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Table ronde animée par Pascal Simonet Quels besoins et quelles propositions de la communauté

Ivan Moszer Bio-informatique du séquençage haut débit au sein de plates-formes intégrées en réseau. Le traitement bio-informatique des données de séquençage à haut débit présente de nombreux défis, en raison notamment de la multiplicité des applications biologiques, de la prolifération des méthodes d'analyse informatique et statistique, et de volumes de données en augmentation constante. Les plates-formes françaises expertes du domaine se sont réunies en réseau afin de répondre au mieux à ces questions. Un aperçu de la situation actuelle, concernant tant l'interprétation de données « NGS » que l'organisation des plates-formes de bioinformatique, sera présenté et illustré par quelques exemples.

François Pompanon Barcoding, métabarcoding et biodiversité. La caractérisation de la biodiversité permet de décrire les communautés au sein des écosystèmes pour en comprendre le fonctionnement. Depuis toujours, les espèces ont été caractérisées sur la base de critères morphologiques qui trouvent leurs limites dans les groupes où ils sont peu accessibles ou peu variables (microorganismes, nématodes du sol ...). L'utilisation d'un fragment standard d'ADN permettant une détermination rapide et fiable de l'espèce s'est récemment développée sous la dénomination de 'DNA barcoding'. Alors que les taxonomistes utilisent ce concept sensu stricto, les écologistes en ont une vision plus large correspondant à l'utilisation de toute technique d'analyse de l'ADN pour l'identification de taxons. Il s'agit d'identifier les espèces présentes dans un milieu alors que les individus sont difficilement caractérisables. Nous parlerons ici des macroorganismes animaux ou végétaux dont on détecte la présence dans des échantillons environnementaux (eau, sols, fèces) grâce aux traces d'ADN qu'ils laissent (restes d'organismes, mucus, etc…). Le principe consiste à extraire l'ADN d'un échantillon environnemental, puis d'amplifier par PCR un fragment cible (correspondant au code-barres), en utilisant un couple d'amorces prédéfini. Une première application utilise des amorces spécifiques d'une espèce particulière. Par exemple il est possible de détecter la présence d'une espèce invasive (la grenouille taureau) même à faible densité à partir d'eau de mare. Le développement des Nouvelles Techniques de Séquençage (NTS) a permis de mettre en place une seconde application utilisant des amorces 'universelles' pour caractériser simultanément un large spectre d'espèces ; on parle de métabarcoding environnemental. Les NTS rendent facile le séquençage de milliers d'amplicons produits par amplification de l'ADN issu d'un échantillon environnemental, les séquences produites étant ensuite comparées à une base de référence afin de leur assigner une espèce. On peut par exemple ainsi reconstituer des paléo-environnements à partir de carottages de permafrost, caractériser des régimes alimentaires en analysant des fèces.

Catherine Hänni Génomique et Environnements archéologiques, quelques exemples. Les succès de la paléogénomique ces dernières années ont permis d'avoir accès à des substrats organiques de plus en plus larges et ont permis des essors considérables dans des disciplines variées, notamment dans la cadre des sciences de l'évolution et de l'environnement. Aujourd'hui nous nous focaliserons sur un domaine un peu particulier, avec la présentation d'analyses « paléo-méta-génomiques » sur des restes archéologiques, soulevant quelques questions d'ordres conceptuels et méthodologiques.

Elisabeth Navarro Adaptation des communautés microbiennes des sols miniers :Approche metagénomique. Des approches métagénomiques ont été mises en place afin d 'évaluer le potentiel adaptatifs des communautés microbiennes dans des sols miniers. Nous nous sommes intéressés à deux mines présentant des caractéristiques différentes : une mine de Zinc (Gard) et une mine de nickel (Nouvelle Calédonie). Un séquençage massif des ADN métagénomiques et une approche de métagénomique comparative ont permis de mettre en évidence des potentiels adaptatifs communs aux communautés des deux mines que se soit au niveau populationnel ou au niveau des fonctions.

Mathieu Joron Patrons génomiques de différentiation et d'adaptation locale chez les papillons mimétiques

Heliconius. Les papillons Heliconius possèdent des défenses chimiques qui les rendent immangeables aux prédateurs. Ils sont connus pour porter sur leurs ailes des motifs colorés très vifs ressemblant à d'autres espèces défendues. Ce mimétisme entre espèces permet d'améliorer leur protection contre les prédateurs, en signalant plus efficacement leur toxicité par une apparence commune et distinctive. Le mimétisme est ainsi une illustration classique de très forte sélection naturelle sur certains traits morphologiques. Cependant le motif lui-même varie d'une localité à l'autre en fonction des espèces en présence, et les clades mimétiques montrent une très grande variation adaptative de leurs motifs alaires. Je présenterai le résultat de nos recherches sur le patron de différenciation génétique associé à la variation adaptative du phénotype, en montrant l'apport des nouvelles technologies de séquençage pour comprendre l'origine évolutive de ces adaptations et identifier les variations génétiques impliquées. Mots clés: WGS, Illumina/HiSeq, 454 transcriptome, sequence capture, sure-select Armel Salmon Spéciation et Évolution des génomes dupliqués. La duplication du génome (polyploïdie) représente un des principaux modes de spéciation chez les plantes. Ce mécanisme est récurrent, et l'histoire évolutive de la majorité des génomes eucaryotes porte les stigmates de ces évènements plus ou moins anciens. Les études récentes ont montré que dès les premières générations suivant la duplication (en particulier dans le cas de génomes hybrides ou allopolyploïdes), une dynamique génomique particulière était observée: Echanges entre génomes parentaux (homéologues), activation d'éléments transposables, perte de des copies de gènes dupliqués... Cette dynamique s'opère également au niveau fonctionnel par une plus grande plasticité de régulation génétique ou épigénétique de l'expression des gènes Cette redondance génomique peut expliquer le fort potentiel adaptatif des espèces néoformées, dont la plupart montrent une expansion rapide et se montrent envahissantes. Dans ce contexte, notre équipe analyse l'évolution de complexes polyploïde d'âge différent (chez les Poacées et les Fabacées) afin (1) d'analyser les conséquences génomiques de l'hybridation et de la polyploïdie (deux composantes majeures de la spéciation allopolyploïde) dans les populations naturelles en relation avec l'écologie et la distribution des espèces, dans les contextes d'invasion biologique (2) d'examiner l'évolution à long-terme (et les processus de diploïdisation) des génomes polyploïdes et (3) d'analyser le rôle des séquences répétées (notamment éléments transposables) dans l'évolution de la taille des génomes entre lignées proches et leur adaptation à des conditions écologiques contrastées. Nous utilisons aujourd'hui les nouvelles techniques de séquençage afin d'accéder aux différents compartiments génomiques et transcriptomiques, ce qui implique une démarche particulière (notamment méthode de détection de copies dupliquées) dans ce contexte de génomes redondants et plus ou moins riches en éléments répétés. La construction de transcriptomes de référence et leur annotation sont en cours, ce qui permettra des analyses ciblées de gènes/voies métaboliques affectées par l'allopolyploïdisation, et d'explorer l'évolution de différentes fonctions en conditions naturelles.

Laurence Després Approche multi-omics d'un caractère complexe: la résistance au bioinsecticide Bti chez le moustique. Le bio-insecticide Bti (Bacillus thuringiensis israelensis) représente une excellente alternative aux insecticides chimiques en démoustication. En dépit d'un usage intensif au niveau mondial de ce bio-insecticide, le mode d'action des toxines du Bti sur les larves de moustique est très mal connu. Nous montrons que la comparaison de larves résistantes et sensibles au Bti par des approches de génomique, transcriptomique et protéomique, permet de mieux comprendre le mode d'action des toxines qui agissent à de multiples niveaux, et sélectionnent une résistance multifactorielle. Le rôle des éléments transposables, qui constituent près de la moitié du génome d'Aedes, dans l'évolution de la résistance au Bti, est discuté.

Patrick Robe Apports de la Metagénomique fonctionnelle. Les micro-organismes jouent un rôle majeur dans le fonctionnement des écosystèmes naturels à travers un arsenal considérable de molécules actives et de fonctions. Ils constituent de ce fait une ressource quasi-inépuisable d'activités enzymatiques nouvelles pour des applications industrielles dans des domaines aussi divers que la chimie fine, l'alimentation, la cosmétique ou la santé. L'immense majorité de ces microorganismes reste encore aujourd'hui hors d'atteinte des méthodes classiques de culture en laboratoire, en dépit des progrès constants dans la mise en place de nouvelles stratégies de culture. La métagénomique fonctionnelle permet d'accéder à cette diversité jusqu'à lors inexplorée et à la convertir en outils innovants pour la recherche scientifique et la production industrielle. Cette technologie repose en premier lieu sur l'établissement de librairies qualifiées qui hébergent de hauts effectifs de clones recombinants avec des inserts de grande taille provenant de bactéries non cultivables. Les ADNs bactériens issus des échantillons environnementaux sont extraits et purifiés, clonés dans des vecteurs spécialisés puis introduits chez un hôte d'expression bactérien. Le criblage des librairies metagénomiques repose dès lors sur deux stratégies complémentaires. Le criblage primaire d'activités exprimées par l'hôte d'expression permet l'identification de clones recombinants produisant des activités enzymatiques spécifiques. Le séquençage complet des inserts metagénomiques de ces clones recombinants donne un accès à des séquences codantes nouvelles ainsi qu'à leur environnement génétique. Un exemple de criblage fonctionnel pour des activités enzymatiques d'hydrolyse de fibres sera présenté. L'approche de criblage moléculaire cible des séquences nucléiques conservées, caractéristiques d'activités enzymatiques d'intérêt, et permet d'identifier des clones recombinants contenant les gènes ou voies de biosynthèse recherchés, indépendamment de toute expression recombinante. Ce criblage génétique repose sur une méthode d'hybridation de membranes à haute densité de clones metagénomiques au moyen de sondes spécifiques. Un exemple d'application de cette stratégie sera également présenté, sur la détection d'omega-transaminases par criblage moléculaire.

Julien Varaldi Interactions insecte/virus : génomique, métagénomique et génomique fonctionnelle. Les insectes hébergent fréquemment des symbiotes à transmission verticale dont les effets phénotypiques sont parfois spectaculaires. Dans cet exposé, je présenterai l'exemple d'une interaction entre un insecte parasitoïde de drosophiles et un virus dont l'effet principal est de manipuler le comportement de l'insecte. Je présenterai des résultats préliminaires sur le génome de ce virus et sur l'influence du virus sur le transcriptome de l'insecte. Par ailleurs, des données obtenues au laboratoire ou disponibles dans la littérature suggèrent que les interactions entre insectes et virus heritables sont fréquentes. Afin de tester cette idée, nous avons entrepris d'identifier sans a priori les virus héritages présents dans la communauté des drosophiles et de leurs parasitoides. Le schéma général de ce projet sera présenté.

Roland Marmeisse La métatranscriptomique des communautés eucaryotes -une approche expérimentale aux objectifs multiples. La métatranscriptomique des communautés microbiennes est une discipline émergeante développée essentiellement dans un contexte d'écologie fonctionnelle afin de visualiser et quantifier l'ensemble des activités biologiques exprimées par les microorganismes cohabitant dans un même environnement. Un métatranscriptome peut aussi être considéré comme une ressource génétique dont l'exploration permet d'identifier de nouveaux processus et fonctions biologiques dont certains peuvent trouver des applications pratiques. Cette double facette de la métatranscriptomique peut être illustrée par l'analyse du métatranscriptome eucaryote de deux sols forestiers tempérés. Dans le contexte de l'étude de la dégradation de la litière végétale, le séquençage systématique des ADNc environnementaux nous a permis d'identifier différents acteurs de l'hydrolyse des principaux polymères pariétaux (enzymes extracellulaires) ainsi que de l'assimilation des produits issus de cette dégradation (transporteurs transmembranaires, enzymes du catabolisme). L'analyse structurale et phylogénétique des enzymes hydrolytiques nous a conduit à définir une nouvelle sous-famille d'enzymes et suggère un rôle direct de la mésofaune du sol dans l'hydrolyse des polymères. Par ailleurs, dans but de révéler la diversité des mécanismes d'assimilation des produits issus de la dégradation des protéines dans les sols nous avons développé une approche de crible fonctionnel des ADNc environnementaux dans la levure Saccharomyces cerevisiae. Celui-ci nous a permis d'identifier une toute nouvelle famille de transporteurs membranaires de di/tripeptides exprimés par champignons du sol. Le phénotypage haut débit des levures exprimant ces transporteurs, ainsi que l'analyse électrophysiologique de l'un d'entre eux exprimé dans les oeufs de Xénope, montre que ces transporteurs présentent une très forte affinité pour de très nombreux di/tripeptides structuralement distincts. Ces travaux illustrent la complémentarité des approches de séquençage systématique et des approches fonctionnelles pour explorer le fonctionnement biologique des sols dont des processus aussi fondamentaux que le recyclage de la matière organique.
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Christine Gaspin Défis pour l'informatique et la bioinformatique dans le domaine des NTS. Les changements d'échelle dans l'acquisition des données sur le vivant ouvrent de nouvelles perspectives non seulement pour accéder au catalogue complet des « composants » du vivant et à sa diversité mais suscitent aussi de nouveaux espoirs pour modéliser et comprendre les mécanismes régissant les systèmes biologiques. Dans ce contexte, la production massive des données du séquençage haut débit interpelle et positionne la bioinformatique et les technologies de l'information et de la communication au coeur de problématiques d'optimisation de stockage, de gestion, de traitement et de mise à disposition des données.

