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Résumé : Au cours de la campagne "Hydronaut" sur le site du 13°N, (dorsale du Pacifique oriental), des échan-
tillons prélevés par le submersible "Nautile" (tissus d'invertébrés, eaux hydrothermales, échantillons solides) ont
été analysés sur le plan bactériologique a bord du navire support "Nadir". Divers métabolismes bactériens du
soufre et de l'azote, des métabolismes hétérotrophes non spécifiques, ainsi que des bactéries résistant aux métaux
lourds ont été recherchés sur ces échantillons. Les résultats obtenus sur les différents milieux de culture, aprés
incubation dans diverses conditions de température et de pression, ont permis de mettre en évidence tous les méta-
bolismes recherchés. Les résultats different cependant en fonction de la nature de I'échantillon. Le micro-écosysté-
me constitué par I'Annélide Polychéte Alvinella et son tube, s'est révélé le plus diversifié, en ce qui concerne les
types métaboliques présents, ce qui confirme les observations antérieures en microscopie électronique.

Abstract : During the "Hydronaut" cruise, at 13°N on the East Pacific Rise, invertebrates, hydrothermal waters,
rocks and immersed surfaces were sampled by the submersible "Nautile" and processed aboard the mother-ship
"Nadir" for bacteriological analysis. Bacteria involved in nitrogen and sulfur cycles, non specific heterotrophs, and
heavy metal resistant bacteria were enriched from the various samples. All the searched metabolisms were detec-
ted after incubation under different conditions of temperature and pressure. However, results are different, accor-
ding to the origin of the samples. The Polychaete Alvinella and its tube appeared to be the most diversified micro-
environment, and this is in agreement with previous electron microscope observations.

INTRODUCTION

Tous les travaux consacrés a la biologie des sites hydrothermaux actifs de la ride du
Pacifique oriental soulignent le r6le primordial des communautés bactériennes dans le fonc-
tionnement de ces écosystemes (voir Prieur ez al., 1987, pour revue).

Le fait le plus marquant est I'existence d'une production "primaire” locale, qui est le fait
de bactéries chimioautotrophes que I'on rencontre libres, fixées sur des surfaces et surtout
associées aux invertébrés consommateurs primaires (Jannasch et Wirsen, 1979, 1981 ;
Cavanaugh, 1981 ; Tuttle ef al., 1983 ; Fiala-Médioni, 1984 ; Gaill et al., 1984). Ces bacté-
ries tirent I'énergie nécessaire a la fixation du CO, de 1'oxydation de composés soufrés
réduits présents dans les fluides hydrothermaux, et sont donc le premier maillon de la chai-
ne trophique de ces écosystemes. L'essentiel des premieres études microbiologiques consa-
crées aux sources hydrothermales profondes concerne d'ailleurs ce type métabolique (Ruby
etal., 1981 ; Jannasch et al., 1985).

Pourtant, les composés suceptibles de jouer le réle de donneurs ou d'accepteurs d'élec-
trons pour les bactéries de ces milieux sont nombreux. Mais si 'éventail des métabolismes
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bactériens possibles dans ce type d'environnement est trés vaste (Lilley er al., 1983 ;
Jannasch & Mottl, 1985 ; Karl, 1987), assez peu de souches bactériennes ont été isolées et
décrites.

C'est en particulier le cas pour le site du 13°N de la dorsale du Pacifique oriental, étudié

depuis 1982 par les équipes francaises (Desbruyeres et al., 1982 ; Bianchi, 1986 ; Deming,
1986 ; Prieur & Jeanthon, 1987). Ce site a l'avantage de présenter & la fois des émissions
hydrothermales de type "froid" auxquelles sont associées des Vestimentifeéres (Riftia
pachyptila) et des bivalves (Bathymodiolus thermophilus), et des émissions de type
"chaud", fumeurs blancs et noirs auxquels sont associés des peuplements des Polycheétes
Alvinella pompejana et Alvinella caudata.
" Lors de la campagne "Hydronaut", organisée sur ce site par I'lfremer en 1987, une
recherche de bactéries appartenant a des types métaboliques variés a donc été entreprise sur
des échantillons de natures diverses : eaux hydrothermales, fragments de cheminées, sur-
faces artificielles immergées, tissus d'invertébrés (Annélides Polychétes, Bivalves,
Vestimentiferes).

