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Titre : Exploration des génomes microbiens et des interactions symbiotiques dans les cheminées hydrothermales en contexte de serpentinisation 


La Baie de Prony en Nouvelle-Calédonie abrite un site hydrothermal alcalin serpentinisé de faible profondeur, unique en son genre. La circulation hydrothermale à Prony est créée par des réactions de serpentinisation en profondeur alors que l'eau météorique et l’eau de mer s'infiltrent à travers les péridotites, générant des fluides très alcalins, riches en H2, CH4 et autres composés organiques formés de manière abiotique amenant au développement de communautés microbiennes uniques et potentiellement d’intérêt ancestral. Ce système a des caractéristiques similaires à celles de sources serpentinisées terrestres (ex. Californie, Oman) mais aussi sous-marines (Lost City, dorsale médio-atlantique et Old City, médiane Sud-Ouest Indienne). L'étude de ces systèmes, fonctionnels depuis le début de la tectonique des plaques, apporte des éléments importants pour la compréhension des processus à l'origine de la vie sur Terre.


Une campagne de collecte des cheminées hydrothermales a été effectuée en novembre 2022 dans le cadre de l’ANR MICROPRONY (PI Gaël Erauso, université Aix-Marseille). Les échantillons ont été fixés chimiquement et préservés pour l’extraction d’ADN, l’imagerie par fluorescence (épifluorescence et microscopie confocale à balayage laser) et la microdissection laser. Des biofilms composés de microorganismes de morphologies variables (coques, bacilles, filaments) ont été détectés par coloration de leurs acides nucléiques au Syto 9, confirmant l’important développement de la vie microbienne au contact entre eau de mer et fluides hydrothermaux. L’ADN extrait des cheminées hydrothermales a permis de déterminer l’identité des microorganismes par séquençage des gènes codant pour l’ARN 16S des bactéries et des archées (métabarcoding). Les microorganismes détectés dans les cheminées les plus anciennes, appartiennent à des groupes connus pour utiliser l’H2 et le CH4 pour leur croissance (Hydrogenophaga, Methylococcales, Methanosarciniales). Tandis que dans les cheminées juvéniles, d’où s’échappent les plus importants flux de fluides hydrothermaux, les microorganismes les plus abondants appartiennent aux ordres des Woesarchaeales et des Thermoanaerobacterales et sont taxonomiquement éloignés de tout représentant cultivé. Leurs métabolismes restent donc à ce jour inconnus. 


L’objectif de ce projet de thèse vise à élucider le fonctionnement de cet écosystème en ciblant les métabolismes exploitant H₂, CH₄ et autres composés organiques d’origine abiotique, en identifiant les associations potentiellement symbiotiques d’éventuelles associations symbiotiques entre microorganismes et en analysant la distribution des consortia dans la matrice minérale. 


Pour cela, une analyse bioinformatique de données métagénomiques issues de huit échantillons de cheminées hydrothermales, précédemment étudiés par métabarcoding, sera menée afin de reconstruire les génomes des microorganismes dominants et d’inférer leurs capacités métaboliques. Ces analyses seront réalisées à l’IPGP, au sein du Service de Calcul Parallèle et de Traitement de Données S-SCAPAD, qui dispose de pipelines adaptés, installés par notre groupe. Un objectif central sera d’identifier les sources de carbone utilisées par les bactéries de l’ordre des Thermoanaerobacterales. Nous testerons l’hypothèse que nous avons précédemment émise (Pisapia et al., 2017), selon laquelle ces microorganismes, potentiellement hétérotrophes ou mixotrophes, pouraient utiliser des composés organiques d’origine abiotique, tels que l’acétate et le formate, voire des composés polycycliques aromatiques présents dans les fluides hydrothermaux.

 
 En parallèle, nous utiliserons la technique de microdissection laser des microorganismes marqués au Syto 9, suivie de l’amplification totale de leurs génomes en vue de leur séquençage. Nous disposons, au sein de l’équipe LOMS, d’un microdissecteur laser, constitué d’un microscope à épifluorescence ZEISS équipé d’un laser UV permettant de découper les microorganismes et de les collecter dans des microtubes. Les cellules ainsi isolées sont ensuite lysées par lyse alcaline, et leurs génomes sont amplifiés dans leur intégralité à l’aide d’une ADN polymérase de type Phi29, capable d’amplifier de très longs fragments d’ADN génomique (jusqu’à 70 kb). Après séquençage de l’ADN amplifié, cette approche nous permettra de déterminer la composition des consortia microbiens et d’identifier les associations symbiotiques favorisant le développement microbien dans ces milieux hyperalcalins. 

En complément, des approches d’hybridation fluorescente in situ (FISH), destinées à caractériser l’organisation spatiale des microorganismes, seront développées afin d’identifier de possibles symbioses et des associations les différentes phases minérales permettant de poser des hypothèses sur l’origine de ces microorganismes (fluide hydrothermaux eau de mer). Ces analyses seront réalisées sur des coupes transversales de fragments de cheminées inclus en résine. Elles reposeront sur le couplage de la microscopie confocale à balayage laser et de la spectroscopie Raman, grâce à un équipement spécifiquement dédié au sein de l’équipe LOMs. 

Enfin, des observations en microscopie électronique à balayage seront effectuées sur ces coupes. Des lames FIB, préparées à l’interface entre les biofilms et la matrice minérale, seront examinées en microscopie électronique à transmission afin d’analyser les processus d’organominéralisation et les niches préférentielles de développement des consortia microbiens au sein de la matrice minérale.
Compétences acquises par le doctorant

Au cours de cette thèse, le ou la doctorant(e) développera des compétences pluridisciplinaires en microbiologie environnementale, biologie moléculaire, géomicrobiologie, minéralogie et bioinformatique appliquées aux systèmes hydrothermaux serpentinisés.


Il/Elle développera également des compétences avancées en microscopie et imagerie multi-échelle, incluant la microscopie en épifluorescence, les approches d’hybridation fluorescente in situ (FISH) et la microscopie confocale à balayage laser couplée à la spectroscopie Raman pour l’étude de l’organisation spatiale des microorganismes et de leurs interactions avec les phases minérales. Il/Elle sera également formé(e) à la microscopie électronique à balayage (MEB) et à transmission (MET), ainsi qu’à la préparation d’échantillons par faisceau d’ions focalisés (FIB) pour l’analyse fine des interfaces biofilm–minéral.


Il/Elle sera formé(e) à la microdissection laser de cellules et consortia microbiens, suivie de l’amplification génomique complète (WGA) et du séquençage.


Enfin, il acquerra une expertise en bioinformatique de données de métagénomique, incluant l’utilisation de pipelines de calcul haute performance, l’assemblage de génomes environnementaux (MAGs) et leur annotation fonctionnelle, lui permettant d’inférer les capacités métaboliques des microorganismes et de les relier aux cycles biogéochimiques.
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