Guy Perrière Exemples de problèmes statistiques posés par le développement des méthodes NGS pour l'étude de la biodiversité. L'apparition puis la généralisation des méthodes de séquençage à très haut débit a entraîné des changements d'échelle importants dans les problématiques ayant trait à l'analyse de données de biodiversité. Une conséquence de cette augmentation du volume des données disponibles à été la nécessité de développer de nouvelles stratégies d'analyse, en particulier en ce qui concernait les outils statistiques utilisés. Par ailleurs, les caractéristiques intrinsèques des lectures obtenues par ces méthodes (e.g., longueur, erreurs de séquençage spécifiques) sont également des facteurs qui ont nécessité des développements méthodologiques particuliers. Au cours de cet exposé seront présentés quelques uns des défis posés par l'utilisation des NGS pour effectuer des études sur la biodiversité, ceci qu'il s'agisse d'analyse au niveau de la diversité taxonomique ou fonctionnelle.

Stéphane Le Crom Eoulsan: a cloud computing-based framework facilitating high throughput sequencing analyses. A new generation of high throughput sequencing machines has been released allowing this technology to spread over the scientific community and exponentially increasing the amount of sequence data, making the analysis process to be the bottleneck of any sequencing experiment. As an answer to the need for an adapted but expensive hardware, the cloud computing approach is an economic and scalable solution compared to large computer infrastructure investment that will be used occasionally. Here we present Eoulsan, an open source framework based on the Hadoop implementation of the MapReduce algorithm and dedicated to high throughput sequencing data analysis on distant computers. With Eoulsan users can easily set up a cloud computing cluster, automate the complete analysis of several samples at once and select among various analysis solutions available. We first implemented Eoulsan to work on the differential analysis of transcript expression. We demonstrate the modularity and scalability of this workflow by performing mapping of different RNA-Seq experiments using several softwares: BWA, Bowtie, SOAP2. We assess the analysis duration and cost with various type and number of servers (call instances) using Amazon Web Services (AWS) cloud computing facilities. We show that once a minimal number of instances has been selected, the cost is linear with the number of instances booked. Finally, we show that running times performed with Eoulsan evolve linearly with the increase of the amount of data using from 188 to 752 million total reads. To conclude, our framework provides from standalone workstation to cloud computing clusters an integrated and flexible solution for high throughput sequencing data analysis from reads alignment to the list of significant differentially expressed transcripts. With its modular structure and parallel data processing, Eoulsan is ready to fulfill the challenges coming from the massive increasing of data amount and the new applications of sequencing technologies.

Simon Roux

Analyse des donnés de séquençage massif par des méthodes phylogénétiques : outils bioinformatiques dédiés et applications. L'utilisation de méthodes phylogénétiques représente certainement le moyen le plus robuste pour déterminer la composition taxonomique d'un environnement. Cette composition est maintenant évaluée en écologie microbienne par pyroséquençage d'un marqueur phylogénétique universel, généralement le gène codant pour la SSU de l'ARNr ou par métagénomique en l'absence d'un tel marqueur (i.e. étude des communautés virales). Deux outils ont été développés, PANAM et METAVIR, qui répondent à ces deux cas de figure. Le logiciel PANAM (http://code.google.com/p/panam-phylogenetic-annotation) propose une affiliation précise d'amplicons 18S ou 16S dans un temps raisonnable (1h pour 50 000 séquences de 400 pb), tout en permettant la détection et l'observation de nouveaux clades. METAVIR (http://metavirmeb.univ-bpclermont.fr/ ; Roux et al. Bioinformatics) est un serveur dédié à l'analyse des expériences de métagénomique sur des virus (ou viromes). Il propose, entre autre, la génération automatique d'arbres phylogénétiques à partir de marqueurs communs à une ou plusieurs familles de virus. Ces marqueurs présentent la particularité d'être des gènes codant pour des protéines, souvent soumis à des pressions de sélection importantes. METAVIR permet aussi de confronter les viromes soumis à ceux déposés dans les bases de données publiques. Des exemples d'utilisation de ces deux outils seront présentés dans le cadre de la caractérisation de la composition des communautés microbiennes lacustres par séquençage massif. Ils permettront d'illustrer leur pertinence dans le décryptage de la dynamique de la biodiversité comme les variations spatio-temporelles à différentes échelles ou la caractérisation de la « rare biosphere ».

Lionel Ranjard Le projet ECOMIC-RMQS ou comment faire de la MetaTaxogénomique à grande échelle. Depuis le développement des approches dites « d'écologie moléculaire » le nombre d'études portant sur la caractérisation de la diversité des communautés microbiennes d'environnements divers ou soumis à des perturbations variées a augmenté de façon exponentielle. Bien que ces études soient très prometteuses, elles débouchent dans certains cas sur des résultats contradictoires du fait de l'utilisation de techniques moléculaires et de stratégie d'échantillonnage non standardisées. Par conséquent, l'ensemble des résultats obtenus est difficilement comparable, et ne permet pas réellement de progresser dans notre connaissance des règles d'assemblages de ces communautés, de leur biodiversité et de leur rôle environnemental. Dans ce contexte, l'application des outils d'écologie moléculaire sur des réseaux de sites expérimentaux et/ou de surveillance des sols à grande échelle de temps et d'espace est une réelle opportunité pour augmenter la généricité de nos connaissances. Cet exposé portera sur les résultats obtenus lors du programme ECOMIC-RMQS qui représente le premier exemple d'une étude d'écologie moléculaire microbienne menée à grande échelle sur plus de 2200 sols couvrant l'ensemble du territoire national mais aussi sur les potentialités de ce type de stratégie lorsqu'elles sont couplées avec des outils moléculaires dérivés des NTS.

Tom Delmont Discoveries from an in-depth soil metagenomic analysis. Soil possesses the largest microbial diversity per unit of volume on Earth and remains a black box for scientists because of cultivation limits and its extensive biodiversity. In order to unlock this biodiversity, we have focused on one unique soil metagenome, which is from the internationally-recognized Park Grass soil (Rothamsted, UK) and have begun sequencing (around 50 full Titanium pyrosequence runs) different DNA extraction pools. However, few of the sequences among the 50 sequence datasets overlap (>50 million sequences of 400bp) and only a small percent of the non-enriched soil metagenome was successfully assembled. Approximately 320 full pyrosequence plates were estimated to be necessary to create contigs with 99% on the generated sequences. On the other hand, the sequencing runs from enriched soil microcosms demonstrated reduced structural biodiversity and greatly enhanced assembly results. The goal of this work was to establish functional and phylogenetic characteristics of this natural grassland soil at sufficient sequence depth to provide statistically relevant conclusions about a broad range of domains and to attempt to access the "rare" biosphere. Among the 50 full pyrosequence runs, both seasonal and soil depth influences were studied using different DNA extraction approaches. Based on technological, methodological, and natural fluctuations, we generated the first standard deviation of both species and functional distributions in a metagenome, necessary for strong global metagenomic comparisons. Rothamsted pyrosequences and metagenomes from two other soils (from two other continents) were compared to over a 100 different metagenome datasets from 14 different ecosystems to emphasize soil microbial community specificities such as the metabolism of aromatic compounds, but also some unexpected functions to be discussed.

Pierre Renault Nouvelles perspectives dans l'étude des communautés microbiennes complexes par l'utilisation des technologies de séquençage très haut débit. La quantité massive de données obtenues par les séquenceurs de nouvelle génération comme le SOLiD ou l'Illumina, sous la forme de millions de courtes séquences, permet le développement de nouvelles méthodes pour explorer les écosystèmes complexes comme les approches de Métagénomique Quantitative. Une chaine d'analyse bioinformatique adaptée à l'analyse de ces données à été développé dans le cadre de recherches d'écologie appliquées à des écosystèmes alimentaires et au microbiote humain. Elle permet de mieux décrire les écosystèmes dans leur ensemble, les comparer et devrait permettre, à terme, de définir des stratégies pour mieux maitriser leurs activités et évolutions. Nous présenterons les points clés de cette méthode et, basé sur quelques exemples, ses potentialités sur différents types d'écosystèmes.

Purification Lopez-Garcia Métagénomique des archées planctoniques de l'océan profond. Des analyses moléculaires de diversité microbienne ont révélé la présence récurrente des archées planctoniques dans les océans. Parmi celles-ci, les plus abondamment détectées correspondent aux Thaumarchaeota (auparavant Crenarchaeota du Groupe I), qui sont particulièrement représentées dans l'océan profond et qui semblent capables d'oxyder l'ammonium comme source d'énergie. Des Euryarchaeota des Groupes II et III, beaucoup plus énigmatiques, ont aussi été détectées dans l'océan profond, mais dans des proportions plus variables. Malgré leur importance, seulement une espèce marine (la thaumarchée Candidatus Nitrosopumilus maritimus) a été isolée en culture pure jusqu'à présent. Par conséquent, les approches métagénomiques sont les plus adaptées à l'étude de ces groupes environnementaux. Parmi les différentes approches métagénomiques possibles, l'analyse des banques de fosmides offre, tout comme l'analyse des fragments génomiques provenant des cellules individuelles, l'avantage de lier une quantité significative de séquence génomique à un seul organisme. Dans le cadre du projet ANR EVOLDEEP, Nous sommes en train d'analyser des données métagénomiques des banques de fosmides d'archées non cultivées provenant de l'Atlantique Sud et de la Méditerranée (1000 et 3000 m de profondeur) que nous avons essayé de complémenter avec des analyses des génomes amplifiés à partir des cellules individuelles. Des analyses phylogénétiques des gènes des fosmides complètement séquencés et des extrémités de fosmides montrent un niveau remarquable de transfert horizontal dans aussi bien dans les Thaumarchaeota que dans les Euryarchaeota planctoniques marines, notamment à partir de donneurs bactériens. Une bonne portion de ces gènes est en relation avec le métabolisme énergétique et le transport de métabolites à travers la membrane, ce qui suggère que le transfert de gènes joue un rôle important dans l'adaptation de ces archées à l'environnement océanique profond.

Aurore Coince Diversité et structure des communautés de champignons ectomycorhiziens le long de gradients altitudinaux en Europe, par les approches de métagénomique. Alors qu'elle est au coeur du fonctionnement des écosystèmes forestiers, la diversité des champignons reste encore peu connue, et les estimations de la richesse fongique varient entre 600 000 et 1,5 million d'espèces au niveau mondial, avec moins de 75 000 espèces réellement décrites. Ainsi, l'évolution de la diversité des champignons ectomycorhiziens (ECM) sous la contrainte de différents facteurs, tels que ceux liés aux changements globaux, reste un challenge en écologie microbienne. Cependant, cette discipline bénéficie depuis quelques années du développement des technologies de séquençage à haut débit, qui offre, en particulier, la possibilité d'accroître (i) le nombre d'échantillons, (ii) la profondeur des analyses et (iii) l'échelle spatiale d'investigation. Afin d'évaluer les relations potentielles entre gradients d'énergie (température) et richesse des communautés microbiennes, nous avons donc étudié la richesse et l'assemblage des espèces fongiques associées aux racines de hêtre (Fagus sylvatica L.) et de pin (Pinus sylvestris L.) le long de différents gradients altitudinaux. Quatre gradients ont été exploités en France et en Italie pour le hêtre (Vosges, Pyrénées, Alpes et Appenins) et trois autres en France et en Espagne pour le pin (Guadarrama, Pyrénées et Vosges). L'ADN total de plus de 900 échantillons a été extrait et la région ITS1 fongique amplifiée afin d'être séquencée (454 FLX pyrosequencing). Après traitement bioinformatique des données, les premières analyses révèlent que la richesse des communautés ECM ne semble pas impactée par la température et/ou les précipitations. Le pH du sol influence, quant à lui, fortement la diversité fongique. Il est également le facteur environnemental mesuré le plus structurant pour les communautés de champignons ECM étudiées. Dans nos études, la température joue également un rôle structurant significatif sur l'assemblage des espèces fongiques. La perspective de développer une telle approche sur un gradient thermique latitudinal européen sera également présenté.