MATERIEL ET METHODES

Les échantillons étudiés ont été prélevés sur le site de 13°N (Desbruyeres et al., 1982)
pendant la campagne "Hydronaut" a l'aide du submersible "Nautile". Les cultures d'enri-
chissement on été effectuées des la remontée des échantillons a bord du navire support
"Nadir".

Les échantillons d'eaux hydrothermales ont ét€ prélevés a l'aide de bouteilles de titane
(pour les fluides chauds) ou d'un aspirateur a barillet pour les fluides froids. Ces échan-
tillons ont été inoculés sans traitement préalable dans les milieux de culture. Les autres
échantillons ont été prélevés directement par le bras télémanipulateur du submersible, et
remontés a la surface soit dans le panier isotherme du submersible, soit dans une navette
autonome.

Les fragments de cheminée ont été rincés a plusieurs reprises dans de 1'eau de mer stérile
filtrée a 0,2 pwm, puis agités sur vortex pendant une minute dans de 1'eau de mer stérile. Les
surfaces artificielles immergées ont été frottées avec de la gaze stérile. Celle-ci est ensuite
placée dans de I'eau de mer stérile et les bactéries sont décrochées au vortex. Les suspen-
sions ainsi obtenues ont été inoculées dans les milieux de culture choisis.

Les échantillons d'invertébrés (Alvinella pompejana, Alvinella caudata et leurs tubes,
Bathymodiolus thermophilus, Riftia pachyptila, Tevnia jerichonana) ont été d'abord rincés a
I'eau de mer stérile filtrée, puis disséqués finement avec des instruments stériles, en fonc-
tion des organes a analyser. Les fragments ainsi obtenus sont a nouveau ringés a l'eau de
mer stérile, puis broyés dans une eau de méme qualité a 1'aide d'un broyeur de tissus en
verre ou d'un broyeur ultra-turax.

En fonction de leur origine, les enrichissements ont été incubés aux températures de 5,
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20, 40 et 80°C. Certains échantillons ont été incubés parallelement a la pression atmosphé-
rique et en pression "in situ”" reconstituée (260 atmospheres). Ces différentes conditions
d'incubation seront précisées ultérieurement dans les tableaux de résultats.

Les bactéries sulfo-oxydantes ont été cultivées en milieu liquide contenant du thiosulfate
ou du thiocyanate comme donneurs d'électrons (Adair & Gundersen, 1969 ; Tuttle &
Jannasch, 1972) et dans des gradients de sulfure contenant Na,S (Nelson & Jannasch,
1983). Les bactéries sulfato-réductrices ont été cultivées dans un milieu contenant du lacta-
te et de l'acétate, selon Abd el Malek & Risk (1958) et Postgate (1966). Les bactéries inter-
venant dans le cycle de l'azote ont été enrichies dans les milieux spécifiques aux bactéries
nitrifiantes, respirant les nitrates, dénitrifiantes et fixatrices d'azote, selon Lewis & Pramer
(1958), Chamroux (1972), Postgate (1972), Mével (1986).

Les bactéries hétérotrophes non spécifiques ont été cultivées en boites de Petri contenant
le milieu 2216E de Oppenheimer & Zobell (1952), et incubées en conditions aérobies et
anaérobies. Le milieu TCBS (Kobayashi et al., 1963) a également été employé pour la
sélection des hétérotrophes de la famille des Vibrionacées. Deux autres milieux convenant a
ce type de bactéries, mais contenant des acides aminés (casaminoacids Difco, 0,5 g/l,
Chamroux, comm. pers.) ou des sucres comme seules sources de carbone ont été aussi utili-
sés.

Les bactéries hétérotrophes mangano-oxydantes ont été recherchées en boites de Petri
contenant le milieu de Nealson (1978). Les bactéries hétérotrophes résistantes aux métaux
lourds ont été cultivées sur le milieu 2216E, enrichi en cadmium (80 mg/1), zinc (100 mg/1),
cuivre (90 mg/l), argent (10 mg/l) et arsenate (1770 mg/l) selon les résultats préliminaires
de Jeanthon & Prieur (sous presse).

RESULTATS

Les échantillons d'Alvinellidés :

Les résultats concernant ce type d'échantillons sont donnés dans le tableau I.

