe-As rich acid mine deage at Carnoulés
(France) Extremophiled2: 563-571.

Bruneel, O., Volant, A., Gallien, S., Chaumande, BCasiot, C., Carapito, C.et al.(2011).
Characterization of the active bacterial commumtyolved in natural attenuation processes
in arsenic-rich creek sedimenkdicrob Ecol61: 793-810.

C

Campos Paulino, L., Faria Bergamo, R., de Mello, M.Garcia, O., Manfio, G. and
Ottoboni, L. (2001). Molecular characterization oAcidithiobacillus ferrooxidansand A.
thiooxidansstrains isolated from mine wastes in Bra&ihtonie van Leeuwenho8R: 65-75.

207



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Canfield, D. E. and Des Marais, D. J. (1991 Aerobic sulfate reduction in microbial mats.
Science51 1471-1473.

Cardenas, E. and Tiedje, J. M. (2008)New tools for discovering and characterizing
microbial diversity.Curr Opin Biotechnoll9: 544-549.

Caron, D. A., Countway, P. D. and Brown, M. V. (208). The growing contributions of
molecular biology and immunology to protistan egytomolecular signatures as ecological
tools.J Eukaryot Microbiob1: 38-48.

Cascante, M. and Marin, S. (2008).Metabolomics and fluxomics approachésssays
Biochem45: 67-81.

Casiot, C., Leblanc, M., Bruneel, O., Personné, ., Koffi, K. and Elbaz-Poulichet, F.
(2003a).Geochemical processes controlling the formatioA®fich waters within a tailings
impoundment (Carnoulés, Francajjuat Geocherfi: 273-290.

Casiot, C., Morin, G., Juillot, F., Bruneel, O., Pesonné, J. C., Leblanc, M.et al.(2003b).
Bacterial immobilization and oxidation of arsenit acid mine drainage (Carnoules creek,
France) Water ReS87: 2929-2936.

Casiot, C., Bruneel, O., Personné, J. C., Leblan®/. and Elbaz-Poulichet, F. (2004).
Arsenic oxidation and bioaccumulation by the achdbp protozoan,Euglena mutabilisin
acid mine drainage (Carnoulés, Fran&z). Total Enviror820. 259-267.

Casiot, C., Lebrun, S., Morin, G., Bruneel, O., Pesonné, J. C. and Elbaz-Poulichet, F.
(2005). Sorption and redox processes controlling arseate and transport in a stream
impacted by acid mine drainadggci Total Enviror847: 122-130.

Casiot, C., Egal, M., Elbaz-Poulichet, F., BruneelQ., Bancon-Montigny, C., Cordier,
M.-A. et al. (2009). Hydrological and geochemical control of metals ardenic in a
Mediterranean river contaminated by acid mine dmgén (the Amous River, France);
preliminary assessment of impacts on fish (Leuas@phalus)Appl Geochen24: 787-799.

Casneuf, T., Van de Peer, Y. and Huber, W. (2007n situ analysis of cross-hybridisation
on microarrays and the inference of expressioretation.BMC Bioinformatics8: 461.

Cebron, A. and Garnier, J. (2005) Nitrobacter andNitrospira genera as representatives of
nitrite-oxidizing bacteria: detection, quantificati and growth along the lower Seine River
(France) Water ReS89: 4979-4992.

Chaban, B., Ng, S. Y. and Jarrell, K. F. (2006)Archaeal habitats — from the extreme to
the ordinaryCan J Microbiol52 73-116.

Chait, B. T. (2006). Chemistry. Mass spectrometry: bottom-up or top4u®Bcience314:
65-66.

Chen, W., Parette, R., Zou, J., Cannon, F. S. anddmpsey, B. A. (2007)Arsenic removal
by iron-modified activated carbowater Regl1: 1851-1858.

208



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Cloonan, N., Forrest, A. R., Kolle, G., Gardiner, BB., Faulkner, G. J., Brown, M. K. et
al. (2008). Stem cell transcriptome profiling via massive-ecahRNA sequencingNat
Methodsb: 613-619.

Cohan, F. M. and Koeppel, A. F. (2008)The origins of ecological diversity in prokaryates
Curr Biol 18: R1024-1034.

Conrad, R. (1996).Soil microorganisms as controllers of atmospheace gases (1 CO,
CH,4, OCS, NO, and NO)Microbiol Rev60: 609-640.

Cravatt, B. F., Simon, G. M. and Yates, J. R., 3rq2007). The biological impact of mass-
spectrometry-based proteomibdkature450 991-1000.

D

Das, B. K., Roy, A., Koschorreck, M., Mandal, S. M. Wendt-Potthoff, K. and
Bhattacharya, J. (2009).Occurrence and role of algae and fungi in acideninainage
environment with special reference to metals anfhteuimmobilization.Water Reg13: 883-
894.

Delavat, F., Phalip, V., Forster, A., Lett, M. C. ad Lievremont, D. (2012).Deciphering
the role ofPaenibacillusstrain Q8 in the organic matter recycling in tie&lanine drainage of
CarnoulesMicrob Cell Factl1: 16.

DelLong, E. F. (2009)The microbial ocean from genomes to bioniNasture459 200-206.

Dettmer, K., Aronov, P. A. and Hammock, B. D. (200 Mass spectrometry-based
metabolomicsMass Spectrom R&6: 51-78.

Devars, S., Hernandez, R. and Moreno-Sanchez, R.9@8). Enhanced heavy metal
tolerance in two strains of photosynthekaglena gracilisby preexposure to mercury or
cadmium.Arch Environ Contam Toxic@4: 128-135.

Dilling, W. and Cypionka, H. (1990). Aerobic respiration in sulfate-reducing bacteria.
FEMS Microbiol Let71: 123-127.

Dohm, J. C., Lottaz, C., Borodina, T. and Himmelbaer, H. (2008).Substantial biases in
ultra-short read data sets from high-throughput Dé¢4uencingNucleic Acids Re36: e105.

Domon, B. and Aebersold, R. (2006 Mass spectrometry and protein analySisience312
212-217.

Dugat-Bony, E., Peyretaillade, E., Parisot, N., Beerre-Petit, C., Jaziri, F., Hill, D. et al.
(2012). Detecting unknown sequences with DNA microarragsplorative probe design
strategiesEnviron Microbiol14: 356-371.

Duquesne, K., Lebrun, S., Casiot, C., Bruneel, ORersonné, J. C., Leblanc, Met al.
(2003). Immobilization of arsenite and ferric iron #cidithiobacillus ferrooxidansand its
relevance to acid mine drainadgpl Environ Microbiol69: 6165-6173.

209



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Dworkin, M. (2012). Sergei Winogradsky: a founder of modern microlggl@and the first
microbial ecologistFEMS Microbiol ReB6: 364-379.