Michael DuBow Diversité bactérienne d'échantillons de sable des déserts d'Asie et leur potentiel de transport à longue distance par les tempêtes de sables Asiatiques. La diversité des microorganismes et leurs capacités d'adaptation leur a permis de coloniser presque toutes les niches écologiques terrestres, même celles dont les conditions de vie sont les plus extrêmes. Aujourd'hui, il est admis que moins de 1% des bactéries environnementales sont cultivables en condition de laboratoire et donc les méthodes génomiques sont nécessaires pour découvrir la composition bactérienne dans un environnement donné. Les régions désertiques représentent près de 30% de la surface de la terre émergée, mais la biodiversité des bactéries qui se trouvent dans les déserts est rarement étudiée. Nous avons entamé une étude de la biodiversité microbienne des déserts asiatiques du Gobi (Mongolie) et du Taklemaken (Chine). Pour cela, nous nous sommes appuyés sur les techniques de métagénomiques qui se basent sur l'extraction d'ADN directement à partir d'échantillons environnementaux, en s'affranchissant des étapes de culture. Ces techniques ont été utilisées à partir des échantillons, provenant des déserts asiatiques, afin d'observer la biodiversité microbienne en utilisant comme technique d'étude le pyrosequençage des régions variables V1-V2 de l'ADN ribosomique 16S. Les analyses phylogénétiques effectuées ont permis de décrire une diversité importante (entre 1 100 et 2 300 OTU's par échantillon) et la présence probable de nouveaux groupes bactériens. En Asie, les villes souffrent souvent les tempêtes de sables pendant le printemps à cause des vents venant principalement des déserts de Taklemaken et du Gobi. En Chine, les tempêtes de sables deviennent de plus en plus puissantes et de plus en plus fréquentes. Deux majeurs parties sont le désert de Taklemaken et le désert de Gobi qui sont la source principale des sables des tempêtes produites chaque printemps. En 2007, plus que 800 000 tonnes de sables étaient distribués de la Chine vers les pays comme la Corée du Sud et le Japon, et même jusqu'à l'Amérique de nord. Nous avons appliqué la méthode de pyrosequençage des fragments des gènes d'ADNr 16S pour révéler la diversité bactérienne. Nous avons comparé la diversité bactérienne sur les sables dans des villes asiatiques (en Chine et en Corée du Sud) avant et pendant des tempêtes de sables, afin d'étudier le potentiel de transport des bactéries désertiques à des distances significatives.

Pierre Peyret La capture de la fonction par des approches de séquençage haut débit. Les micro-organismes représentent la plus grande diversité du monde vivant et participent aux fonctionnements de tous les écosystèmes. Devant cette extrême diversité les outils haut débit permettent de mieux appréhender le fonctionnement des environnements sains ou anthropisés. La métagénomique a révolutionné notre vision du monde microbien et permet grâce aux outils d'annotation de reconstruire de façon totalement in silico les fonctions retrouvées dans un environnement. Même partielles, ces données orientent sur les potentialités métaboliques des micro-organismes identifiés. D'autres approches haut débit viennent renforcer la vision fonctionnelle des études environnementales avec notamment la métatranscriptomique, la métaprotéomique et la métabolomique. Devant la complexité des systèmes biologiques même avec la puissance de ces techniques haut débit il est encore difficile de décrire de façon exhaustive toutes les fonctions réalisées par les organismes et les relations qu'ils établissent entre eux. Cependant, les apports de l'isotopie et des systèmes de capture combinés aux nouvelles générations de séquençage permettent d'affiner notre vision des relations structurefonction.

Philippe Bertin Diversité métabolique des micro-organismes majoritaires d'un écosystème riche en arsenic décryptée par protéo-et méta-génomique. L'étude des communautés microbiennes in situ constitue un enjeu majeur de la microbiologie environnementale. Hors, la très grande majorité des micro-organismes ne sont pas cultivables en condition de laboratoire et ne sont donc pas accessibles par des techniques classiques d'étude. Les approches combinées de métagénomique et de métaprotéomique constituent par conséquent une méthode novatrice pour étudier les potentialités et réalités fonctionnelles d'une communauté microbienne dans son environnement en s'affranchissant des biais de mise en culture. Le travail réalisé à consister à identifier la réponse d'une communauté microbienne dans un environnement hautement contaminé à l'arsenic (Carnoulès) et les interactions métaboliques entre les différents membres de cette communauté.

Pascale Mosoni Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus and Ruminococcus flavefaciens are the three major cellulolytic species of the rumen. In vitro studies have shown that these species compete for adherence to, and growth upon cellulose. Yet the relationship of these studies to their interactions in-vivo remains unknown. Therefore, we sought to determine how these species interact within the rumen among a constrained microbiome. Seventeen hours following birth, two lambs were removed from their mother and reared under standard gnotobiotic conditions over a seven month period. Initial experiments revealed no cellulolytic activity and the lambs were subsequently inoculated with F. succinogenes S85. At five months of age the lambs were inoculated with R. albus 8 and R. flavefaciens FD-1. Fibrolysis was estimated in sacco using both alfalfa and wheat straw. Select samples were subjected to metagenome sequencing and RNAseq using an Illumina Hi-Seq 2000. Metatranscriptome data was sorted to the metagenome and the available genomes of each inoculated organism. F. succinogenes was found at high levels initially but was gradually outcompeted following the inoculation of the Ruminococcus strains. This shift resulted in a 100-fold increase in methanogen density and alterations in the fermentation profiles. By 33 weeks R. albus 8 was the dominant cellulolytic strain followed by R. flavefaciens FD-1. These densities reflected their relative contributions to the mRNA pool. In all ~0.1% of mRNA transcripts detected at week 33 matched cellulases from each of the inoculated organisms, with 87% matching cellulases of R. albus. Alfalfa degradation was maximal in the presence of all three strains whereas maximal wheat straw degradation depended on high levels of F. succinogenes. In conclusion, this study provides a comprehensive view across multiple levels of the in vivo symbioses among the three major ruminal cellulolytic species, and physiological information on how these interactions modify rumen fermentation parameters and affect plant cell wall digestion.

Laurence Garczarek Ecological genomics of the marine cyanobacterium Synechococcus.

Prochlorococcus and Synechococcus constitute the two most abundant marine photosynthetic prokaryotes of the world ocean. While the genetic bases of niche partitioning of the different known ecotypes begin to be well understood for the former genus, these bases are much less clear for Synechococcus, which is a much more ancient and diversified group [1]. The recent availability of 17 genomes, including several genomes for the major lineages within the marine Synechococcus sub-cluster 5.1, allowed us to perform multiple genomic comparisons and assess the variability of the gene sets and of genomic structures between and within phylogenetic clades (as defined by core gene phylogeny) or pigment types (as defined by their phycobilisome pigmentation [2]). The size of the Synechococcus pan-genome suggests that the accumulation curve representing the total pool of genes contained in this genus is far from being saturated, indicating that a much wider in situ diversity is yet-to-be discovered in the ocean. As for Prochlorococcus, a large fraction of the diversity occurs between closely related strains and most variations are attributable to unique genes, a large proportion of which is localized in gene islands. Among the best characterized genes differentiating Synechococcus strains are those encoding components of their light-harvesting complexes (phycobilisomes), the variability of which may have important consequences on the adaptation of these organisms to specific light niches. This work highlights the need for combining the current and forthcoming wealth of genomic and metagenomic information available for this key marine microbe with ecological and physiological data in order to characterize the function of genes involved in niche adaptation.

Jean-Marc Bonneville A comparison of the Meta-transcriptomes of two alpine soils. Snow cover is a key driver of the diversity and functioning of alpine ecosystems. Snow accumulation in Late Snow Melt (LSM) sites, colonized by fast-growing, exploitative plants, delays the onset of vegetation growth by up to 40 days with respect to neighbor Early Snow Melt (ESM) sites, dominated by slow growing, stress-adapted plants. ESM soil retain more organic matter than LSM soil and harbor distinct bacterial and fungal communities. As a pilot approach ahead of the EUMETASOL project, we used metatranscriptomics to assess the functions ensured by eukaryotic communities. We extracted total RNAs from LSM and ESM soils, converted polyA RNA into cDNA, amplified it by PCR and sequenced the amplicons using Roche 454 technology. After elimination of short and rRNA reads, this generated 2 libraries of ~ 40 000 putative coding reads, ~ 400 nt in length. Homologous proteins were identified for 38 % of the translated putative coding reads using the combination of SwissProt, Blast2GO and MG-RAST annotation pipelines. Reconstitutions of the taxonomic structure using subsets of reads coding for different protein groups pointed consistently towards Fungi as the most abundant group, but plant and animal sequences were also frequently detected. Between 600 and 800 enzymes were listed for each soil. Both ribosomal structrural proteins and ubiquitin ligases were underrepresented in ESM, suggesting a decrease in both translation and protein degradation rate. Eight enzymes involved in glucose metabolism were underrepresented in ESM and three were overrepresented. They map on divergent pathways, suggesting that ESM hydrolyses chiefly cellulose and diverts part of the resulting glucose towards stress compounds, whereas LSM produces glucose from starch hydrolysis and uses it through glycolysis and Krebs cycle. These findings sketch a molecular syndrome of frugality for the ESM soil that corresponds well to the stress-tolerant strategy described for the vegetation.
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Pierre-Alain Maron Apport de la MétaTaxogénomique pour la compréhension du rôle de la diversité microbienne du sol dans le cycle du carbone. Le carbone constitue l'élément clé pour toutes les formes de vie sur Terre. Le cycle biogéochimique associé est très complexe et comporte des implications majeures pour la fertilité et la structure des sols, la qualité de l'environnement et les changements globaux. Au sein de la biosphère, la principale réserve de C est constituée par les Matières Organiques du Sol (MOS) dont la régulation par l'activité des microorganismes telluriques détermine la balance carbonée des écosystèmes. De nombreux modèles sont disponibles pour évaluer la dynamique des MOS et prédire son évolution selon les pratiques agricoles. Toutefois, malgré son rôle central, la composante microbienne n'est encore que très peu prise en compte dans ces modèles. En effet, les microorganismes sont encore considérés sur la base d'un postulat proposé par Beijerinck (1913) : "tout est partout" ("everything is everywere"), comme des organismes ubiquistes présentant une forte redondance fonctionnelle. A ce titre, les communautés microbiennes apparaissent comme une "boîte noire" fonctionnelle génératrice de flux dont l'intensité ne dépend que de facteurs abiotiques (température, humidité, pH,…), excluant l'hypothèse que la diversité et la composition des communautés microbiennes ainsi que les interactions trophiques entre les populations puissent jouer un rôle fonctionnel. Ceci s'explique principalement par un manque de connaissances (principalement en raison de verrous méthodologiques) des populations microbiennes impliquées dans les transformations des MOS, mais aussi à un manque de généricité des travaux fondamentaux qui restent encore difficilement transposables à une large gamme d'agro-écosystèmes. Grâce aux efforts réalisés ces 20 dernières années de nombreux outils moléculaires ont été développés pour caractériser la diversité des communautés microbiennes du sol. La MétaTaxogénomique en est une des plus puissantes, permettant une quantification et une caractérisation fine de la diversité des communautés microbiennes indigènes. Cette approche offre aujourd'hui de nombreuses opportunités pour aborder le déterminisme de la régulation de la diversité microbienne dans le sol et pour évaluer l'implication de cette diversité dans le fonctionnement du sol, et notamment dans l'évolution des MOS. Cet exposé illustre des travaux actuellement menés dans ce domaine, obtenus pour beaucoup dans le cadre du programme ANR DIMIMOS.