Métabolismes du soufre : les bactéries sulfooxydantes utilisant le thiosulfate ont été cul-
tivées a partir d'échantillons d'A. pompejana, A. caudata et de leurs tubes, apres incubation
a 20°C, a pression atmosphérique, et en pression "in situ" (260 atmospheres). A 40°C et en
pression atmosphérique, une seule culture effectuée a partir d'un tube s'est révél€e positive.
Les autres sources d'énergie, thiocyanate et sulfures, ont donné trés peu de résultats positifs
ou présomptifs. Aucune souche n'a pu étre isolée de ces échantillons. Les bactéries sulfato-
réductrices ont été mises en évidence apres culture a la pression atmosphérique d'échan-
tillons de tubes d'Alvinellidés et de P. grasslei. Dans ces conditions de culture, elles n'ont
pas pu étre décelées chez A. pompejana et A. caudata. Par contre, ce type métabolique est
présent dans ces mémes échantillons, apres incubation a 80°C sous pression "in situ".

Métabolismes de l'azote : la premiere étape de la nitrification (oxydation de NH, en



Résultats des cultures d'enrichissement effectuées sur des échantillons d'Alvinellidés. (- : culture négative ; + : culture positive, pas de souche isolées ; les chiffres indiquent le

nombre de souches isolées d'une culture positive).

TABLEAU I

Origine Alvinella pompejana Abvinella caudata Tubes d'Alvinella P. grasslei
Pression P. atm P. in situ P. atm in situ P. atm in situ P. atm
Temperature 20 40 80 20 40 80 20 40 80 20 40 80 20 40 80 20 40 80 40
SOUFRE

Thiosulfate 3 - 3 - 8 - 4+ - 2 7 2 - =
Thiocyanate - - - - - - - - - - -
Na2S + - -
BSR - - - + - - - + + + - + +
AZQOTE

NH4-NO2 8 + 7 3 - 15 - 9 8 - 25 - 4 13 - -
NO2-NO3 2 - 1 - - - - 1 - 3 + 2 - -
Respiration NO3 + 7 4 - + 10 1 - 3 8 4 + 8
Dénitrification 5 4 - - 6 1 6 - 3 1 3 - 5
Fixation N2 aéro - - - - - - - - - - - - =
Fixation anaé 1 - 1 - - - 1 - - - - -
METAUX

Argent 39 - 21 + 37 + -
Cuivre 30 - 22 - 25 + =
Cadmium 7 - 14 - 15 + -
Zinc 28 - 21 - 14 - -
Selenium - - +

Arsenic 36 - 25 + 22 + 1
Oxydation Mn 12 - 16 2 8 # -
HETEROTROPHES

2216E aérobie 37 - - 35 + 40 + - -
2216E anaérobie + - + + + + -
Vibrionaceae - - - - + -
Acides aminés 12 - 1 + 20 + 1
Carbohydrates + + + i +
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NO,) a été mise en évidence dans les échantillons d'Alvinella et de leurs tubes incubés a la
pression atmosphérique, et sous pression hydrostatique. De plus quelques souches ont pu
étre isolées a 20°C, a partir d'échantillons préalablement incubés a 80°C. La deuxiéme
étape de la nitrification (oxydation de NO, en NO,) a été décelée a 20°C chez A. pompeja-
na, a 20 et 40°C dans les tubes d'Alvinellidés. Quelques souches ont également ét€ isolées a
20°C d'échantillons préalablement incubés a 80°C. La respiration des nitrates a été mise en
évidence chez pratiquement tous les échantillons d'Alvinellidés, incubés a 20 et 40°C, a la
pression atmosphérique et a la pression "in situ". La dénitrification compleéte (production de
N,O ou N,) a été notée chez ces mémes échantillons incubés a 40°C, a la pression atmo-
sphérique et a 20°C a la pression “in situ”. La respiration des nitrates a été également obser-
vée pour un échantillon de tube d'A. pompejana incubé a 80°C en pression “in situ”. La
fixation d'azote en anaérobiose a été mise en évidence chez A. pompejana, aprés incubation
a 20°C, en pression atmosphérique et en pression "in situ", ainsi que chez A. caudata, apres
incubation en pression "in situ", a 20°C.

Métabolismes hétérotrophes non spécifiques : Des souches capables d'utiliser des
sources variées de carbone organique en anaérobiose et en aérobiose ont été isolées de pra-
tiquement tous les échantillons testés, aprés incubation a 20 ou 40°C selon le cas. Il en est
de méme lorsque la source de carbone est composée uniquement d'acides aminés ou de car-
bohydrates. Dans ce dernier cas, une culture positive a également été obtenue apres incuba-
tion a 80°C sous pression "in situ". Les Vibrionacées recherchées sur le milieu TCBS n'ont
été cultivées que d'un échantillon de tube d'A. pompejana, incubé a 40°C.