E

Edwards, K. J., Gihring, T. M. and Banfield, J. F.(1999).Seasonal variations in microbial
populations and environmental conditions in an et acid mine drainage environment.
Appl Environ Microbiol65: 3627-3632.

Edwards, K. J., Bond, P. L., Druschel, G. K., McGuie, M. M., Hamers, R. J. and
Banfield, J. F. (2000a).Geochemical and biological aspects of sulfide mahdissolution:
lessons from Iron Mountain, Californi@hem Geol69. 383-397.

Edwards, K. J., Bond, P. L., Gihring, T. M. and Barfield, J. F. (2000b).An archaeal iron-
oxidizing extreme acidophile important in acid marainageScience287: 1796-1799.

Edwards, K. J., Hu, B., Hamers, R. J. and BanfieldJ. F. (2001).A new look at microbial
leaching patterns on sulfide minerdd£MS Microbiol Ecol34: 197-206.

Egal, M., Casiot, C., Morin, G., Elbaz-Poulichet, F Cordier, M.-A. and Bruneel, O.
(2010).An updated insight into the natural attenuatio®sfconcentrations in Reigous Creek
(southern Francepppl Geochen25: 1949-1957.

Ellis, P. J., Conrads, T., Hille, R. and Kuhn, P.Z001). Crystal structure of the 100 kDa
arsenite oxidase fromilcaligenes faecalisn two crystal forms at 1.64 A and 2.03 A.
Structure9: 125-132.

Erlich, Y., Mitra, P. P., delaBastide, M., McCombie W. R. and Hannon, G. J. (2008).
Alta-Cyclic: a self-optimizing base caller for neggneration sequencinglat Methods5:
679-682.

Evangelou, V. P. (1995)Pyrite oxidation and its control. Boca Raton: CRe€ss.

F

Falkowski, P. G., Fenchel, T. and Delong, E. F. (R8). The microbial engines that drive
Earth's biogeochemical cyclescience320. 1034-1039.

Fenn, J. B., Mann, M., Meng, C. K., Wong, S. F. andVhitehouse, C. M. (1989).
Electrospray ionization for mass spectrometry ajésbiomoleculesScience246 64-71.

Ferris, F. G., Hallberg, R. O., Lyvén, B. and Pedeen, K. (2000)Retention of strontium,
cesium, lead and uranium by bacterial iron oxidesnfa subterranean environmeAppl
Geochenl5: 1035-1042.

Fiehn, O. (2001).Combining genomics, metabolome analysis, and eimétal modelling to
understand metabolic network3omp Funct Genomi 155-168.

Fiehn, O. (2002) Metabolomics--the link between genotypes and ptyges.Plant Mol Biol
48: 155-171.

210



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Fowler, T. A., Holmes, P. R. and Crundwell, F. K. 1999).Mechanism of pyrite dissolution
in the presence dthiobacillus ferrooxidansAppl Environ Microbiol65: 2987-2993.

Franche, C., Lindstrom, K. and Elmerich, C. (2009).Nitrogen-fixing bacteria associated
with leguminous and non-leguminous plaf&ant Soil321: 35-59.

Frias-Lopez, J., Shi, Y., Tyson, G. W., Coleman, M.., Schuster, S. C., Chisholm, S. W.
and Delong, E. F. (2008)Microbial community gene expression in ocean s@faaters.
Proc Natl Acad Sci U S 205 3805-3810.

Friedrich, C. G., Rother, D., Bardischewsky, F., Qentmeier, A. and Fischer, J. (2001).
Oxidation of reduced inorganic sulfur compounds dacteria: emergence of a common
mechanismAppl Environ Microbiol67: 2873-2882.

Friedrich, C. G., Bardischewsky, F., Rother, D., Qantmeier, A. and Fischer, J. (2005).
Prokaryotic sulfur oxidatiorCurr Opin Microbiol8: 253-259.

Fuchs, T., Huber, H., Teiner, K., Burggraf, S. andStetter, K. O. (1995).Metallosphaera
prunae sp. nov., a novel metal-mobilizing, thermoacidéphArchaeum isolated from a
uranium mine in Germanyyst Appl Microbioll8: 560-566.

Gadanho, M., Libkind, D. and Sampaio, J. P. (2006)Yeast diversity in the extreme acidic
environments of the Iberian Pyrite BeMicrob Ecol52: 552-563.

G

Gadd, G. M. (2004). Microbial influence on metal mobility and applicat for
bioremediationGeodermal22 109-1109.

Gadd, G. M. (2010).Metals, minerals and microbes: geomicrobiology aiademediation.
Microbiology 156. 609-643.

Galand, P. E., Casamayor, E. O., Kirchman, D. L. ath Lovejoy, C. (2009).Ecology of the
rare microbial biosphere of the Arctic OceBnoc Natl Acad Sci U S 206 22427-22432.

Garcia, C., Moreno, D. A., Ballester, A., BlazquezM. L. and Gonzalez, F. (2001).
Bioremediation of an industrial acid mine waterrbgtal-tolerant sulphate-reducing bacteria.
Miner Eng14: 997-1008.

Gebel, T. (1997).Arsenic and antimony: comparative approach on m@askc toxicology.
Chem Biol Interacfl07: 131-144.

Gehrke, T., Telegdi, J., Thierry, D. and Sand, W. X998). Importance of extracellular
polymeric substances fronThiobacillus ferrooxidansfor bioleaching. Appl Environ
Microbiol 64: 2743-2747.

Gihring, T. M., Bond, P. L., Peters, S. C. and Baméld, J. F. (2003).Arsenic resistance in
the archaeonFerroplasma acidarmantisnew insights into the structure and evolutiorthae
ars genesxtremophiles: 123-130.

211



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Gilbert, J. A., Field, D., Huang, Y., Edwards, R.Li, W., Gilna, P. and Joint, I. (2008).
Detection of large numbers of novel sequencesemibtatranscriptomes of complex marine
microbial communitiesPLoS One3: e3042.

Gill, S. R., Pop, M., Deboy, R. T., Eckburg, P. BTurnbaugh, P. J., Samuel, B. Set al.
(2006).Metagenomic analysis of the human distal gut nficnme.Science812 1355-1359.

Golyshina, O. V., Pivovarova, T. A., Karavaiko, Gl., Kondrat' eva, T. F., Moore, E. R.,
Abraham, W. R. et al. (2000).Ferroplasma acidiphilungen. nov., sp. nov., an acidophilic,
autotrophic, ferrous-iron-oxidizing, cell-wall-laiclg, mesophilic member of the
Ferroplasmaceadam. nov., comprising a distinct lineage of theciaea.Int J Syst Evol
Microbiol 50: 997-1006.

Golyshina, O. V. and Timmis, K. N. (2005)Ferroplasmaand relatives, recently discovered
cell wall-lackingarchaeamaking a living in extremely acid, heavy metahrienvironments.
Environ Microbiol7: 1277-1288.