Samuel Mondy Utilisation des NGS et des Omics pour l'étude de l'impact de la production d'un composé de type octopine chez les OGM et sur la communauté rhizosphérique associée.

Les plantes exsudent au niveau des racines une part variable du carbone fixé par photosynthèse (de 10 à 40%) et influencent par ce biais la composition de la population microbienne rhizosphérique. Nous avons étudié l'effet d'une modification de l'exsudation sur la diversité des bactéries du sol. Nous avons obtenu des lignées transgéniques (GM) exsudant un composé généralement absent de la rhizosphère, l'octopine Les profils transcriptomiques et métabolomiques (présence d'octopine exceptée) des lignées GM sont similaires à ceux de la lignée WT. En revanche, en sol planté des variétés productrices, nous avons montré que l'apport d'octopine accroît la densité de bactéries consommatrices de ce composé. La modification du génome de la lignée GM, bien que non détectable en termes d'expression de gènes et de physiologie, peut néanmoins affecter les populations bactériennes associées, faisant de celles-ci des bio-indicateurs d'intérêt. La diversité des populations bactériennes en absence ou en présence d'une quantité croissante d'octopine synthétique apportée en association avec des acides aminés et organiques mimant les exsudats racinaires, a été analysée par une approche de puce taxonomique en association avec l'équipe de Pascal Simonet, et par pyroséquençage des gènes rrs (boucles V1-V2), nécessitant la mise en place de protocoles d'analyse de ces nouvelles techniques de taxonomie.En sol nu traité, l'étude de la diversité par puce taxonomique montre une augmentation de la population du genre Sinorhizobium, alors que le pyroséquençage révèle une augmentation de la proportion de bactéries du genre Ensifer en présence d'octopine, qui est corrélée à l'augmentation de la quantité d'octopine dans l'exsudat synthétique. Ces genres sont aussi retrouvés dans les bactéries consommatrices d'octopine isolées dans ce même sol nu traité. Nous observons donc une modification des populations bactériennes suivant la quantité d'octopine dans un exsudat racinaire synthétique.

Thomas Pommier La diversité microbienne est-elle étroitement liée à la diversité végétale ? La biodiversité est un élément fondamental dans le fonctionnement des écosystèmes et fait l'objet de nombreuses recherches dans le domaine de l'écologie et des sciences de l'environnement. La majorité de ces études se sont intéressées aux plantes et l'effet de leur diversité sur la productivité primaire. Les mécanismes pouvant expliquer ces effets sont multiples; les effets de sélection et de complémentarité entre plantes sont largement mis en avant. Néanmoins les interactions avec les microorganismes du sol qui sont des acteurs majeurs dans le recycle des nutriments pour les plantes participent également à cette productivité. Il y a encore peu de temps, les étudies de diversité microbienne étaient fastidieuses, et partielles avec des approches d'empreinte génétique ou de clonage/séquençage. Avec le développement des nouvelles technologies de séquençage, s'est ouvert de nouvelles perspectives pour la microbiologie environnementale et l'étude de la diversité. Afin de mieux comprendre les relations qui existent entre la diversité végétale et la diversité microbienne, nous avons travaillé sur des prairies artificielles où la diversité végétale est manipulée. Notre hypothèse est que de cette diversité végétale dépend la diversité microbienne hétérotrophe du sol. Pour tester cette hypothèse, la diversité des bactéries dénitrifiantes (hétérotrophes impliqués dans les transformations de l'azote) a été estimé par pyroséquençage d'amplicons de gène fonctionnels dénitrifiants (nirS, nirK et nosZ) provenant de 92 parcelles cultivées avec différents niveaux de diversité végétale. Les résultats montrent qu'il existe effectivement un lien entre la diversité végétale et la diversité microbienne mais que cette relation dépend des gènes marqueurs utilisés. Ceci tend à mettre en avant que les microorganismes dénitrifiants porteurs des gènes étudiés présentent des caractéristiques écologiques différentes. Xavier Nesme Species specific ecological adaptation of bacterial genomic species revealed by comparative and functional genomics in Agrobacterium tumefaciens. In the current debate on the significance of species in bacteria, we investigated the idea that bacterial speciation might be caused by adaptation to a specific ecological niche. Indeed bacterial species are presently defined as coherent genomic groups although there is still no mechanism proposed to explain the separation of bacterial species in such coherent genomic groups. While specific niches are generally unknown, we thought that it is possible to infer them by exploration of genomic specificities. Here we tested the following ideas: i) imprints of species adaptations should be found in the genome of present members of a species, ii) functional analysis of imprints might permit us to infer the specific ecological niche of a species, and iii) this might help to elucidate mechanisms involved in the speciation of bacterial genomic species. In the model case of the Agrobacterium tumefaciens species complex, the gene contents of 25 strains were determined relative to a reference strain (C58) by comparative genomics. We found genes present in all members of one genomic species and lacking in other closely related species. These genes were shown to encode adaptation to a specific niche (namely within a rhizospheric habitat). This allowed us to point out fitness islands encoding functional units specific of the model species. Several functions involved plant secreted compounds (sugars, phenolics) outlining a niche mainly defined by commensal plant-bacterium interactions of a soil bacterium known to be a rhizosphere inhabitant. Finding the primary ecology of a given taxon just by scrutinizing specific genome features gives rise to a renewed ecological inspection of the bacterial lifestyle. It, moreover, provides candidate genes and functions to undertake subsequent functional genomics analyses to test the reality of ecological inferences.

Armelle Marais Analyse du métagénome phytoviral des plantes cultivées et adventices associées dans un

Colomban De Vargas Tara-Oceans: a holistic approach to oceanic eco-systems. The marine planktonic realm comprises >98% of our biosphere and every liter of oceanic water contain between 10 and 100 billion organisms. If the abundances of viruses, prokaryotes, protists, and animals inhabiting planktonic ecosystems are relatively well understood, their biodiversity and interactions remain largely obscure, as do the systemic and evolutionary laws underlying the dynamical properties of their ecosystems. In Tara-Oceans, we equipped the schooner TARA with an innovative end-to-end plankton sampling and analytical pipeline, and explored, at a planetary scale, several systemic levels (DNA, RNA, phenotypes) from 11 organismal size-fractions covering the entire planktonic communities (from viruses to animals), and including a wealth of in situ physico-chemical metadata. Our goal is to use automated, very high-throughput sequencing and imaging technologies to analyze this collection of worldwide samples, in order to not only fill up the major knowledge gaps in oceanic organismal and functional biodiversity, but also develop bioinformatics and modeling tools to predict the overarching dynamical and evolutionary principles acting at eco-systemic level. In a pilot study from three Mediterranean stations, we used Illumina Hiseq to massively sequence metabarcodes, metagenomes, metatranscriptomes, single-amplified genomes (SAGs isolated by flow-cytometry from the sampling sites), as well as reference genomes from cultured planktonic strains, from several depths and organismal size-fractions. In metagenomics, the ~100 million reads produced for each of the 29 samples delivered >6,5 million peptides with low redundancy. Only 0.4% of the TARA-peptides matched proteins from the UNIPROT database, and 6.5% were recognized by peptides from Craig Venter Global Ocean Survey (GOS). Strikingly, this dramatic novelty of oceanic genes and organisms increases with increasing size-fractions, unveiling a new world of metabolism and ecological relationships in the symbiosphere, i.e. the biocomplexity generated by the tight and high-turnover cross-kingdoms biotic interactions characterizing planktonic ecosystems, partially erasing the boundaries between classical species.

Stéphane Uroz Exploration du microbiome des sols forestiers: de la diversité fonctionnelle au fond métagénomique. Les écosystèmes forestiers des régions tempérés sont parmi les écosystèmes terrestres les plus pauvres en nutriments et les moins amendés par l'Homme, et qui de plus sont soumis à une exploitation forestière. Les ressources nutritives disponibles pour les arbres et les communautés microbiennes associées sont limitées, provenant principalement du recyclage de la matière organique, de l'altération des minéraux des sols et des éléments issus des dépôts atmosphériques. Cette pression relative liée à la quantité limitée de nutriments et le temps de rotation important d'une forêt en comparaison des sols agricoles remaniés régulièrement impacte la distribution taxonomique et fonctionnelle des communautés microbiennes, leur assemblage et leur fonctionnement global, qui en retour joue un rôle déterminant pour la croissance et la santé des arbres. Il est donc particulièrement pertinent d'étudier les communautés microbiennes des sols forestiers. L'inégalité de nos connaissances sur les microorganismes telluriques, les gènes fonctionnels et surtout l'importante richesse et complexité des communautés microbiennes des sols implique de développer des approches polyphasiques et pluridisciplinaires. L'objectif de cette présentation est de présenter rapidement les différentes approches incluant des approches cultivables, des approches de métagénomique monogénique et massive que nous conduisons pour avoir une meilleure compréhension de la distribution, de l'identité taxonomique et du rôle des communautés microbiennes dans les sols forestiers.

Achim Quaiser Community analysis of a microbial mat involved in the oxydation of iron by metatranscriptomics. Through the capacity to use Fe(II) as an electron source and the conservation of energy by this process neutrophilic iron oxidizing microorganisms (FOMs) play an important role in iron redox cycling. While the role of the biotic and abiotic process was seen controversially for a long time, new data confirming the importance of microbial implication in this process are accumulating. The typical characteristic of described FOMs living at circumneutral pH is their lithotrophic metabolism using iron as their sole energy source. To compete with abiotic iron oxidation this oxygen-dependent reaction must take place at the oxic-anoxic interface, conditions often only found in difficult accessible microenvironments masked by complex ecosystems as soils and sediments. The recent detection of neutrophilic FOMs in a large variety of environments, as sediments, iron seeps, wetland soils and rhizosphere, bear testimony to their wide distribution and their importance in global iron redox cycling. While most oxic-anoxic interfaces are difficult to access and to analyze, FOMs are flourishing at the particular redox boundary characterized by steady fluxes of Fe(II) originating from an anoxic source and the oxygen is supplied from an oxygenated water body. These conditions are given and most obvious visible for example in iron-rich microbial mats, spanning often several tenths of meters with various depths. This model implies several ecological questions in particular about the multipartnership mutualism and syntrophy, the coupling of the diversity with the function of the microbial actors and the long-term maintenance of the mat. The major objective of our project is to understand the role of the interactions among microorganisms in the biogeochemical functioning of an ecosystem involved in iron redox cycling. The activities of the microbial community were analyzed by comparative metatranscriptomics and correlated to biogeochemical factors. The analysis of the microbial diversity revealed the activities of a relative limited number of species. The most abundant active microorganisms were affiliated only to three different groups: the Alveolata (eucaryote), the methanotrophs (gammaproteobacteria) and the betaproteobacteria potentially involved in iron oxidation. While the presence of iron oxidizer were expected, the activity of methanotrophs was surprising. The statistical analysis showed a vertical spatial structuring of the microbial community in dependence of the depth with higher activities of methanotrophs near the sediment. These results indicate that the stability and the structuring of the mat is based on functional interactions (syntrophy) among methanotrophs and iron oxidizing bacteria.

Olivier Zemb Improvement of RNA-SIP by pyrosequencing to identify putative 4-nnonylphenol degraders in activated sludge. Nonylphenols (NP) have estrogenic potential because of their phenolic ring, but the organisms involved in the degradation of this alkylated phenol remain unidentified. Using 16S ribosomal RNA (rRNA)-based stable isotope probing (SIP) and a new method based on pyrosequencing, we identified the bacteria involved in the degradation of the aromatic ring of [U-ring-13C] 4-n-NP in aerobic sludge. The first order degradation rate of 4-n-NP was 5.5 d-1. Single strand conformation polymorphism of densityseparated labeled and unlabeled 16S rRNA showed significant differences and enabled selection of four representative fractions for pyrosequencing. Nineteen phylotypes showed a significant enrichment in the heavy fraction in the labeled pulse. The relative abundances of these phylotypes were combined with the RNA concentration of each fraction to yield a simple model of the distribution of each phylotype across the gradient. This model was used to estimate the percentage of labeling for each phylotype. The sequences showing the highest labeling (11%) were closely related to Afipia sp. but represented only 2 % of the RNA in the heavy fraction of the labeled pulse. The sequences representing the largest fraction of the RNA in the heavy fraction were related to Propionibacterium acnes and Frateuria aurantia, which are known to possess enzymes of phenol degradation. The model shows that despite Afipia having the highest 13C enrichment, species encoding the phenol degradation pathway are responsible for more 13C incorporation. Last, we showed that some species represent 12% of the total RNA but contain only 1% 13C more than the natural abundance.