Bactéries résistantes aux métaux : Des bactéries hétérotrophes résistantes a 1'argent, au
cuivre, au cadmium, au zinc et a l'arsenic ont été isolées de tous les échantillons étudiés
d'Alvinella, et de tubes d'Alvinellidés. Dans le cas de P. grasslei, seules des souches résis-
tantes a l'arsenic ont pu étre isolées. La résistance au selenium n'a été testée que sur un
nombre réduit d'échantillons, et seul un tube d'Alvinellidé a permis d'isoler des souches.
Enfin des souches oxydant le manganese ont pu étre isolées d'A. pompejana, d'A. caudata et
des tubes d'Alvinellidés.

Les échantillons de Bathymodiolus thermophilus :

Les résultats concernant ce type d'échantillons sont donnés dans le tableau II.

Meétabolismes du soufre : Toutes les cultures ont été incubées a la pression atmosphé-
rique. Une seule culture positive a été obtenue apres incubation a 5°C d'un fragment de
branchie. Apreés incubation a 20°C, des bactéries oxydant le thiosulfate ont été cultivées
d'échantillons de coquilles, de branchies et d'intestin postérieur. Les échantillons de bran-
chies ont donné également des cultures positives dans les gradients de sulfure, mais aucune
souche n'a pu étre isolée. Quant aux bactéries sulfato-réductrices, elles n'ont été cultivées
qu'a partir d'un échantillon de glande digestive.

Métabolismes de 1'azote : Apres incubation a 5 et 20°C, des bactéries nitrifiantes, princi-
palement nitrosantes ont été trouvées dans tous les échantillons étudiés. La respiration des
nitrates a été observée a 20°C, mais pas la dénitrification, ni la fixation d'azote.



Résultats des cultures d'enrichissement effectuées sur des échantillons de Bathymodiolus thermophilus. (- : culture négative ; + : culture positive, pas de souche isolée ; les

chiffres indiquent le nombre de souches isolées d'une culture positive).

TABLEAU II

Origine

Coquille

Branchies

Glande digestive

Intestin

Manteau

Pression

P.atm

P.atm

P.atm

P.atm

P.atm

Temperature

5 20

20

SOUFRE

Thiosulfate

3%}

Thiocyanate

Na2S§

BSR

AZOTE

NH4-NO3

—
—

NO2-NO3

Respiration

+ |

Dénitrification

Fixation N2 aéro

Fixation N2 anaé

METAUX

Argent

Cuivre

Cadmium

Zinc

LNHONIA ‘d “TIATIIA "D ‘NOHLNVA[ 'lb Vovr g

Selenium

Arsenic

Oxydation Mn

HETEROTROPHES

P.atm Pat Ph

P.atm Pat Ph

2261E aérobie

26

5 11+

2216E anaérobie

Vibrionaceae

Acides aminés

Carbohydrates
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Métabolismes hétérotrophes non spécifiques : Aucune culture n'a été obtenue a 5°C. A la
pression atmosphérique, et a 20°C, des bactéries cultivant sur le milieu 2216E en aérobiose
ont été obtenues des 4 types d'échantillons étudiés. En anaérobiose, seules les cultures
issues des coquilles et de branchies ont été positives. En présence d'acides aminés comme
source de carbone, des cultures ont été obtenues d'échantillons de branchies et de glandes
digestives. Les carbohydrates n'ont permis la culture que de souches provenant des bran-
chies. Aucune culture de Vibrionacées n'a été obtenue. Enfin, I'incubation d'échantillons de
branchie et de glande digestive sur le milieu 2216E, en pression "in situ", a donné des résul-
tats positifs.

Bactéries résistantes aux métaux : Les échantillons de coquille ont donné des cultures
positives pour tous les métaux €tudi€s, a I'exception du zinc. Dans le cas des branchies,
seules des souches résistantes a 'argent, au zinc, a I'arsenic et oxydant le manganese ont été
obtenues. Les échantillons de glande digestive ont donné des souches résistantes a 1'arsenic
et au cadmium. Enfin, aucune souche n'a été obtenue des échantillons d'intestin postérieur.