Graham, R., Graham, C. and McMullan, G. (2007).Microbial proteomics: a mass
spectrometry primer for biologistslicrob Cell Fact6: 26.

Green, H. H. (1918).Description of a bacterium which oxidizes arsemtarsenate, and one
which reduces arsenate to arsenite, isolated frarattée-dipping tankS Afr J Scil4: 465—
467.

Green, J. L., Bohannan, B. J. and Whitaker, R. J.2008). Microbial biogeography: from
taxonomy to traitsScience820 1039-1043.

Guo, X., You, X.-Y., Liu, L.-J., Zhang, J.-Y., Liu, S.-J. and Jiang, C.-Y. (2009).
Alicyclobacillus aerissp. nov., a novel ferrous- and sulfur-oxidizingtesium isolated from
a copper mineint J Syst Evol Microbiob9: 2415-2420.

Gyaneshwar, P., Naresh Kumar, G., Parekh, L. J. andPoole, P. S. (2002Role of soil
microorganisms in improving P nutrition of plan®ant Soil245 83-93.

H

Haack, E. and Warren, L. A. (2003).Biofilm hydrous manganese oxyhydroxides and metal
dynamics in acid rock drainagénviron Sci Techn@7: 4138-4147.

Haferburg, G. and Kothe, E. (2007)Microbes and metals: interactions in the environtne
J Basic Microbiold7: 453-467.

Hall, C., Brachat, S. and Dietrich, F. S. (2005)Contribution of horizontal gene transfer to
the evolution of Saccharomyces cerevistagkaryot Celd: 1102-1115.

Hallbeck, L., Stahl, F. and Pedersen, K. (1993Rhylogeny and phenotypic characterization
of the stalk-forming and iron-oxidizing bacteriu@allionella ferruginea J Gen Microbiol
139 1531-1535.

212



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Hallberg, K., Gonzalez-Toril, E. and Johnson, D. (@10). Acidithiobacillus ferrivoranssp.
nov.; facultatively anaerobic, psychrotolerant oend sulfur-oxidizing acidophiles isolated
from metal mine-impacted environmeriEtremophiled4: 9-19.

Hallberg, K. B. and Johnson, D. B. (2001)Biodiversity of acidophilic prokaryote#dv
Appl Microbiol Volume 49 37-84.

Hallberg, K. B. and Johnson, D. B. (2005).Microbiology of a wetland ecosystem
constructed to remediate mine drainage from a heaatal mine Sci Total EnvirorB838 53-
66.

Hallberg, K. B., Coupland, K., Kimura, S. and John®n, D. B. (2006).Macroscopic
streamer growths in acidic, metal-rich mine waterdNorth Wales consist of novel and
remarkably simple bacterial communitiédgpl Environ Microbiol72: 2022-2030.

Hallberg, K. B. (2010). New perspectives in acid mine drainage microbiplog
Hydrometallurgyl04 448-453.

Halter, D., Cordi, A., Gribaldo, S., Gallien, S., ®@ulhen-Chollet, F., Heinrich-Salmeron,
A. et al. (2011). Taxonomic and functional prokaryote diversity inildly arsenic-
contaminated sedimenfRes Microbioll62 877-887.

Halter, D., Goulhen-Chollet, F., Gallien, S., Casip C., Hamelin, J., Gilard, F. et al.
(2012a).In situ proteo-metabolomics reveals metaboliteetean by the acid mine drainage
bio-indicator,Euglena mutabilisISME J6: 1391-1402.

Halter, D., Casiot, C., Heipieper, H. J., Plewniak,F., Marchal, M., Simon, S.et al.
(2012b). Surface properties and intracellular speciatiomeaged an original adaptive
mechanism to arsenic in the acid mine drainageirdaator Euglena mutabilis Appl
Microbiol Biotechnol93: 1735-1744.

Haqqgani, A. S., Kelly, J. F. and Stanimirovic, D. B (2008).Quantitative protein profiling
by mass spectrometry using label-free proteonMiethods Mol Bio#39 241-256.

He, Z., Xie, X., Xiao, S., Liu, J. and Qiu, G. (200). Microbial diversity of mine water at
Zhong Tiaoshan copper mine, ChidaBasic Microbiold7: 485-495.

Heinrich-Salmeron, A., Cordi, A., Brochier-Armanet, C., Halter, D., Pagnout, C.,
Abbaszadeh-fard, E. et al. (2011). Unsuspected diversity of arsenite-oxidizing baater
revealed by a widespread distribution of the aox#heyin prokaryotesAppl Environ
Microbiol 77: 4685-4692.

Heinzel, E., Hedrich, S., Janneck, E., Glombitza, .F Seifert, J. and Schiémann, M.
(2009). Bacterial diversity in a mine water treatment pla&ppl Environ Microbiol75: 858-
861.

Hillenkamp, F., Karas, M., Beavis, R. C. and ChaitB. T. (1991).Matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry of biop@gsrmAnal Chen63: 1193A-1203A.

213



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Hiraishi, A., Matsuzawa, Y., Kanbe, T. and Wakao, N (2000).Acidisphaera rubrifaciens
gen. nov., sp. nov., an aerobic bacteriochloroptmtitaining bacterium isolated from acidic
environmentsint J Syst Evol Microbidb0: 1539-1546.

Huber, R., Sacher, M., Vollmann, A., Huber, H. andRose, D. (2000)Respiration of
arsenate and selenate by hyperthermophilic arclsysaAppl MicrobioR3: 305-314.

Hudson-Edwards, K. A., Schell, C. and Macklin, M. G (1999). Mineralogy and
geochemistry of alluvium contaminated by metal mgnin the Rio Tinto area, southwest
Spain.Appl Geochemi4: 1015-1030.

Huse, S. M., Huber, J. A., Morrison, H. G., SoginM. L. and Welch, D. M. (2007).
Accuracy and quality of massively parallel DNA pseguencingGenome Bio8: R143.

J

Jareonmit, P., Mehta, M., Sadowsky, M. and Sajjapha, K. (2012). Phylogenetic and
phenotypic analyses of arsenic-reducing bactemdatsd from an old tin mine area in
Thailand.World J Microbiol BiotechnoR8: 2287-2292.

Johnson, D. B. and Rang, L. (1993)Effects of acidophilic protozoa on populations of
metal-mobilizing bacteria during the leaching ofripy coal. J Gen Microbiol139 1417-
1423.

Johnson, D. B. (1995)Acidophilic microbial communities: candidates fmoremediation of
acidic mine effluentdnt Biodeterior Biodegradatio5: 41-58.

Johnson, D. B. (1998)Biodiversity and ecology of acidophilic microorgsms. FEMS
Microbiol Ecol27: 307-317.

Johnson, D. B., Rolfe, S., Hallberg, K. B. and Iveen, E. (2001).Isolation and
phylogenetic characterization of acidophilic miagenisms indigenous to acidic drainage
waters at an abandoned Norwegian copper niineiron Microbiol3: 630-637.