Jean-Michel Monier Metagenomic analysis of electroactive biofilms responsible for electricity production in microbial fuel cells. Replacement of fossil fuels with renewable energy sources is one of the greatest challenges we will have to meet in the coming years. One of the most promising approaches developed is the use of microorganisms to convert biomass into valuable energy such methane, biodiesel, hydrogen and electricity. Microbial production of electricity via microbial fuel cells (MFCs) has been intensively investigated during the last few years and major advances have been achieved through improved reactor architecture, membranes and electrode types. Less effort has been put into the microbial compartment and the understanding of mechanisms leading to the development of electroactive biofilms. Development of microbial bioelectricity requires in-depth knowledge of the microbial communities developing at the surface of the electrodes and the identification of the processes leading to the development of electroactive consortia. The main objective of this project was to use cutting-edge metagenomic and metaproteomic technologies on bacterial communities responsible for electricity production in microbial fuel cells in order to characterize the diversity and adaptive features of bacteria in these systems. Metagenomic and metaproteomic data were obtained from biofilms developed at the surface of the anodes and exhibiting different electrical performances in microbial fuel cell reactors. This study represents the first in-depth functional analysis associating metagenomic and metaproteomic datasets of complex communities involved in bioenergy production and should prove useful to assessing the significance of extracellular electron transfer in shaping microbial communities. 

Ecosphère
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AGOGUÉ Hélène Water mass-specificity of bacterial communities in the North Atlantic revealed by massively parallel sequencing. Bacterial assemblages from subsurface (100 m depth), meso-(200-1000 m depth) and bathy-pelagic (below 1000 m depth) zones at 10 stations along a North Atlantic Ocean transect from 60°N to 5°S were characterized using massively parallel pyrotag sequencing of the V6 region of the 16S rRNA gene (V6 pyrotags). In a dataset of more than 830 000 pyrotags, we identified 10 780 OTUs of which 52% were singletons. The singletons accounted for less than 2% of the OTU abundance, whereas the 100 and 1000 most abundant OTUs represented 80% and 96% respectively of all recovered OTUs. Nonmetric Multi-Dimensional Scaling and Canonical Correspondence Analysis of all the OTUs excluding the singletons revealed a clear clustering of the bacterial communities according to the water masses. More than 80% of the 1000 most abundant OTUs corresponded to Proteobacteria of which 55% were Alphaproteobacteria, mostly composed of the SAR11 cluster. Gammaproteobacteria increased with depth and included a relatively large number of OTUs belonging to Alteromonadales and Oceanospirillales. The bathypelagic zone showed higher taxonomic evenness than the overlying waters, albeit bacterial diversity was remarkably variable. Both abundant and low-abundant OTUs were responsible for the distinct bacterial communities characterizing the major deep-water masses. Taken together, our results reveal that deep-water masses act as bio-oceanographic islands for bacterioplankton leading to water massspecific bacterial communities in the deep waters of the Atlantic.

AINOUCHE Abdelkader Variation de la taille des génomes chez des légumineuses du genre Lupinus adaptées à des conditions écologiques contrastées en région

Méditerranéenne et Africaine. Nous explorons le rôle des éléments transposables dans la variation de la taille des génomes qui accompagne les processus d'adaptation et de spéciation chez les plantes. Un intérêt particulier est accordé à l'analyse comparative d'espèces phylogénétiquement proches du genre Lupinus (Fabaceae), adaptées à des conditions écologiques très contrastées, et présentant des différences remarquables de la taille de leurs génomes. Dans ce cadre, les données fournies par les NTS sont utilisées pour évaluer la diversité des éléments transposables (et autres éléments répétés) et leur impact dans les génomes de lupins, en relation avec l'histoire des espèces et leur distribution éco-géographique.

ALMARIO Juliana Développement d'une méthode de PCR quantitative pour le suivi d'une population de bactéries phyto-protectrices dans la rhizosphère de sols résistants et sensibles à la maladie de la pourriture noire des racines de tabac. Les bactéries Pseudomonas vivant en association avec les racines des plantes et produisant le composé antifongique 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG) jouent un rôle prépondérant dans la résistance de certains sols à des maladies causées par des pathogènes racinaires. Dans les sols résistants à la maladie de la pourriture noire des racines de tabac, ces bactéries antagonistes peuvent limiter les dégâts causés par le pathogène Thielaviopsis basicola sans qu'un lien entre leur densité et le niveau de protection (résistance des sols) n'ait pu être établi par des approches culturales. Dans cette étude, une méthode de PCR quantitative (PCR en temps réel) ciblant de manière globale les différentes espèces de Pseudomonas produisant du DAPG a été développée pour suivre ce groupe fonctionnel dans la rhizosphère. Les effectifs et la diversité de ces bactéries ainsi que la densité du pathogène ont été suivis en parallèle dans les racines et la rhizosphère de plants de tabac cultivés en serre dans quatre sols résistants et sensibles. Contrairement aux approches culturales, cette méthode a permis de mettre en évidence des différences de densité des Pseudomonas producteurs de DAPG entre les sols, indépendamment du statut résistant/sensible du sol, les plus hauts effectifs étant rencontrés dans un sol sensible. Certaines de ces variations d'effectifs bactérien sont liées à la densité du pathogène. Cette méthode de suivi des populations de Pseudomonas producteurs de DAPG dans la rhizosphère sera complétée par l'analyse de leur diversité génétique, par tRFLP et séquençage. BECQUET Vanessa Séquençage de novo du transcriptome du bivalve Macoma balthica, espèce clé des écosystèmes benthiques européens. Macoma balthica, espèce clé des écosystèmes benthiques européens est confrontée, depuis une quarantaine d'années à un déplacement de son aire de répartition (de sa limite sud vers le nord est). Ce changement d'aire de répartition semble être étroitement lié à l'élévation de la température des eaux de surface dans le Golfe de Gascogne. Afin de comprendre les processus impliqués dans les mécanismes d'adaptation, nous avons comparé trois baies européennes soumises à des contraintes environnementales différentes : la Baie de Marennes Oléron en limite sud de répartition et soumis au réchauffement des eaux de surface, la Baie de Gdansk (Pologne) au coeur de la répartition et fortement anthropisé et la Baie de Somme faisant office de population référente car localisée en réserve naturelle. Pour cela, un pyroséquençage 454 a été réalisé sur l'ADNc de 10 individus de chaque population naturelle. L'annotation fonctionnelle de plus de 30000 contigs a ainsi permis de (i) caractériser plus de 1000 gènes impliqués dans la réponse générale au stress et (ii) de mettre en évidence des différentiels d'expression in situ en fonction des conditions environnementales.

ARSENE-PLOETZE Florence

BLANCHARD Laurine La bactérie Pseudomonas syringae induirait-elle la foudre afin de mieux s'adapter aux nouvelles niches environnementales ? Pseudomonas syringae est une bactérie phytopathogène ayant été trouvée dans de nombreux réservoirs naturels du cycle de l'eau à travers le monde permettant de supposer sa dissémination par ce biais. Dans les nuages, elles peuvent agir comme des noyaux de condensation induisant la formation de gouttes à partir de vapeur d'eau et sont également glaçogènes, permettant la transformation d'eau en glace à des températures supérieures à la normale. Les noyaux de glace jouent un rôle important dans l'apparition de la foudre: dans des conditions orageuses, ils sont transportés dans les nuages par des flux d'air induisant leurs collisions et conduisant à la séparation des charges électriques. Si le champ électrique devient assez élevé entre les nuages et la Terre, un canal ionisé peut apparaître et plusieurs impulsions de forte intensité sont alors délivrées. Nos expériences ont montré que les P.syringae semblaient très résistantes aux chocs électriques répétés du point de vue de leur survie et de la structure de leur génome et qu'elles étaient significativement moins affectées par la foudre dans la glace que dans le milieu liquide. De plus, la foudre permet l'entrée d'ADN dans les bactéries par un processus appelé électro-transformation due à la création de pores transitoires dans leur membrane. A l'intérieur d'un cristal de glace, les bactéries ne sont probablement pas assez nombreuses pour qu'un transfert de gènes ait lieu mais certains pores peuvent restés ouverts suffisamment longtemps voire ne jamais se refermer permettant aux bactéries, une fois tombées au sol par la pluie, d'acquérir des gènes de bactéries indigènes. Par conséquent, l'activité de nucléation de la glace et ses conséquences telles que la foudre et l'électro-transformation pourrait permettre à P.syringae d'acquérir des gènes pour mieux s'adapter aux nouvelles niches environnementales. Cette hypothèse pourrait expliquer comment cette espèce ubiquiste a pu s'adapter à autant d'habitats différents.

BRUTO Maxime Analyse génomique des propriétés phytobénéfiques chez les bactéries symbiotiques associatives. Le développement et la croissance des plantes sont fortement influencés par les symbioses mutualistes ou associatives avec des bactéries du sol. Parmi elles, les symbioses associatives (coopérations) restent mal connues, car elles impliquent une grande diversité de taxons bactériens et de propriétés phytobénéfiques. Notre objectif est de comprendre, par des approches génomiques, la distribution et l'évolution des gènes codant des propriétés phytobénéfiques chez les Proteobactéries en symbiose associative avec la plante. Vingt de ces gènes parmi les plus emblématiques ont été recherchés dans les génomes séquencés de bactéries symbiotiques associatives, mais aussi de bactéries mutualistes ou parasites de plantes (BLAST). La majorité des gènes étudiés présente une distribution dépendante de la phylogénie, comme par exemple phlD (synthèse de 2,4-diacétylphloroglucinol) chez les Pseudomonadaceae, le type d'interaction biotique étant d'importance moindre. Néanmoins, certains gènes sont davantage ubiquistes, comme acdS (désamination de l'1aminocyclopropane-1-carboxylate) et pqqABCD (production de pyrroloquinoline). Une approche couplant génomique comparative et analyse phylogénétique est en cours pour estimer les transferts horizontaux, que nous avons mis en évidence dans le cas d'hcnB (synthèse d'acide cyanhydrique) et de ses orthologues putatifs. Ces résultats illustrent l'intérêt des approches de génomique pour mieux comprendre la diversité et l'évolution des bactéries favorisant la croissance des plantes. BUEE Marc Spatial distribution of fungal & oomycete communities in a beech forest using high-throughput sequencing. Fungi and Oomycetes are an extremely diverse eukaryotic component of soil microbial communities. High-throughput sequencing provides insight into the structure and richness complexity of these communities. Indeed, with the high number of sequences available, one can get deep information about richness of each sample, and the number of analyzed samples can also be increased. We aim at finding the best compromise between the number of samples and the number of sequences to have a full description of the spatial distribution of fungi and Oomycetes species at the stand scale (30m x 70m). The field study was conducted from a moder type humus soil in a temperate beech forest (Vosges, France). Twenty adjoining trees (Fagus sylvatica) were selected. For each tree, samples were taken in the organic (0-10 cm depth) and organo-mineral (10 to 20 cm depth) horizons.Total DNA was extracted from fine roots and from soil for each horizon. Primers ITS1F and ITS2 were used to focus on fungal communities in the different compartments (80 samples). A nested amplification, with ITS6/ITS4, then ITS6/ITS7 primer pairs, was done to target oomycetes from soil (40 samples). High-throughput sequencing generated 362 660 sequences, out of which 82.4 % were kept for analyses, thus leading to 2 400 sequences per samples on average. Approximately 45% of the operational taxonomic units (OTU) were singletons and were not further considered. The data strongly suggest that the communities are structured by the soil horizons. The spatial distribution, and its relation to soil characteristics, will be discussed for the different ecological groups (saprotrophic/mutualistic fungi and oomycetes).