Les échantillons de Vestimentiferes :

Les résultats concernant ces échantillons sont donnés dans le tableau III :

Métabolismes du soufre : Des bactéries oxydant le thiosulfate ont été cultivées d'échan-
tillons de R. pachyptila, d'un tube de cette espece, ainsi que de T. Jerichonana. Un échan-
tillon de tube de R. pachyptila a permis également de cultiver des bactéries sulfatoréduc-
trices. Un résultat positif a ét€ également obtenu aprés incubation sous pression "in situ"
d'un échantillon de R. pachyptila.

Métabolismes de ['azote : Des bactéries nitrosantes ont été cultivées des échantillons de
Riftia, Tevnia et de tubes de Riftia. Par contre, une seule souche de bactérie nitratante a été
isolée d'un échantillon de Riftia. Des bactéries respirant le nitrate, et dénitrifiantes ont été
isolées d'un échantillon de Riftia, incubé en pression hydrostatique.

Métabolismes hétérotrophes non spécifiques : Des bactéries utilisant des acides aminés
comme source de carbone ont été cultivées a partir des échantillons de Riftia et de Tevnia,
en aérobiose, tandis que seul les échantillons de Tevnia ont permis des cultures en anaéro-
biose. Des cultures positives ont également été obtenues sur les milieux contenant des
acides aminés ou des carbohydrates comme seule source de carbone.

Bactéries résistantes aux métaux : Des souches résistantes a I'argent, au cadmium, a I'ar-
senic, et oxydant le manganese ont pu étre isolées d'échantillons de Riftia et de Tevnia incu-
bés a 20°C.

Les échantillons d'eaux hydrothermales :

Les résultats concernant ces échantillons sont donnés dans le tableau IV.
Métabolismes du soufre : Des bactéries sulfo-oxydantes utilisant le thiosulfate ont été
cultivées a la pression atmosphérique et & 40°C a partir d'un seul échantillon. Aprés incuba-
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Résultats des cultures d'enrichissement effectuées sur des échantillons de Vestimentiferes. (- :

TABLEAU III

culture négative ;

+ : culture positive, pas de souche isolée ; les chiffres indiquent le nombre de souches isolées d'une culture positive).

Origine

Riftia pachytila

Tevnia jerichonana

Tubes Riftia

Pression

P.atm

P.in situ

P.atm P.in situ

Patm

Temperature

20

20

20 20

20

SOUFRE

Thiosulfate

Thiocyanate

Na2S

BSR

AZOTE

NH4-NO2

NO2-NO3

Respiration NO3

15

Dénitrification

14

Fixation N2 aéro

Fixation N2 anaé

METAUX

Argent

Cuivre

Cadmium

Zinc

Sélénium

Arsenic

Oxydation Mn

HETEROTROPHES

P.atm

P.atm

40

2216E aerobie

2216E anaerobie

Vibrionaceae

Acides aminés

Carbohydrates

tion a 20°C en pression hydrostatique, des cultures positives ont été obtenues de deux
échantillons. Des bactéries sulfato-réductrices ont également été cultivées a partir de deux
échantillons, dont 1'un était incubé a 80°C, en pression "in situ".

Meétabolismes de 1'azote : Des bactéries nitrosantes ont été isolées de deux échantillons,
tandis qu'une seule souche de bactérie nitratante était isolée de I'un de ces échantillons. Les



Résultats des cultures d'enrichissement effectués sur des échantillons d'eaux hydrothermales. (- : culture négative ; + : culture positive, pas de souche isolée ; les chiffres indiquent

le nombre de souches isolées d'une culture positive).

TABLEAU IV

Bouteille

Titane

Aspirateur

Titane

Site

TOTEM

PARIGOSUD

ELSA

Pression

P. in situ

P. atm

in situ

P. atm

in situ

P. atm

P.atm

Temperature

20

80

40 ]

80

20

40 [ 80

20

40 |

80

40

40

| 80

Echantillon

éch 43

éch 44

éch 51

éch 6

éch 42

SOUFRE

Thiosulfate

8

Thiocyanate

Na2S

BSR

AZOTE

NH4-NO2

NO2-NO3

Respiration NO3

Dénitrification

+| &)=

Fixation N2 aéro

Fixation N2 anaé

METAUX

Argent

Cuivre

18

Cadmium

Zinc

15

Selenium

Arsenic

15

Oxydation Mn

15

14

HETEROTROPHES

2261E aerobie

2216E anaerobie

e

Vibrionaceae

Acides aminés

Carbohydrates
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bactéries respirant le nitrate, ou dénitrifiantes, ont été isolées de seulement deux échan-
tillons, incubés a 20°C en pression hydrostatique, & 40°C en pression atmospheérique, ainsi
que a 80°C en pression hydrostatique.