Johnson, D. B. and Bridge, T. A. M. (2002)Reduction of ferric iron by acidophilic
heterotrophic bacteria: evidence for constitutivad ainducible enzyme systems in
Acidiphiliumspp.J Appl Microbiol92: 315-321.

Johnson, D. B., Dziurla, M. A., Kolmert, A. and Halberg, K. B. (2002).The microbiology
of acid mine drainage: genesis and biotreatneitir J Scb8: 249-255.

Johnson, D. B. and Hallberg, K. B. (2003)The microbiology of acidic mine waterRes
Microbiol 154 466-473.

Johnson, D. B. and Hallberg, K. B. (2005)Acid mine drainage remediation options: a
review.Sci Total Enviror838 3-14.

Johnson, D. B., Bacelar-Nicolau, P., Okibe, N., Tmoas, A. and Hallberg, K. B. (2009).
Ferrimicrobium acidiphilumgen. nov., sp. nov. arfigerrithrix thermotoleranggen. nov., sp.

214



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

nov.: heterotrophic, iron-oxidizing, extremely ampdhilic actinobacterialnt J Syst Evol
Microbiol 59: 1082-1089.

Johnson, D. B. (2012).Geomicrobiology of extremely acidic subsurface issnments.
FEMS Microbiol EcoB1: 2-12.

Jong, T. and Parry, D. L. (2003)Removal of sulfate and heavy metals by sulfateiced)
bacteria in short-term bench scale upflow anaerpbhiked bed reactor rund/ater Res37:
3379-3389.

Joyce, A. R. and Palsson, B. O. (2006))he model organism as a system: integrating ‘dmics
data setsNat Rev Mol Cell Bio¥: 198-210.

Juniper, S. K. and Tebo, B. M. (1995)Microbe-metal interactions and mineral deposi@bn
hydrothermal vents. IThe microbiology of deep-sea hydrothermal ve(isrl Eds). Boca
Raton: pp. 219-253.

K

Katsoyiannis, I. A. and Zouboulis, A. I. (2004)Application of biological processes for the
removal of arsenic from groundwatevgater Res8: 17-26.

Kell, D. B. (2004).Metabolomics and systems biology: making sengbetoupCurr Opin
Microbiol 7: 296-307.

Keller, M. and Hettich, R. (2009). Environmental proteomics: a paradigm shift in
characterizing microbial activities at the molecuével. Microbiol Mol Biol Rev73: 62-70.

Kinzler, K., Gehrke, T., Telegdi, J. and Sand, W. Z003). Bioleaching—a result of
interfacial processes caused by extracellular pehgnsubstances (EP3jlydrometallurgy
71. 83-88.

Kishimoto, N., Kosako, Y. and Tano, T. (1991)Acidobacterium capsulatuigen. nov., sp.
nov.: An acidophilic chemoorganotrophic bacteriuontaining menaquinone from acidic
mineral environmenCurr Microbiol 22: 1-7.

Kolmert, A. and Johnson, D. B. (2001).Remediation of acidic waste waters using
immobilised, acidophilic sulfate-reducing bacted&hem Technol Biotechnob: 836-843.

Korlach, J., Bjornson, K. P., Chaudhuri, B. P., Ciero, R. L., Flusberg, B. A., Gray, J. J.
et al. (2010). Real-time DNA sequencing from single polymeraselemdes. Methods
Enzymol72 431-455.

Korte, N. E. and Fernando, Q. (1991)A review of arsenic (lll) in groundwateCrit Rev
Environ Control21: 1-39.

Kulp, T. R., Hoeft, S. E., Asao, M., Madigan, M. T, Hollibaugh, J. T., Fisher, J. C.et al.
(2008).Arsenic(lll) fuels anoxygenic photosynthesis int Bpring biofilms from Mono Lake,
California.Science821 967-970.

215



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Kupferberg, E. D. (2003).A field of great promise: soil bacteriology in Anwa, 1900-1925.
Endeavour27: 16-21.

Kisel, K., Dorsch, T., Acker, G. and StackebrandtE. (1999). Microbial reduction of
Fe(lll) in acidic sediments: isolation @cidiphilium cryptumJF-5 capable of coupling the
reduction of Fe(lll) to the oxidation of glucoggopl Environ Microbiol65: 3633-3640.

Kisel, K., Roth, U. and Drake, H. L. (2002)Microbial reduction of Fe(lll) in the presence
of oxygen under low pH condition&nviron Microbiol4: 414-421.

L

Larsson, L., Olsson, G., Hoist, O. and Karlsson, HT. (1993). Oxidation of pyrite by
Acidianus brierleyi Importance of close contact between the pyrite tuie microorganisms.
Biotechnol Lettl5: 99-104.

Lear, G., Niyogi, D., Harding, J., Dong, Y. and Lews, G. (2009).Biofilm bacterial
community structure in streams affected by acidendrainageAppl Environ Microbiol75:
3455-3460.

Leblanc, M., Achard, B., Ben Othman, D., Luck, J. M, Bertrand-Sarfati, J. and
Personné, J. C. (1996)Accumulation of arsenic from acidic mine waters feyruginous
bacterial accretions (stromatolite8ppl Geochem1l: 541-554.

Lebrun, E., Brugna, M., Baymann, F., Muller, D., Liévremont, D., Lett, M.-C. and
Nitschke, W. (2003).Arsenite oxidase, an ancient bioenergetic enzyvta. Biol Evol 20:
686-693.

Ledin, M. and Pedersen, K. (1996)The environmental impact of mine wastes — Roles of
microorganisms and their significance in treatmeihtine wastesEarth-Science Reviews
41: 67-108.

Ledoux, E. (1996).Données et concepts utiles pour la gestion optirdaléenvironnement
hydrogéologique, aspect méthodologique. Lies Techniquesnuméro spécial "Mines et
Carrieres". pp. 11-13.

Lee, G., Bigham, J. M. and Faure, G. (2002Removal of trace metals by coprecipitation
with Fe, Al and Mn from natural waters contaminatedh acid mine drainage in the
Ducktown Mining District, Tennessefppl Geochem7: 569-581.

Lee, Y.-J., Romanek, C. S. and Wiegel, J. (200@lostridium aciditoleranssp. nov., an
acid-tolerant spore-forming anaerobic bacteriunmfroonstructed wetland sedimeihit J
Syst Evol Microbiob7: 311-315.

Lievremont, D., Bertin, P. N. and Lett, M. C. (2009. Arsenic in contaminated waters:
Biogeochemical cycle, microbial metabolism and fg@atment processe®iochimie 91
1229-1237.

216



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Lilley, K. S., Razzaq, A. and Dupree, P. (2002)Two-dimensional gel electrophoresis:
recent advances in sample preparation, detectidngaantitation.Curr Opin Chem Biok:
46-50.