CARIOU Marie Wolbachia and Mitochondrial Introgression in Arthropods:

In silico assesment of RADsequencing suitability for interspecific comparisons. Mitochondrial introgression corresponds to the introduction and spread of a mitochondrial haplotype in a divergent species following an hybridisation events. Some maternally inherited intracellular symbionts may favor mitochondrial introgression since they induce alterations of their host reproduction that favor their own spread. Reproductive parasites and mitochondria are cotransmitted and the spread of a symbiont can thus indirectly cause the fixation of the associated mitochondrial haplotype. The objective of this project is to estimate the frequency of mitochondrial introgression and to quantify the contribution of Wolbachia to this phenomenon, through the analysis of discordances between nuclear and mitochondrial genetic markers. This study will be embeded in the SymbioCode project, which includes DNA extracts of over 5000 arthropod specimens from Polynesian islands, spamming 1100 species scattered throughout the arthropod phylogeny. Sequences of the mitochondrial CO1 gene have already been obtained. Nuclear genetic markers will be generated through the RADseq technique (Davey et al. 2011) which implies illumina sequencing, in numerous divergent groups of Arthopods. The RADseq technique allows one to obtain homologous sequences from a large number of samples from a single sequencing reaction. This method consists in sequencing DNA flanking rare restriction sites, randomly distributed throughout the genome. The effect of Wolbachia on introgression will be assessed by combining nuclear, mitonchondrial and Wolbachia data. In this poster, we will present the results of a preliminary in silico analysis, which aimed at assessing the suitability of the RADseq technique for comparison of organisms from different related species in various groups of Arthropods. This analysis was performed using the complete genomes of 12 Drosophila species. Specifically, we determined the number of homologous markers expected to be recovered between two species depending on (1) their time of divergence, (2) genome size, (3) GC content, (4) the length and GC content of the restrictions sites and (5) the average sequencing coverage. This analysis highlights the strength and limitations of the RADseq method for inter-specific comparisons.

CHAPON Virginie Analyse des communautés bactériennes de sols uranifères naturels.

This study investigated the influence of uranium on the indigenous bacterial community structure in natural soils with high uranium content. Radioactive soil samples exhibiting 0.26% -25.5% U in mass were analyzed and compared with nearby control soils containing trace uranium. EXAFS and XRD analyses of soils revealed the presence of U(VI) and uranium-phosphate mineral phases, identified as sabugalite and meta-autunite. A comparative analysis of bacterial community fingerprints using denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) revealed the presence of a complex population in both control and uranium-rich samples. However, bacterial communities inhabiting uraniferous soils exhibited specific fingerprints that were remarkably stable over time, in contrast to populations from nearby control samples. Representatives of Acidobacteria, Proteobacteria, and seven others phyla were detected in DGGE bands specific to uraniferous samples. In particular, sequences related to iron-reducing bacteria such as Geobacter and Geothrix were identified concomitantly with iron-oxidizing species such as Gallionella and Sideroxydans. All together, our results demonstrate that uranium exerts a permanent high pressure on soil bacterial communities and suggest the existence of a uranium redox cycle mediated by bacteria in the soil. 

DE BRUIJN Frans

DEMANECHE Sandrine Characterization of denitrification gene clusters of soil bacteria via a metagenomic approach.

Screening of metagenomic DNA libraries to detect clones whose inserts contain genes of interest is one of the technical challenges related to the development of the metagenomic approach. A technique was developed in which the 77 000 clones of a metagenomic library are spotted on high-density membranes and hybridized with a probe solution consisting of a mixture of oligonucleotides complementary to 14 different genes. The pool of targeted genes included those associated with functions as wide as denitrification, antibiotic resistance, and dehalogenation. After hybridization, 134 positive clones were detected out of the 77 000 tested, thus providing a drastic selection process. Positive clone DNA was pooled and pyrosequenced, and sequences compared (BLAST) to those obtained by 454FLX pyrosequencing of the original extracted metagenomic DNA. In the case of the denitrification genes, contig assembly with bioinformatics tools produced 5 contigs containing nirS, 4 contigs containing nirK, 2 contigs containing nosZ and 1 contig containing both nirK and nosZ. This study demonstrates the potential of metagenomic approaches to characterize functional genes present in small populations (<5%) of the soil microbial community.

DOMAIZON Isabelle Variations à court terme de la diversité du picoplancton eucaryote lacustre : approche par séquencage massif. Les variations à court terme (2/3 jours) de la diversité et de l'abondance du picoplancton eucaryote (fraction planctonique <5µm) a été étudiée dans le lac Léman au cours d'une période estivale (2 ½ mois), sur la base d'un couplage entre différentes méthodes moléculaires (pyrosequencage 454 sur amplicons, PCR quantitative, TSA-FISH). Pour une meilleure comparaison entre échantillons, une approche normalisée des données de pyroséquençage a été réalisée par introduction d'un ADNr standard interne (proportion connue (1%)) dans chaque échantillon. Les résultats de séquencage massif ont révélé une diversité du picoplancton eucaryote très importante (1017 OTUs) en comparaison des données précédemment acquises par construction de librairies de clones (Lepère et al 2008). La grande majorité de cette diversité est représentée par des taxa rares (<0,01% des séquences totales), appartenant principalement aux groupes hétérotrophes des LKM11 et Dikaryomycètes et à des organismes photosynthétiques (Chlorophyta, Bacilliarophyta, Dynophyceae). Cet assemblage d'organismes rares s'avère extrêmement stable, la plupart des taxa (97%) n'étant jamais abondants dans aucun des 23 échantillons réalisés au cours de ce suivi. La communauté des picoeucaryotes lacustres est, par ailleurs, caractérisée par d'importants et continuels remaniements impliquant principalement des changements de dominance au sein des 21 'core taxa'(>1% des séquences) définis au cours de l'étude. Quelques OTUs d'abondances intermédiaires (0,01-1% des séquences), qui ponctuellement deviennent abondants, sont particulièrement impliqués. Ces réassemblages/remaniements sont essentiellement le fait de taxa bactérivores (Ciliophora, Cercozoa) et de parasites-saprophytes (Perkinsozoa, LKM11). Par ailleurs, d'importantes variations quantitatives à court-terme à l'échelle de la communauté et de divers groupes phylogénétiques sont observées et doivent être considérées plus attentivement afin d'éviter toutes interprétations biaisées lors d'approches comparatives basées sur un échantillonnage limité (ponctuel). De cette étude découlent de nombreuses questions concernant à la fois les facteurs qui régissent ces remaniements rapides de la communauté picoeucaryote et la biogéographie de ces micro-organismes.

DuBOW Michael Bacterial diversity of surface sand samples from Asian deserts and their potential for long-distance transport by Asian sandstorms. Arid regions represent nearly 30%

of the Earth´s terrestrial surface. They thus correspond to important ecological models, but their microbial biodiversity is not well characterized. Using pyrosequencing of 16S rDNA sequences amplified by PCR from total DNA extracted from surface sand samples, we examined three samples from the Taklemaken desert (China) and two samples from the Gobi desert (Mongolia). In total, 4088 OTUs (using 97% sequence similarity levels) were found among the five samples, which could be grouped into 102 families representing 15 phyla. OTUs belonging to the Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria were the most abundant. The bacterial population composition was significantly different among the five samples. The OTUs estimated by Chao1 varied from 1172 to 2425 per sample. There were 30 genera in common among the five samples. Four of these Pontibacter.sp; Salinimicrobium.sp; Planococcus.sp and Marmoricola.sp appeared to be specific to deserts, as member of these genera have been detected in desert-like environments. In Asia, many cities suffer from sandstorms because of wind s that transport sand (≈8x105 tons in 2007) from these two deserts over distances of several thousand miles. We compared the bacterial diversity in the air that can associate with sterile sand in the absence of a sandstorm with that from sand collected during a sandstorm in two Asian cities (Beijing, China and Guangju, South Korea). Our results suggested that sandstorms reduce 

DUFRESNE Alexis Diversité microbiennes et fonctionnement des écosystèmes des eaux souterraines.

Les aquifères et les eaux souterraines qu'ils contiennent offrent une grande diversité d'habitats pour les micro-organismes et représentent un réservoir de biodiversité encore largement inexploré. Malgré la grande variabilité des aquifères, les écosystèmes des eaux souterraines possèdent un certain nombre de propriétés fonctionnelles communes telles que une faible production primaire et une forte oligotrophie. Ces propriétés font des aquifères des environnements extrêmes et la disponibilité des ressources apparaît fortement contrôlée par la dynamique de renouvellement des eaux souterraines à partir des environnements de surface. Les approches de datation renseignent sur la vitesse de renouvellement et sur l'état d'isolement des eaux souterraines. Ainsi, plus les eaux sont anciennes et moins les concentrations en matière organique et en oxygène sont importantes. Ce contrôle au niveau de l'écosystème est supposé affecter fortement les communautés de micro-organismes des eaux souterraines. Nous avons développé une approche d'écologie intégrative en nous appuyant sur des compétences en hydrologie, hydrochimie et génomique environnementale pour comprendre la relation existant entre le niveau de diversité des communautés microbiennes et l'état d'isolement des écosystèmes des aquifères par rapport à la surface. L'analyse d'environ 500000 séquences d'ARN ribosomale 16S montre l'existence de communautés microbiennes très diversifiées dans les aquifères étudiés. Ces séquences ont pu être classées dans plus de 60 phyla de bactéries. Un grand nombre de taxons inconnus jusqu'alors ont également été détectés. Nos résultats indiquent que même à une échelle locale, la structure des communautés microbiennes est fortement corrélées aux caractéristiques hydrologiques et hydrochimiques des aquifères. En particulier, nos travaux indiquent que l'isolement des hydrosystèmes profonds ne se traduit pas par une perte de diversité.

FAURE Denis Analyse comparative du génome de quatre isolats d'Erwinia amylovora du

Maroc. Le Feu Bactérien, provoqué par l'entérobactérie de l'espèce Erwinia amylovora, est l'une des plus redoutables maladies affectant les arbres fruitiers à pépins et les maloïdées d'ornement (Van der Zwet et Keil., 1979). Une épidémie de feu bactérien sévit actuellement au Maroc. Afin de comprendre la structure de la population marocaine d'Erwinia amylovora, quarante isolats de cette espèce ont été collectés au Maroc en 2009 et 2010 à partir de différents hôtes et de plusieurs foyers du feu bactérien. Après détermination de leur pouvoir pathogène, les isolats ont fait l'objet d'une analyse génétique par PCR en utilisant des gènes marqueurs chromosomiques et plasmidiques. Nos résultats montrent que tous les isolats contiennent un plasmide de 29Kb (pEA29) qui est connu pour être porteur de gènes de virulence. Nous avons également montré que 40% de ces isolats répondent positivement aux marqueurs d'un autre plasmide de 70Kb (pEI70). Afin d'identifier de nouveaux marqueurs de ces souches marocaines, quatre souches ont été choisies pour un séquençage de leur génome par une approche Illumina. En parallèle, la recherche d'agents de bio-contrôle a permis de mettre en évidence différents isolats bactériens antagonistes de la croissance et des symptômes d'Erwinia amylovora. Ces isolats sont en cours de caractérisation. Cette étude permettra de mieux comprendre l'origine génétique de l'épidémie et d'envisager de nouvelles approches de lutte contre cette maladie émergente au Maroc.

FRAISSINET-TACHET Laurence La résistance des microorganismes eucaryotes des sols aux métaux lourds. Un des enjeux actuel en science de l'environnement est de connaître la diversité des mécanismes conduisant à une résistance aux métaux lourds. Bien que l'on connaisse certains de ces mécanismes (chélation etc…) déjà décrits chez des espèces modèles, il se peut que d'autres mécanismes soient mis en oeuvre in situ par des espèces non cultivables vivant dans des sols pollués. Pour prendre en compte ces mécanismes de résistance exprimés par tous les microorganismes eucaryotes du sol, nous avons développé une nouvelle approche de génomique environnementale, la métatranscriptomique fonctionnelle. Cette approche est basée sur l'extraction directe des ARN messagers polyadénylés eucaryotes à partir d'échantillons de sol, suivie de leur conversion en ADNc clonés dans un vecteur d'expression de levure. Les sols étudiés étaient contaminé par des métaux lourds, anciennement contaminé ou non contaminé. Les banques d'ADNc environnementale ont été utilisées pour complémenter 3 mutants de levures sensibles au Zn ou au Cd. A l'issu du criblage, les gènes de résistance ont été isolés, séquencés et analysés. En parallèle, la diversité des organismes eucaryotes présents a été étudiée par séquençage des gènes d'ARN ribosomique 18S. Celui-ci a montré que dans les 3 sols, tous les phyla eucaryotes étaient représentés. Le crible des banques d'ADNc environnementales nous a permis d'identifier plusieurs gènes conférant la résistance au Zn ou au Cd regroupés en 10 familles. Quatre catégories de familles de gènes ont pu être distinguées : i) des gènes sans fonction connue; ii) des familles de gènes nouveaux qui codent pour protéines dont la séquence suggère une fonction biologique ; iii) des gènes appartenant à des familles connues mais dont l'implication dans des processus de détoxication des métaux n'était pas 

GEREMIA Roberto A. Assessment of soil fungal diversity in different alpine tundra habitats by means of pyrosequencing.