Métabolismes hétérotrophes non spécifiques : Pratiquement tous les échantillons étudiés
ont donné des cultures de bactéries hétérotrophes, les résultats variant légerement selon les
conditions d'incubation. Des Vibrionacées ont été également isolées de deux échantillons.

Bactéries résistantes aux métaux : Tous les échantillons n'ont pu étre testés en ce qui
concerne la présence de bactéries résistantes aux métaux. L'échantillon 42 a seul permis
d'obtenir des souches résistantes au cuivre, au cadmium, au zinc et a l'arsenic. Pour ces
mémes métaux, les autres échantillons n'ont donné aucune culture positive. Par contre, des
bactéries oxydant le manganese ont été trouvées dans tous les échantillons sauf un.

Les échantillons solides.

Les résultats concernant ces échantillons sont donnés dans le tableau V.

Métabolismes du soufre : A I'exception d'une communauté développée sur gradient de
sulfure, aucun métabolisme sulfo-oxydant n'a été mis en évidence sur des échantillons de
cheminées. Par contre, ce métabolisme a été trouvé sur les surfaces artificielles immergées
de quelques jours (échantillons 21, 52, 53) a plusieurs années (échantillon 31). Des bacté-
ries sulfato-réductrices ont été cultivées a partir de plusieurs des échantillons de cheminées
et de surfaces, et il faut noter une culture positive, apres incubation a 80°C, en pression "in
situ", sur 1'échantillon 36.

Métabolismes de l'azote : Les bactéries nitrosantes ont été cultivées des divers types
d'échantillons analysés, tandis que les bactéries nitratantes sont pratiquement absentes des
fragments de cheminée. Les bactéries respirant le nitrate sont fréquentes, pour tous les
échantillons, les dénitrifiantes étant décelées uniquement dans les échantillons de cheminée
ou sur les surfaces immergées depuis une longue période.

Métabolismes hétérotrophes non spécifiques : Pratiquement tous les échantillons ont
permis l'obtention de cultures hétérotrophes en aérobiose ou en anaérobiose. Des
Vibrionacées ont été cultivées a partir d'échantillons de cheminées et de surfaces immergées
pendant de courtes et longues périodes.

Bactéries résistantes aux métaux : Assez peu d'échantillons ont pu étre inoculés sur des
échantillons contenant de fortes concentrations de métaux. Néanmoins, lorsque cela a été le
cas (échantillons 12, 55) des souches résistantes a presque tous les métaux choisis ont été
mises en évidence. Par ailleurs, tous les échantillons ont permis d'isoler des souches oxy-
dant le manganese.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

L'objectif de la campagne "Hydronaut", en bactériologie, était la recherche de divers

métabolismes bactériens associés aux invertébrés hydrothermaux, mais aussi a d'autres
échantillons (eaux hydrothermales, surfaces immergées). Compte tenu de la nature des



TABLEAU V

Résultats des cultures d'enrichissement effectuées sur des échantillons solides (fragments de cheminées et surfaces immergées). (- : culture négative ; + : culture positive, pas de
souche isolée ; les chiffres indiquent le nombre de souches isolées d'une culture positive).
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échantillons, mais aussi des conditions de température et de pression retenues pour l'incuba-
tion, c'est environ 1000 cultures microbiennes qui ont été réalisées. A partir des cultures
positives (>200), 1400 isolats bactériens ont été obtenus.