Lépez-Archilla, A. 1., Marin, I. and Amils, R. (2001). Microbial community composition
and ecology of an acidic aquatic environment: Thngolriver, SpainMicrob Ecol41: 20-35.

Lépez-Garcia, P. and Moreira, D. (2008).Tracking microbial biodiversity through
molecular and genomic ecologyes Microbioll59 67-73.

M

Macur, R. E., Wheeler, J. T., McDermott, T. R. andinskeep, W. P. (2001)Microbial
populations associated with the reduction and erddhrmobilization of arsenic in mine
tailings.Environ Sci Techn@5: 3676-3682.

Macy, J. M., Santini, J. M., Pauling, B. V., O’'Neil, A. H. and Sly, L. I. (2000).Two new
arsenate/sulfate-reducing bacteria: mechanismgseinate reductionArch Microbiol 173
49-57.

Mardis, E. R. (2008). The impact of next-generation sequencing technolmy genetics.
Trends Gene24: 133-141.

Marioni, J. C., Mason, C. E., Mane, S. M., Stephend/. and Gilad, Y. (2008).RNA-seq:
an assessment of technical reproducibility and @ispn with gene expression arrays.
Genome Re$8 1509-1517.

Maron, P. A., Ranjard, L., Mougel, C. and LemanceauP. (2007) Metaproteomics: a new
approach for studying functional microbial ecololycrob Ecol53: 486-493.

Mayr, M., Chung, Y. L., Mayr, U., Yin, X., Ly, L., Troy, H. et al. (2005).Proteomic and
metabolomic analyses of atherosclerotic vessels fpolipoprotein E-deficient mice reveal
alterations in inflammation, oxidative stress, amtergy metabolismArterioscler Thromb
Vasc Biol25: 2135-2142.

Mayr, M. (2008). Metabolomics: ready for the prime tim€#c Cardiovasc Genel: 58-65.
Mc Ginness, S. and Johnson, D. B. (199Zprazing of acidophilic bacteria by a flagellated
protozoanMicrob Ecol23; 75-86.

Metzker, M. L. (2010). Sequencing technologies — the next generaiia.Rev Genet 1.
31-46.

Monchy, S., Sanciu, G., Jobard, M., Rasconi, S., @#agnon, M., Chabe, M. et al.
(2011).Exploring and quantifying fungal diversity in flegater lake ecosystems using rDNA
cloning/sequencing and SSU tag pyrosequenéingiron Microbiol13: 1433-1453.

Morin, G., Juillot, F., Casiot, C., Bruneel, O., Pesonné, J. C., Elbaz-Poulichet, Fet al.
(2003). Bacterial formation of tooeleite and mixed ars@ticor arsenic(V)-iron(lll) gels in

217



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

the Carnoules acid mine drainage, France. A XANEKBD, and SEM studyEnviron Sci
Technol37: 1705-1712.

Mortazavi, A., Williams, B. A., McCue, K., Schaeffe, L. and Wold, B. (2008).Mapping
and quantifying mammalian transcriptomes by RNA-3&g Method$: 621-628.

Moses, C. O., Kirk Nordstrom, D., Herman, J. S. andMills, A. L. (1987). Aqueous pyrite
oxidation by dissolved oxygen and by ferric ir@eochim Cosmochim Ackd: 1561-1571.

Muller, D., Médigue, C., Koechler, S., Barbe, V., Brakat, M., Talla, E. et al. (2007).A
tale of two oxidation states: bacterial colonizataf arsenic-rich environmentBLoS Genet
3: eb3.

Muyzer, G. and Stams, A. J. (2008)The ecology and biotechnology of sulphate-reducing
bacteriaNat Rev Microbiob: 441-454.

N

Natarajan, K. A. (2008). Microbial aspects of acid mine drainage and itrdrnediation.
Trans Nonferrous Met Soc Chid&: 1352-1360.

Neculita, C. M., Zagury, G. J. and Bussiere, B. (ZI¥). Passive treatment of acid mine
drainage in bioreactors using sulfate-reducing dyact critical review and research needls.
Environ Qual36: 1-16.

Nicholson, J. K., Connelly, J., Lindon, J. C. and ldlmes, E. (2002).Metabonomics: a
platform for studying drug toxicity and gene fumctiNat Rev Drug Discot: 153-161.

Nordstrom, D. K. and Southam, G. (1997)Geomicrobiology of sulfide mineral oxidation.
Rev Mineral Geoche®5: 361-390.

Nordstrom, D. K., Alpers, C. N., Ptacek, C. J. andBlowes, D. W. (1999)Negative pH and
extremely acidic mine waters from Iron Mountain Jifdania. Environ Sci Techno4: 254-
258.

Normand, P. and Lalonde, M. (1986)The genetics of actinorhizBlankia: A review.Plant
Soil90: 429-453.

Norris, P. R., Marsh, R. M. and Lindstrom, E. B. (086). Growth of mesophilic and
thermophilic acidophilic bacteria on sulfur andra¢tionate.Biotechnol Appl Biochend:
318-329.

Norris, P. R. (1990).Acidophilic bacteria and their activity in minersdilfide oxidation. In
Microbial Mineral RecoveryEhrlich & Brierley Eds). New York: pp. 3-27.

O

O'Brien, S. J. and Goedert, J. J. (1996HIV causes AIDS: Koch's postulates fulfilledurr
Opin ImmunoB: 613-618.

218



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

O'Farrell, P. H. (1975). High resolution two-dimensional electrophoresigpuadteins.J Biol
Chem250 4007-4021.

Ochman, H., Lawrence, J. G. and Groisman, E. A. (2ID). Lateral gene transfer and the
nature of bacterial innovatioMature405 299-304.

Ona-Nguema, G., Morin, G., Juillot, F., Calas, G. ad Brown, G. E. (2005).EXAFS
analysis of arsenite adsorption onto two-line Ffemrite, hematite, goethite, and
lepidocrocite Environ Sci Techn@9: 9147-9155.

Oremland, R. S. and Stolz, J. F. (2003).he ecology of arseni&cience800. 939-944.

Oremland, R. S. and Stolz, J. F. (2005)Arsenic, microbes and contaminated aquifers.
Trends Microbioll3: 45-49.

Ozsolak, F., Platt, A. R., Jones, D. R., Reifenbeeg, J. G., Sass, L. E., Mclnerney, Pet
al. (2009).Direct RNA sequencindNature461 814-818.

P

Parkes, R. J., Cragg, B. A,, Bale, S. J., Getlifff]. M., Goodman, K., Rochelle, P. Aet al.
(1994).Deep bacterial biosphere in Pacific Ocean sedisilature371 410-413.

Pedersen, S., Bloch, P. L., Reeh, S. and Neidhardt, C. (1978).Patterns of protein
synthesis in E. coli: a catalog of the amount od iddividual proteins at different growth
rates.Cell 14: 179-190.