Studying fungal diversity is vital if we want to shed light on terrestrial ecosystem functioning. However, there is still poor understanding of fungal diversity and variation given that Fungi are highly diversified and that most of fungal species remain uncultured. In this study we explored diversity with 454 FLX sequencing technology by using the Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) as the fungal barcode marker in order to evaluate the effect of eleven environmental conditions on alpine soil fungal diversity, as well as the consistency of those results by taking into account rare or unidentified Molecular Operational Taxonomic Units (MOTUs). In total we obtained 205131 ITS1 reads corresponding to an estimated fungal gamma diversity of between 5100 and 12 000 MOTUs at a 98% similarity threshold when considering respectively only identified fungal and all MOTUs. Fungal beta-diversity patterns were significantly explained by the environmental conditions, and were very consistent for abundant/rare and fungal/unidentified MOTUs confirming the ecological significance of rare/unidentified MOTUs, and therefore the existence of a fungal rare biosphere. This study shows that a beta-diversity estimation based on pyrosequencing is robust enough to support ecological studies. Additionally, our results suggest that rare MOTUs harbour ecological information. Thus the fungal rare biosphere may be important for ecosystem dynamics and resilience.

GOBET Angélique Is There a Link Between Marine Protistan Activity and the According Total Protistan Diversity? Typically, rDNA is used as a taxonomic marker to assess microbial diversity, including dormant cells and extracellular DNA, both present in significant quantities in aquatic environments. One way to identify only the active fraction of the community is to compare the diversity obtained using rDNA with the diversity represented by reverse transcribed rRNA, assuming the more a cell is active, the more it contains ribosomes. In marine ecosystems, several studies following this approach have been carried out to describe the active prokaryotic diversity but very few have been done on the eukaryotic microbial diversity. The BioMarKs (biodiversity of marine eukaryotes) project, explores marine protistan diversity along European coasts. An environmental genomic approach has been applied on ~100 samples, including 2 water depths, 3 size fractions, and marine sediment. The V4 variable region of 18S rDNA and rRNA was pyrosequenced and multivariate analyses were applied on the resulting datasets to compare for sample similarities. About 70% samples indicated a higher diversity in the active community (rRNA) than in the observed community (rDNA). Despite only ~50% operational taxonomic units (OTU) were found in common between rRNA and rDNA, there was a significant correlation between their OTU abundance and similar ecological patterns. A non-metric multidimensional scaling showed that both templates indicated a similar grouping of protistan communities according to their origin or to size fractions. However, rDNA protistan communities from the largest fraction in the water column presented similarities with those from the sediment, while community differences were observed between the water column and the sediment within the active rRNA community, suggesting distinct active protistan communities between the large fraction and the sediment. These preliminary results indicate advantages of using the rRNA approach to avoid biases such as those induced by rDNA gene copy numbers or free DNA, and complement the rDNA approach.

HOMMAIS Florence Identification des ARN non codants chez Agrobacterium tumefaciens.

Les ARN non codants (ARNnc) sont des molécules de petites tailles qui ont un rôle de régulateur dans la cellule (Waters and Storz 2009). Leurs caratéristiques suggèrent que ce mode de régulation est favorable lors de changements rapides des conditions environnementales (Shimoni, Friedlander et al. 2007). Chez les bactéries, la transition entre différents modes de vie est rapide et nécessite une re-programmation immédiate des activités cellulaires. A. tumefaciens est une bactérie commune des sols capables de changer de modes de vie en établissant des interactions soit commensale dans la rhizosphère, soit pathogène, causant la maladie de la galle du collet, lorsqu'elle porte le plasmide Ti (tumor inducing) (Pitzschke and Hirt 2010). Dans l'optique de caractériser les petits ARN impliqués dans ces transitions, nous avons identifié les ARN non codants de la souche C58 par une combinaison d'approches globales, de prédictions bioinformatiques et de séquençage à haut débit par méthode Illumina brin spécifique. Parmi ces ARN nouvellement identifiés, nous avons mis en évidence plusieurs d'entre eux dont le niveau d'expression est différent en présence d'extraits de racine de plante, suggérant un rôle de ces ARN dans l'adaptation à l'interaction avec l'hôte.

HUGONI Mylene Diversité spécifique et fonctionnelle des communautés archéennes oxydant l'ammonium dans les écosystèmes aquatiques.

A l'heure actuelle, l'ampleur des études menées sur le cycle de l'azote des écosystèmes aquatiques ne permet pas de prendre en compte la complexité des processus mis en jeu dans ces milieux. Une des découvertes les plus marquantes est l'implication des Archaea, et notamment des Thaumarchaeota (Crenarchaeota Ecosphère Continentale et Côtière Ecosphère Continentale et Côtière mésophiles), dans le processus de nitrification des écosystèmes aquatiques et terrestres. Alors que la plupart des études conduites dans les écosystèmes aquatiques se sont concentrées sur le milieu marin, les zones oxygénées lacustres ont été particulièrement peu étudiées à ce jour. Nous avons donc mené une étude sur quatre lacs français de statut trophique différent, les lacs Bourget, Godivelle, Aydat et le réservoir de la Sep. La diversité, l'abondance et le rôle biogéochimique potentiel des Archaea planctoniques ont été évalués en étudiant les gènes de l'ADNr 16S et amoA impliqué dans l'oxydation de l'ammonium. Les analyses phylogénétiques ont révélé la présence des deux phyla archéens, les Euryarchaeota et les Crenarchaeota, dont la majorité des séquences pour ce dernier est affilié au groupe I.Ia, couramment retrouvé dans la colonne d'eau marine. Néanmoins, les résultats montrent des différences de composition des communautés archéennes dans les quatre lacs étudiés. De plus, cette étude a confirmé la présence d'un clade d'Archaea oxydant l'ammonium spécifiquement adapté aux eaux douces mais ne permet cependant pas de relier le statut trophique du lac à la diversité archéenne, ni même aux communautés oxydant l'ammonium. La contribution relative des Archaea par rapport aux bactéries dans l'oxydation de l'ammonium a été évaluée sur trois de ces lacs par mesure de l'abondance des gènes amoA par PCR quantitative sur une année. Cette étude montre pour la première fois des variations saisonnières des communautés oxydant l'ammonium dans plusieurs lacs de statut trophique varié et suggère que la dynamique de ces communautés pourrait être influencée par les variations des facteurs biotiques et abiotiques du milieu.

JOLY Dominique Adaptation of expression in

Drosophila simulans: invasion of an anthropised world. Natural variation of population has been extensively studied at the DNA level, assessing population origin and history, the effect of adaptation and drift. Variation of expression in natural populations is however quite a new topic of interest, and if first studies focused on laboratory strains, we gradually come closer to the natural variation of expression. In this study, we examined the role of expression in both adaptation and plasticity. To do so, we collected large samples of Drosophila simulans females from two different populations. The first one was from the ancestral range (Mayotte), while the second one was a derived population (Rhone Valley, France). Female collected were then individually raised either on artificial axenic medium or on natural medium (apple for France, banana for Mayotte). The expression of male offspring was examined using 3' Digital Gene Expression, a RNA count high throughput technique (Illumina Genome Analyzer). Our result show striking adaptive differences between populations in pesticide detoxification genes, notably Gluthatione transferases, and Cytochrome P450s. Main differences between medium reside in the downregulation of genes implicated in defense against bacteria and fungi in individuals raised on the axenic medium. Indeed this medium is much less subjected to microbian invasion than natural medium (fruits). We did not detect major responses in metabolism to the medium shift by itself (new sugar source,...). At the expression level, we therefore revealed both plastic response to nutritive medium (immune system) and adaptive response linked with variation of population exposure to pesticides.

JOUANNEAU Yves Investigation of bacterial biodiversity in soil subjected to chronic PAH pollution. Chronic or accidental pollution of the environment by toxic compounds, some of which are persistent in water and soil, raises health concerns. The aim of this study was to examine the potential of bioremediation of polyaromatic hydrocarbon (PAHs) polluted soils by identifying microbial actors responsible for their degradation in situ. Bacterial diversity was investigated in retention systems built by AREA to collect road runoffs. Bacteria specifically involved in PAH degradation were identified without prior isolation using molecular tools and in-situ functional isotopic labeling, with 13C-phenanthrene as a probe. Analysis of soil diversity showed that a few of the identified bacteria were closely related to isolates previously known to degrade PAHs, but most of them belong to uncharacterized genera. Hence, our study unveiled the richness of the bacterial community involved in pollutant degradation in soil. The diversity of enzymes catalyzing PAH degradation was also investigated, by focusing on dioxygenases. A novel strategy was used to PCR-amplify DNA regions specifying the catalytic domains of dioxygenases from soil DNA and to reconstitute functional genes. Based on our studies, molecular tools may be developed to improve bioremediation of contaminated soil or to ease the management of facilities designed to treat chronic pollutions.

KAISERMANN Aurore Réponse des communautés microbiennes d'un sol prairial et de la production de CO2 face à des cycles de sécheresse-pluie de durée de sécheresse variable.

Dans le contexte actuel de l'augmentation des concentrations de CO2 atmosphériques, il est apparu très important de comprendre la réponse des pools de carbone global aux changements environnementaux. Or, les sols jouent un rôle fondamental dans le cycle du carbone, mais les processus s'y déroulant sont encore peu connus, réduisant la confiance des projections des modèles climatiques. L'effet de la réhydratation d'un sol après une pluie est un facteur régulant les flux de CO2. En effet, beaucoup d'études ont montré un flush de CO2 suite à cette réhydratation mais son intensité est très variable pour des causes encore mal comprises. Ces pulses de CO2 pourraient donc influencer la balance carbonée des écosystèmes. Or les prédictions climatiques suggèrent des modifications des régimes hydriques. De plus, une perturbation peut causer des impacts potentiellement variés: la composition microbienne peut être ou non résistante et/ou résiliente et si elle est altérée, cela peut induire ou non des variations dans leurs performances fonctionnelles. Ainsi, des changements dans les communautés microbiennes suite à une perturbation pourrait directement affecter les processus écosystémiques. Le principal objectif de cette étude est de déterminer l'effet de cycles de sécheresse d'intensité variable sur la réponse des communautés microbiennes et de la production de CO2. Nous avons conduit une incubation de microcosmes de sol prairial durant laquelle nous avons suivi les flux de CO2 et en parallèle déterminé les dynamiques de la structure des communautés microbiennes du sol. Nous avons posé comme hypothèses que (1) plus la durée de la sécheresse sera grande, plus le flush sera important et moins les communautés seront résistantes et résilientes; (2) il y aura une adaptation des communautés suite aux cycles répétés de sécheresse-réhydratation; (3) il existe un seuil au-delà duquel la perturbation ne permet plus la résilience du système.

KERMARREC Lenaïg Séquençage nouvelle génération pour caractériser les communautés de diatomées bioindicatrices : comparaison de 3 marqueurs moléculaires. Des évaluations précises (composition spécifique et abondance) des communautés de diatomées sont requises pour évaluer l'état écologique des cours d'eau. L'identification en microscopie nécessite temps et expertise en raison de la présence de complexes d'espèces. Le développement d'un nouvel outil d'identification précis et rapide est donc un défi majeur pour le suivi en routine de la qualité des écosystèmes aquatiques. Nous avons évalué les capacités du séquençage « nouvelle génération » pour aller vers un outil de bioindication basé sur la métagénomique taxonomique (inventaires taxonomiques haut-débit). Pour cela nous avons analysé 3 échantillons artificiels (composés de 30 souches de diatomées connues) sur 3 marqueurs : l'ADNr 18S, le gène rbcL et le gène cox1, dans le but d'établir l'inventaire des diatomées présentes dans ces échantillons. Deux ont été fait en mélangeant des produits PCR, et le troisième en mélangeant directement les cultures, afin d'évaluer les biais liés à la PCR. Nous avons également élaboré des bases de référence de diatomées pour les 3 marqueurs testés grâce à des données du laboratoire et des séquences de GenBank expertisées. Pour chaque échantillon, les séquences obtenues à partir des 3 marqueurs ont été comparées à ces bases de référence afin d'établir un inventaire. Ces inventaires ont été comparés à l'inventaire attendu. Les séquences d'ADNr 18S présentent une faible résolution. Le gène cox1 semble avoir le pouvoir résolutif le plus important, mais la base de référence est peu fournie en raison de difficultés de séquençage. Les inventaires obtenus à partir des séquences de rbcL sont étroitement liés aux inventaires attendus. Ce gène à l'avantage d'allier un fort pouvoir résolutif à une importante base de référence. L'utilisation du gène rbcL couplé aux nouvelles techniques de séquençage pourrait donc servir d'outil moléculaire pour une identification simple et rapide des espèces de diatomées dans des échantillons environnementaux.