En ce qui concerne le cycle du soufre, des communautés sulfooxydantes ont été mises en
évidence dans pratiquement tous les types d'échantillons étudiés. Ce résultat n'est pas éton-
nant, compte tenu de la prépondérance de ce type métabolique, signalé par plusieurs
auteurs. Les résultats les plus nombreux ont été obtenus dans les milieux de culture conte-
nant du thiosulfate. Les cultures positives proviennent d'échantillons incubés a la pression
atmosphérique, ou en pression "in situ", & la température de 20°C principalement. Le
deuxieéme métabolisme du soufre étudié, la réduction des sulfates, a été détecté également
dans un grand nombre d'échantillons d'origines variées. Ce métabolisme, signalé auparavant
par peu d'auteurs (Lilley et al., 1983 ; Bianchi, 1986) semble donc assez répandu. Le pro-
duit final de ce métabolisme étant I'hydrogeéne sulfuré, la contribution des bactéries a la pro-
duction "in situ" de ce composé doit étre considérée a l'avenir. D'une part, il est possible
d'envisager des interactions sur un microsite donné, entre bactéries sulfatoréductrices et
bactéries sulfoxydantes. Une telle interaction avait déja ét€ envisagée par Prieur et Jeanthon
(1987) a propos des bactéries hétérotrophes, également productrices d'hydrogeéne sulfuré,
par dégradation d'acides aminés soufrés. D'autre part, la présence de bactéries sulfatoréduc-
trices dans plusieurs échantillons d'eaux hydrothermales, dans des fragments de cheminée,
l'existence de ce métabolisme aprés incubation a 80°C et 250 atmosphéres, reposent la
question de l'origine biologique d'une partie de 1'hydrogeéne sulfuré (Baross et al., 1982).
Malheureusement, ces cultures n'ont pu étre maintenues, et aucune souche de ces derniers
échantillons n'a été isolée.

La fixation d'azote n'a été mise en évidence que dans de rares échantillons du Polychéte
Alvinella. Par contre, les bactéries nitrifiantes (nitrosantes et nitratantes) ont été décelées
dans tous les types d'échantillons étudiés. D'une maniere générale, elles ont ét€ isolées a
20°C, mais une activité nitrifiante a également été observée a 5°C dans les échantillons de
Bathymodiolus, et les isolements de souches sont en cours. Parmi les souches isolées, les
nitrosantes sont beaucoup plus nombreuses que les nitratantes, environ huit fois plus.
Cependant les souches nitrosantes isolées n'ont produit que de 2 a 10 patg N.NO,/litre aprés
trois semaines d'incubation, la majorité des souches ne produisant pas plus de 2 patg
N.NO,/litre, ce qui est extrémement faible, comparativement aux souches terrestres et
marines déja connues (Mével, 1986). Ces premiers résultats laissent penser que dans le site
hydrothermal étudié, 1'oxydation de 1'azote pourrait &tre en partie assurée par des bactéries
méthanotrophes. En effet, ces bactéries, d'ailleurs signalées en milieu hydrothermal
(Jannasch & Wirsen, 1981) sont également capables d'oxyder NH,, et de produire de petites
quantités de NO, (O'Neill & Wilkinson, 1977 ; Dalton, 1977).

La respiration des nitrates a également été trouvée chez pratiquement tous les types
d'échantillons. La dénitrification complete a quant a elle été trouvée dans des échantillons
d'Alvinella, de Riftia, d'eaux hydrothermales et de solides immergés. Ce dernier métabolis-
me semble étre en relation avec la température, car il est plus fréquent a 40°C. De plus l'in-
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tensité de la dénitrification est remarquable : 'apparition d'azote est trés nette en 24 heures,
ce qui suppose des taux de croissance rapides. La fréquence de souches dénitrifiantes vraies
peut ainsi entrainer une perte d'azote pour 1'écosytéme, non compensée par la fixation qui
ne semble pas importante. D'autre part, dans ce milieu ou l'essentiel des synthéses est assuré
par les bactéries, la réduction assimilative du nitrate, mise en évidence chez une grande par-
tie des échantillons, pourrait étre une voie quantitativement importante en ce qui concerne
la syntheése d'azote organique, selon le schéma décrit par Brown et Johnson (1977).

Les métabolismes hétérotrophes non spécifiques ont été peu étudiés en milieu hydrother-
mal profond, la chimiosynthése autotrophe étant considérée comme le type métabolique
bactérien primordial. Or, compte tenu de biomasses concentrées sur de faibles surfaces, la
présence de microorganismes hétérotrophes, utilisant la matiére organique dissoute et parti-
culaire produite par les invertébrés, est tout a fait normale. Ainsi, Lilley et al. (1983) ont
montré que ces bactéries étaient plus nombreuses que les sulfooxydants dans des échan-
tillons d'eaux. Effectivement, au cours de ce travail, des bactéries hétérotrophes aérobies et
anaérobies ont pu étre cultivées et isolées a partir de presque tous les types d'échantillons
analysés.