Plumb, J. J., Haddad, C. M., Gibson, J. A. and Frammann, P. D. (2007)Acidianus
sulfidivorans sp. nov., an extremely acidophilic, thermophilicchaeon isolated from a
solfatara on Lihir Island, Papua New Guinea, aneérehation of the genus descriptiont J
Syst Evol Microbiob7: 1418-1423.

Poretsky, R. S., Hewson, I., Sun, S., Allen, A. EZehr, J. P. and Moran, M. A. (2009).
Comparative day/night metatranscriptomic analysgisna@robial communities in the North
Pacific subtropical gyréenviron Microbiol11: 1358-1375.

Porter, J. R. (1976).Antony van Leeuwenhoek: tercentenary of his discpwf bacteria.
Bacteriol RevA0: 260-269.

Pradet-Balade, B., Boulme, F., Beug, H., Mullner, EW. and Garcia-Sanz, J. A. (2001).
Translation control: bridging the gap between geiosrand proteomicsPrends Biochem Sci
26: 225-229.

Prescott, L. M., Harley, J. P. and Klein, D. A. (2@0). Microbiologie, 3éme édition
francaise. (DeBoeck Eds). Bruxelles: pp.643-660.

Pronk, J. T., de Bruyn, J. C., Bos, P. and Kuenen]. G. (1992).Anaerobic growth of
Thiobacillus ferrooxidansAppl Environ Microbiol58: 2227-2230.

219



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Q

Qin, J., Lehr, C. R, Yuan, C., Le, X. C., McDermat, T. R. and Rosen, B. P. (2009).
Biotransformation of arsenic by a Yellowstone theatidophilic eukaryotic alg&roc Natl
Acad Sci U S A06 5213-5217.

Qiu, R., Zhao, B., Liu, J., Huang, X., Li, Q., Brever, E. et al.(2009).Sulfate reduction and
copper precipitation by €itrobactersp. isolated from a mining areh.Hazard Materl64
1310-1315.

R

Raes, J. and Bork, P. (2008Molecular eco-systems biology: towards an undedstey of
community functionNat Rev Microbiob: 693-699.

Ram, R. J., VerBerkmoes, N. C., Thelen, M. P., Tysp G. W., Baker, B. J., Blake, R. C.
et al. (2005). Community Proteomics of a Natural Microbial Biafil Science308 1915-
1920.

Raymond, J., Siefert, J. L., Staples, C. R. and Bkenship, R. E. (2004).The natural
history of nitrogen fixationMol Biol Evol21: 541-554.

Ritchie, A. I. M. (1994). The waste-rock environment. I8hort Course Handbook on
Environmental Geochemistry of Sulfide Mine Wagdambor & Blowes Eds). Ottawa:
pp.133-161.

Rodriguez-Valera, F., Ruiz-Berraguero, F. and Ramo£ormenzana, A. (1981).
Characteristics of the heterotrophic bacterial pajpons in hypersaline environments of
different salt concentrationslicrob Ecol7: 235-243.

Rodriguez-Valera, F. (2004).Environmental genomics, the big pictureEMS Microbiol
Lett231 153-158.

Roling, W. F. M., Ferrer, M. and Golyshin, P. N. (®10). Systems approaches to microbial
communities and their functioninGurr Opin BiotechnoR1: 532-538.

Rowe, O. F., Sanchez-Espana, J., Hallberg, K. B. dnJohnson, D. B. (2007)Microbial
communities and geochemical dynamics in an extrgraeldic, metal-rich stream at an
abandoned sulfide mine (Huelva, Spain) underpinmediwo functional primary production
systemsEnviron Microbiol9: 1761-1771.

Rowe, O. F. and Johnson, D. B. (2008Lomparison of ferric iron generation by different

species of acidophilic bacteria immobilized in pedttoed reactorsSyst Appl Microbiol31:
68-77.

S

220



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Sanchez-Andrea, |., Rodriguez, N., Amils, R. and $a, J. L. (2011).Microbial diversity
in anaerobic sediments at Rio Tinto, a naturaligiaenvironment with a high heavy metal
content Appl Environ Microbiol77: 6085-6093.

Sanchez Espaifia, J., Pamo, E. L., Pastor, E. S., Agd, J. R. and Rubi, J. A. M. (2005).
The natural attenuation of two acidic effluents Tiharsis and La Zarza-Perrunal mines
(Iberian Pyrite Belt, Huelva, Spairgnviron Geol9: 253-266.

Sand, W., Gehrke, T., Jozsa, P. G. and Schippers, £2001).(Bio)chemistry of bacterial
leaching-direct vs. indirect bioleachirtdydrometallurgy59: 159-175.

Santini, J. M., Sly, L. I, Schnagl, R. D. and Macy J. M. (2000). A new
chemolithoautotrophic arsenite-oxidizing bacteriigmlated from a gold mine: phylogenetic,
physiological, and preliminary biochemical studig&ppl Environ Microbiol66: 92-97.

Sanz, J. L., Rodriguez, N., Diaz, E. E. and AmilsR. (2011). Methanogenesis in the
sediments of Rio Tinto, an extreme acidic ri&amviron Microbiol13; 2336-2341.

Schadt, E. E., Turner, S. and Kasarskis, A. (2010)A window into third-generation
sequencingHum Mol Genefl9: R227-R240.

Schippers, A. and Sand, W. (1999)Bacterial leaching of metal sulfides proceeds Wy t
indirect mechanisms via thiosulfate or via polysldé and sulfurAppl Environ Microbiol
65: 319-321.

Schippers, A., Breuker, A., Blazejak, A., BoseckerK., Kock, D. and Wright, T. L.
(2010).The biogeochemistry and microbiology of sulfidimewaste and bioleaching dumps
and heaps, and novel Fe(ll)-oxidizing bacterdgdrometallurgyl04 342-350.

Schneider, T. and Riedel, K. (2010)Environmental proteomics: analysis of structurd an
function of microbial communitie®roteomicsl0: 785-798.

Sehlin, H. M. and Lindstrom, E. B. (1992).Oxidation and reduction of arsenic by
Sulfolobus acidocaldariustrain BC.FEMS Microbiol Lett93: 87-92.

Shen, Y. and Smith, R. D. (2002Proteomics based on high-efficiency capillary safians.
Electrophoresi®3: 3106-3124.

Shendure, J. and Ji, H. (2008)Next-generation DNA sequencingat BiotechnoR6: 1135-
1145.

Siggins, A., Gunnigle, E. and Abram, F. (2012)Exploring mixed microbial community
functioning: recent advances in metaproteon#&MS Microbiol EcolB0: 265-280.

Silberbach, M., Huser, A., Kalinowski, J., Puhler, A., Walter, B., Kramer, R. and

Burkovski, A. (2005). DNA microarray analysis of the nitrogen starvatimsponse of
Corynebacterium glutamicurd.Biotechnoll19 357-367.

Silver, S. and Phung, L. T. (2005)Genes and enzymes involved in bacterial oxidadiod
reduction of inorganic arsenidppl Environ Microbiol71: 599-608.

221



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Silverman, M. P., Ehrlich, H. L. and Wayne, W. U. (964). Microbial formation and
degradation of mineral&dv Appl Microbiol6: 153-206.

Singer, P. C. and Stumm, W. (1970)Acidic mine drainage: the rate-determining step.
Sciencel67: 1121-1123.

Sogin, M. L., Morrison, H. G., Huber, J. A., Mark Welch, D., Huse, S. M., Neal, P. Ret
al. (2006).Microbial diversity in the deep sea and the undel@ed "rare biosphereProc
Natl Acad Sci U S A03 12115-12120.

Souza-Egipsy, V., Altamirano, M., Amils, R. and Agiera, A. (2011). Photosynthetic
performance of phototrophic biofilms in extremedacienvironmentsEnviron Microbiol 13
2351-2358.

Stoeck, T., Hayward, B., Taylor, G. T., Varela, Rand Epstein, S. S. (2006)A multiple
PCR-primer approach to access the microeukaryatierslty in environmental samples.
Protist157: 31-43.

Stolz, J. F. and Oremland, R. S. (1999)Bacterial respiration of arsenic and selenium.
FEMS Microbiol ReR3: 615-627.

Stolz, J. F. and Basu, P. (2002Evolution of nitrate reductase: molecular and dtrcal
variations on a common functio@hembiochern3: 198-206.

Stolz, J. F., Basu, P., Santini, J. M. and OremlandR. S. (2006)Arsenic and selenium in
microbial metabolismAnnu Rev Microbio60: 107-130.

Stumm, W. and Morgan, J. (1981).Aquatic chemistry: An introduction emphasizing
chemical equilibria in natural waters. New YorkhddViley & Sons. pp.1-780

Sultan, M., Schulz, M. H., Richard, H., Magen, A.Klingenhoff, A., Scherf, M. et al.
(2008). A global view of gene activity and alternative isplg by deep sequencing of the
human transcriptom&cience821 956-960.

T

Tamaki, S. and Frankenberger, W. T. J. (1992)Environmental biochemistry of arsenic.
Rev Environ Contam ToxictR4 79-110.

Thevenieau, F., Fardeau, M. L., Ollivier, B., Joulan, C. and Baena, S. (2007).
Desulfomicrobium thermophilusp. nov., a novel thermophilic sulphate-reduciagterium
isolated from a terrestrial hot spring in Colomigatremophiled 1: 295-303.

Treusch, A. H., Leininger, S., Kletzin, A., Schuste S. C., Klenk, H. P. and Schleper, C.
(2005). Novel genes for nitrite reductase and Amo-relapedteins indicate a role of
uncultivated mesophilic crenarchaeota in nitroggslieg. Environ Microbiol 7: 1985-1995.
Tributsch, H. (2001).Direct versus indirect bioleachingydrometallurgy59: 177-185.

222



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Tyson, G. W., Chapman, J., Hugenholtz, P., Allen, EE., Ram, R. J., Richardson, P. M.
et al. (2004). Community structure and metabolism through regaosbn of microbial
genomes from the environmenhlature428 37-43.

Tyson, G. W., Lo, I., Baker, B. J., Allen, E. E., ”Hgenholtz, P. and Banfield, J. F. (2005).
Genome-directed isolation of the key nitrogen fixeptospirillum ferrodiazotrophunsp.
nov. from an acidophilic microbial communi#ppl Environ Microbiol71: 6319-6324.

V

Velculescu, V. E., Vogelstein, B. and Kinzler, K. W (2000). Analysing uncharted
transcriptomes with SAGH:rends Genet6: 423-425.

Vincent, W. F. and James, M. R. (1996)Biodiversity in extreme aquatic environments:
Lakes, ponds and streams of the Ross Sea secttarchAca. Biodivers Consenb: 1451-
1471.

W

Wang, Z., Gerstein, M. and Snyder, M. (2009).RNA-Seq: a revolutionary tool for
transcriptomicsNat Rev Genet0O: 57-63.

Weckwerth, W. (2003).Metabolomics in systems biologgnnu Rev Plant Bidd4: 669-689.

White, C. and Gadd, G. M. (1996). Mixed sulphate-reducing bacterial cultures for
bioprecipitation of toxic metals: factorial and pesse-surface analysis of the effects of
dilution rate, sulphate and substrate concentraliicrobiology 142 2197-2205.

Whitman, W. B., Coleman, D. C. and Wiebe, W. J. (13B). Prokaryotes: the unseen
majority. Proc Natl Acad Sci U S 85: 6578-6583.

Widdel, F. (1988).Microbiology and ecology of sulfate- and sulfudueing bacteria. 1The
Biology of Anaerobic Microorganism&Zehnder Eds). New York: pp. 469-586.

Wilmes, P. and Bond, P. L. (2006)Metaproteomics: studying functional gene expressio
microbial ecosystem3rends Microbioll4: 92-97.

Wolff, S., Otto, A., Albrecht, D., Zeng, J. S., Buher, K., Gluckmann, M. et al. (2006).
Gel-free and gel-based proteomics in Bacillus $gbta comparative studyMol Cell

Proteomicsh: 1183-1192.

Wu, S., Lourette, N. M., Tolic, N., Zhao, R., Robison, E. W., Tolmachev, A. Vet al.
(2009). An integrated top-down and bottom-up strategy bovadly characterizing protein
isoforms and modifications. Proteome Re& 1347-1357.

X

Xie, J., Fu, Y., Jiang, D., Li, G., Huang, J., Li,B. et al. (2008). Intergeneric transfer of
ribosomal genes between two furigMC Evol Biol8: 87.

223



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Xu, Y., Axe, L., Boonfueng, T., Tyson, T. A., Trivdi, P. and Pandya, K. (2007)Ni(ll)
complexation to amorphous hydrous ferric oxideXaray absorption spectroscopy study.
Colloid Interface Sc814 10-17.

Y

Yamanaka, K. and Okada, S. (1994).Induction of lung-specific DNA damage by
metabolically methylated arsenics via the produrctimf free radicals.Environ Health
Perspectl02 Suppl 3 37-40.

Z

Zhang, G. and Fang, Z. (2005)The contribution of direct and indirect actionginleaching
of pentlanditeHydrometallurgy80: 59-66.

Zhang, W., Li, F. and Nie, L. (2010).Integrating multiple ‘omics' analysis for micrabia
biology: application and methodologiégicrobiology 156 287-301.

Zirnstein, 1., Arnold, T., Krawczyk-Barsch, E., Jenk, U., Bernhard, G. and Roske, I.
(2012).Eukaryotic life in biofilms formed in a uranium n&. Microbiologyopenl: 83-94.