Contrairement aux métabolismes du soufre et de 1'azote, la présence de bactéries hétéro-
trophes non spécifiques n'est pas suffisante pour ébaucher des commentaires. Seule 1'étude
détaillée des souches pures apportera des informations sur les potentialités de ces bactéries
en ce qui concerne l'utilisation des substrats carbonés. Il est cependant possible de commen-
ter la recherche de Vibrionacées, effectuée a l'aide d'un milieu de culture spécifique
(Kobayashi et al., 1963). Ces bactéries sont pratiquement absentes des échantillons
d'Alvinellidés, et totalement des échantillons de bivalves. Or, il s'agit d'un type bactérien
connu comme fréquemment associé aux tissus des invertébrés marins (Prieur, 1982). Par
contre ces bactéries ont été trouvées dans des échantillons d'eaux “hydrothermales, sur des
fragments de cheminée, ou des surfaces” immergées. L'étude détaillée des souches isolées
sera 12 aussi nécessaire pour mieux apprécier ces résultats.

Le comportement des bactéries vis-a-vis des métaux a été abordé par deux approches.
D'une part des bactéries résistantes a des concentrations élevées de plusieurs métaux lourds,
d'autre part des bactéries réalisant 1'oxydation du manganése ont été recherchées. Des bacté-
ries répondant a ces critéres ont été cultivées dans la plupart des échantillons.

Les essais de culture de bactéries associées aux invertébrés ont donné des résultats diffé-
rents selon les échantillons considérés. Trés peu de cultures des Vestimentiféres Riftia et
Tevnia ont été positives. C'est chez ces Invertébrés qu'ont été mises en évidence les associa-
tions les plus étroites avec des bactéries (Felbeck, 1981). A ce jour, aucune culture des bac-
téries symbiontes n'a été obtenue dans d'autres laboratoires, et il faut donc considérer ces
résultats avec la plus grande prudence, méme si des cultures de bactéries sulfooxydantes, de
bactéries respirant les nitrates ainsi que des dénitrifiantes vraies ont été obtenues, soit des
métabolismes reconnus pour les symbiontes de Riftia. Quant aux hétérotrophes non spéci-
fiques isolées en trés petit nombre des Vestimentiferes, il est vraisemblable qu'il s'agit de
contaminants.
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C'est également tres peu de cultures positives qui ont été obtenues a partir de
Bathymodiolus thermophilus. Dans le cas des échantillons de branchies, le probléme est trés
voisin de celui de Riftia, et il convient d'étre trés prudent & propos des souches isolées. Ce
qui est plus surprenant, c'est le petit nombre de cultures positives, y compris pour les hété-
rotrophes, qui ont été isolées de l'intestin postérieur. En effet, cet organe est chez les
bivalves cdtiers, responsable de I'accumulation de matériel bactérien non digéré (Minet et
al., 1987). Les résultats négatifs obtenus pourraient correspondre soit a I'analyse d'exem-
plaires non alimentés, soit a un transit digestif beaucoup plus rapide que chez les especes
cotiéres. L'absence de Vibrionacées, pourtant présentes dans le milieu extérieur, pourrait
s'expliquer de la méme facon. '

Dans trois groupes d'invertébrés étudiés, c'est sans doute les Alvinellidés qui présentent
les associations bactériennes les plus spectaculaires (au moins sur le plan morphologique)
et les plus énigmatiques sur le plan fonctionnel. Les résultats obtenus sur les deux especes
d'Alvinella et leurs tubes indiquent la grande variété de métabolismes bactériens associés a
ces especes. Parmi les résultats les plus remarquables, il faut noter la présence de commu-
nautés sulfatoréductrices développées apres incubation sous 250 atmospheres et 80°C. Ces
souches n'ayant pu étre isolées, ce point devra étre considéré lors d'une prochaine cam-
pagne. L'un des rbles attribués a la microflore épibionte des polychetes, est un role de
détoxification (Cosson-Mannevy et al., 1986 ; Prieur et Jeanthon, 1987). Ceci sous-entend
que les bactéries soient a la fois capables de résister a de fortes concentrations en métaux, et
de les concentrer. Plus de 300 souches résistantes au zinc, cadmium, cuivre, arsenic ou
argent ont effectivement été isolées d'échantillons d'Alvinellidés, constituant un matériel
convenant a la vérification de cette hypotheése. Pour toutes ces raisons, les Alvinellidés et
leurs tubes se révelent des modeles privilégiés pour les bactériologistes, et 1'étude des
souches provenant de ce microécosystéme seront étudiées en priorité.
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