224



Liste des figures

Figure 1 : Arbre phylogénétique du vivant simplifié (LOpez+Gia & Moreira, 2008) .......... 6
Figure 2: Cycle du carbone dans I'environnement (Preseiodf, 2010)...........cccoevvvvvviininnne 8

Figure 3: Cycle de l'azote. Les flux se produisant princgmaént en conditions aérobies
correspondent aux fleches vides. Les processusames correspondent aux fleches pleines.
Les processus se déroulant dans les deux conddienbies et anaérobies sont représentés
par des fleches hachurées (Preseb#tl, 2010).......ccooviiiiiiiiiiiiiiiii e e 10

Figure 4: Cycle du soufre. Les fleches bleues représentemtpdocessus cataboliques, les

fleches hachurées représentent des processus ignasdPrescott al, 2010) .................. 11
Figure 5: Modele de 'oxydation de la pyrite (adaptation(8&umm & Morgan, 1981)...... 16

Figure 6 : Diversité phylogénétique basée sur les séquereegehes codant pour I’ARNr
16S des bactéries des drainages miniers acidex{esr normal) et des sites de biolixiviation
(caractere gras). Les lignées anaérobies facudgatsont indiquées par * et les aérobies

obligatoires patp. IM = Iron Mountain (Baker & Banfield, 2003) ..........ccccoviiiiiiiiiiiiinnenn. 26

Figure 7: Exemple d’eucaryotes isolés de DMA. (A) FlagellégenreEuglena; (B) amibes
du genrevahlkampfia; (C) héliozoaire du gen®ctinophryS.......cooeoeeeiiiiiiiiiiiiiinn 0.3

Figure 8: Arbre phylogénétique basé sur les ADNr 18S desnisg#es eucaryotes du DMA
du Rio Tinto. Les especes en gras représenterdl@ess environnementaux. RT : séquences
des espéces identifiées sur le site du Rio Tintés.texons soulignés représentent les espéces

identifiés par observations microscopiques (Amaethieret al, 2002). ..........cccccvvvvvrvrnnne. 31

Figure 9 : Approches systémiques pour la caractérisationodstémes microbiens (Siggins
BT AL, 2002) ..ottt ettt ettt ettt ettt 41

Figure 10 : Résumé des principales étapes de séquencagetpahimlogie 454 (adaptée de
A= T o T2 010 1 ) PR RURPPPPP 43

Figure 11 : Principales étapes de séquencage par la techndlogina (adaptée de Mardis,

Figure 12 : Etapes relatives au séquencage par la technoldieDS (a) Séquencage par

ligation. (b) Principe des deux bases codantegp{adale Metzker, 2010)...................... 48..

225



LISTE DES FIGURES

Figure 13 : Localisation géographique de la mine de Carnoules..............cccceeeeviiiiinnnnns 63

Figure 14: Topologie du DMA de Carnoulés. En rouge sont indg) les sites
d’échantillonnages. S5 : au centre du stérile mioie a été placé un piézométre. S1: a la
source du Reigous. COWG : a 30 m de la source. GALL50 m de la source. CONF: a

1,5 km de la source, juste avant la confluencesdatReigous et FAMOUS ...................... 64.

226



Liste des tableaux

Tableau 1 :Principaux minéraux SUIfUrés ..., 13

Tableau 2 : Caractéristigues physicochimiques de quelques sitmiers répartis dans le
monde (adapté de Johnson & Hallberg, 2003; HallB0§0) ..........covvvvvviviiiiieeeieee e 24

Tableau 3 :Bactéries détectées au sein de drainages mini€ESsac...............cceevevvvveeennnnnns 27

227



Liste des abréviations

ADN
AOA
AOB
ARMs
ARN
BET
BLAST
BSR
CAOs
CCA
DAR
DARPs
DMA
dNTP
EDTA
ETM
HOAs
Kb
kDa
Mb
NCBI
NGS
OMS
OTU

PCR
ppm
RDP
RFLP
SRB
T-RF
T-RFLP

Acide désoxyribonucléique
Ammonia-Oxidizing Archaea
Ammonia-Oxidizing Bacteria
Arsenate-Resistant Microbes

Acide ribonucléique

Bromure d’éthidium

Basic Local Alignment Search Tool
Bactérie Sulfato-Réductrice
Chemoautotrophic Arsenite-Oxidizers
Canonical Correspondance Analysis
Drainage Acide de Roche

Dissimilatory Arsenate-Respiring Prokaryotes
Drainage Minier Acide
Désoxyribonucléotide triphosphate
Ethyléne diamine tétraacétate

Eléments Traces Métalliques

Heterotrophic Arsenite Oxidizers

Kilobases

Kilodalton

Megabases

National Center for Biotechnology Information
Next-Generation Sequencing

Organisation Mondiale de la Santé
Operational Taxonomic Unit

Paire de bases

Polymerase Chain Reaction

Partie par million

Ribosomal Database Project

Restriction Fragment Length Polymorphism
Sulfate-Reducing Bacteria
Terminal-Restriction Fragment
Terminal-Restriction Fragment Length Polypiosm

228



Liste des symboles

Al

Ag
As
As(I11)
As(V)
Bi

C

Ca
Cd
Co

Ni

Cr

Cu

Fe
Fe(ll)
Fe(lll)
Hg
Mg
Mo

N

Na
Pb

S

Sb
Sb(lll)
Sb(V)
Se
Se(lV)
Se(VI)
Sn

Te

TI

\Y

Zn

Aluminium
Argent
Arsenic
Arsénite
Arséniate
Bismuth
Carbone
Calcium
Cadmium
Cobalt
Nickel
Chrome
Cuivre
Fer
Fer ferreux
Fer ferrique
Mercure
Magnésium
Molybdene
Azote
Sodium
Plomb
Soufre
Antimoine
Antimonite
Antimoniate
Sélénium
Sélénite
Séléniate
Etain
Tellure
Thallium
Vanadium
Zinc

229




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 600
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e5c4f5e55663e793a3001901a8fc775355b5090ae4ef653d190014ee553ca901a8fc756e072797f5153d15e03300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc87a25e55986f793a3001901a904e96fb5b5090f54ef650b390014ee553ca57287db2969b7db28def4e0a767c5e03300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020d654ba740020d45cc2dc002c0020c804c7900020ba54c77c002c0020c778d130b137c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor weergave op een beeldscherm, e-mail en internet. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for on-screen display, e-mail, and the Internet.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <FEFF004a006f0062006f007000740069006f006e007300200066006f00720020004100630072006f006200610074002000440069007300740069006c006c0065007200200037000d00500072006f006400750063006500730020005000440046002000660069006c0065007300200077006800690063006800200061007200650020007500730065006400200066006f00720020006f006e006c0069006e0065002e000d0028006300290020003200300031003000200053007000720069006e006700650072002d005600650072006c0061006700200047006d006200480020>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToRGB
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing false
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