KOECHLER Sandrine

Arsenic dans les SEDiments MARins : fonctionnement des communautés par analyse métagénomique. Le projet ASEDMAR a pour objectif d'élaborer un modèle intégrant biochimie, biodisponibilité et toxicité de l'arsenic dans les sédiments marins pollués. En effet, de fortes concentrations en arsenic dans ces sédiments posent un problème dans leur gestion et montrent un impact potentiel sur la santé humaine. Deux sites en Méditerranée ont été retenus pour ce travail : l'Estaque fortement pollué, en particulier par l'arsenic et Saint Mandrier, où la pollution est moindre. Les métagénomes correspondant aux 2 sites ont été obtenus par séquençage à haut débit (Roche 454 Titanium). Leur analyse a permis de dresser un inventaire des potentialités présentes et d'établir un profil fonctionnel pour chaque site.

LA BARRE Stéphane Vers un outil diagnostic et prédictif pour la biodiversité des récifs coralliens.

Les écosystèmes marins sont fragilisés par les activités humaines : industrialisation (réchauffement, acidification des océans), pêche et tourisme, urbanisation (enrichissement des eaux côtières), commerce global (déballastage des navires, introduction d'espèces invasives). Les récifs coralliens sont particulièrement visés, avec la destruction »programmée » des structures calcifiantes (coraux, algues coralliennes, éponges calcaires, foraminifères etc.) et l'évolution des microbiomes associés (passage de consortia microbiens fonctionnels à dominante autotrophe à des profils pathogènes à dominante hétérotrophe). Si l'évolution climatique, à caractère global, est réputée impossible à infléchir dans les décennies à venir, les impacts anthropiques de proximité peuvent être mieux analysés au moyen des outils moléculaires (profils métaboliques, protéomiques, transcriptomiques) et métagénomiques en plein développement. L'idée proposée est de mesurer le stress chez des espèces -sentinelles par : (i) l'établissement de bases de données des métagénomes bactériens/viraux et de profils métaboliques sur ces espèces en milieu préservé, avec mesures statistiquement fiables des écarts naturels, (ii) la comparaison avec des profils homologues, obtenus sur les mêmes espèces en milieu impacté, (iii) l'identification du (des)stress responsable(s) (iv) L'établissement pour chaque approche du Ecosphère Continentale et Côtière Ecosphère Continentale et Côtière seuil de tolérance/limite de résilience de l'espèce sentinelles (v) L'intégration dans un indice d'impact ayant valeur de norme et pouvant être labellisé. La finalité est de cadrer les activités de développement sans nécessairement les entraver et de fournir ainsi des outils beaucoup plus « réactifs » des processus d'anthropisation et à valeur prédictive, à la place des approches actuelles, souvent contestables à valeur de simple constat.

LANNELUC Isabelle Evolution de la diversité bactérienne dans des phénomènes de biocorrosion en milieu marin. Dès qu'une structure métallique est immergée dans l'eau de mer, un biofilm bactérien se développe à sa surface. Lors de la formation de ce biofilm, différentes communautés bactériennes planctoniques se fixent de façon irréversible sur la surface, et s'enveloppent dans une matrice de substances extracellulaires polymériques produites par les bactéries elles mêmes. Ce biofilm crée un écosystème dans lequel les différentes communautés bactériennes doivent interagir, formant ainsi des synergies pouvant affecter les processus électrochimiques à travers un métabolisme coopératif, et donc pouvant influencer la corrosion. Ces phénomènes, nommés biocorrosion ou corrosion induite (ou influencée) par les microorganismes, ne sont cependant pas encore totalement compris. Les micro-organismes les plus fréquemment invoqués sont les bactéries sulfato-réductrices. Notre recherche s'inscrit dans l'étude des interactions possibles entre les microorganismes et les processus de corrosion accélérée de structures métalliques en environnement marin. Dans ce cadre, l'objectif des travaux de recherche présentés ici est de caractériser le plus complètement et le plus finement possible la microflore bactérienne des biofilms composites « rouille/bactéries » formés sur acier en milieu marin. La diversité bactérienne a été étudiée au sein d'échantillons de biofilm recueillis sur des structures métalliques portuaires à différents stades d'immersion.

LAUGA Béatrice Microbial biogeography of Acid Mine Drainage: a study of genetic diversity and species diversity from an evolutionary perspective. Acid Mine Drainages (AMDs) are one of the most serious environmental problems facing the mining industry throughout the world. They are generated upon exposure to oxygenated water of wastes left by the mining and processing of sulfide ores such as pyrite (FeS2), arsenopyrite, etc. AMDs are characterized by typical pH values in the range of 2-4. Such waters often contain high concentrations of iron, toxic metals (such as aluminium, manganese, lead, cadmium, zinc), and metalloids (of which arsenic and selenium). These harsh conditions lead frequently to classify AMDs as extreme environments. Geographically unrelated sites with different levels of contamination are good candidates to address fundamental questions about microbial biogeography, contributing to document and understand patterns of microbial biodiversity. In addition AMDs, as extreme environments, provide simplified microbial communities that may be usefully compared and contrasted with more complex ecosystems. Finally, the strong physicochemical constraints of these ecosystems provide the opportunity to investigate the impact of selection pressures on biodiversity. By comparing similar environments in different geographical locations, we investigated microbial species diversity of different AMDs using barcoded 454pyrosequencing of amplified 16S rRNA genes, whilst taking into account environmental parameters (geochemistry and physico-chemistry). Thus in a first level we aim to offer insights into Baas Becking's concept (1934) 'Everything is everywhere, but the environment selects' and try to disentangle the mechanisms that generate and maintain species diversity considering both the environment and the geographical isolation of the studied sites.

LAVERMAN Anniet Effect of environmentally relevant vancomycin concentrations on nitrate reduction rates and denitrifying community structure in river sediments (Charmoise, Seine basin, France). Recent studies have revealed the presence of antibiotics in the environment, ranging from low (ngL-1) in river and surface waters, to intermediate (µgL-1) in waste water treatment plants. As little is known about the effect of these environmental concentrations on biogeochemical processes, we investigated the effect of vancomycin (human medicine) on nitrate reduction rates and the denitrifying community structure in river sediments. We used flow-through reactors allowing continuous supply of low to intermediate vancomycin concentrations to riverine sediments, originating from upstream and downstream of a waste water treatment plant, receiving the effluent from a hospital, for several weeks while simultaneously determining nitrate reduction rates. Whereas the presence of ngL-1 vancomycin concentrations had little effect on nitrate reduction or nitrite production rates, µgL-1 concentrations occasionally decreased nitrate reduction rates and led to increased nitrite production. A shift in the nitrous oxide reductase (nosZ) bacterial community structure (PCR-DGGE), at intermediate (µgL-1 range) vancomycin concentrations was observed in the sediments upstream of the waste water treatment plant, whereas downstream sediments, exposed to hospital effluent (antibiotics), showed no change in nosZ community structure. Even though low vancomycin concentrations had little effect, intermediate concentrations potentially change both sedimentary denitrification rates and community structure. 

LEHEMBRE Frédéric Détection et caractérisation de gènes de résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques dans des sites miniers.

De récentes études ont mis en évidence que l'exposition d'un écosystème à des métaux lourds s'accompagne d'un accroissement de la résistance aux antibiotiques parmi les populations bactériennes. Par conséquent, la contamination métallique pourrait jouer un rôle important dans le maintien et la prolifération de bactéries résistantes aux antibiotiques. Afin de comprendre ce phénomène de « co-résistance », nous avons entrepris d'inventorier le plus exhaustivement possible les gènes impliqués dans la résistance à des métaux lourds et/ou à des antibiotiques issus de communautés bactériennes de sols soumis à un stress métallique. Pour ce faire, des banques métagénomiques ont été réalisées à partir des ADNs métagénomiques extraits de différents sols nus et rhizosphériques de sites miniers (Nouvelle Calédonie, Gard). Le criblage direct de ces banques sur milieux enrichis en métaux lourds ou en antibiotiques a permis de sélectionner différents d'ADN d'environ 40 kb capables de conférer une multi-résistance à ces composés toxiques. Les déterminants génétiques impliqués dans ces résistances ont été identifiés par sous-clonage des différents inserts fosmidiques dans un plasmide, puis par criblage fonctionnel des banques plasmidiques ainsi construites. En parallèle, le pyroséquençage systématique des différents ADNs métagénomiques a permis, d'une part d'apprécier la diversité fonctionnelle et taxinomique des communautés bactériennes présentes dans chaque situation environnementale étudiée et d'autres part d'évaluer la présence et l'abondance de gènes d'intérêt (résistance aux métaux, antibiotiques, éléments mobiles…) susceptibles d'être des indicateurs de l'état sanitaire du sol.

MARTINS Jean

Micro-biogéographie : une approche micro-échelle pour mieux comprendre l'impact des apports de cuivre et de carbone sur les communautés bactériennes des sols. Dans ce travail, nous avons caractérisé l'évolution temporelle de la diversité microbienne des différents micro-compartiments d'un sol viticole suite à des apports de différentes matières organiques et de cuivre sous forme de bouillie bordelaise. En combinant des approches de géochimie, d'empreintes génétiques (ARISA) et de dénombrements de bactéries cultivables résistantes au cuivre au sein des différentes fractions granulométriques du sol, nous avons montré que chaque micro-compartiment des sols représente un micro-habitat aux propriétés bio-géo-chimiques spécifique pour les bactéries, aux propriétés biogéochimies particulières. Cette spécificité confère aux communautés bactériennes de ces compartiments une sensibilité aux intrants organiques et métalliques d'intensité et de durée variables.

MILLARES Paul Shotgun proteomics to investigate the evolution of accessory gland proteins in close-related Drosophila species. The accessory gland proteins are a cocktail of proteins transmitted in the seminal fluid during mating to the female. They are important actors in male sperm competition and female post-mating behaviour. Their evolution is thought to be rapid between species and they are favouring speciation by creating reproductive isolation. In this project, the diversity of accessory gland proteins between nine closely-related species of fruit flies will be investigated in order to better understand the molecular mechanisms underlying evolution of post-mating interactions between the sexes. Accessory gland proteins will be analysed by shotgun proteomics, which consists in the coupling of nano-liquid chromatography separation and tandem mass spectrometry identification. The results of this analysis will then be compared to the genomic database from the sequenced and extensively annotated genome of Drosophila melanogaster. The appropriate bioinformatics tools will then be used in order to avoid the pitfalls of cross-species analysis between non-sequenced and sequenced organisms and compensate for different quality of annotation. The genome sequencing projects in the Drosophila species (with twelve genomes sequenced publicly available) is a tremendous asset in performing proteomic analysis. However, by comparing the results of different species, this study also urges the need for better annotation of high-throughput sequencing data in order to obtain the full-extent benefits from such a technology. NESME Joseph Characterization of the diversity and prevalence of antibiotic resistance gene determinants in the environment using a metagenomic approach. Recent work has revealed that the vast majority of antibiotics currently used for treating infections and the antibiotic resistance gene determinants (ARGD) acquired by human pathogens have an environmental origin. A better understanding of the diversity, prevalence and ecological significance of ARGD may help predict the emergence and spreading of newly acquired resistances and assess the impact of the release of large amounts of antibiotics on microbial communities and the disruption of natural ecosystems. The number of available environmental metagenomic sequence datasets is rapidly expanding and therefore offer the ability to gain a more comprehensive understanding of antibiotic resistance at the global scale. The objective of our work was to characterize the diversity and prevalence of ARGD in natural and anthropogenic environments. A total of 65 metagenome datasets were used, 58 publically available on the MG-RAST server (metagenomics.nmpdr.org) and 7 obtained from the Rothamsted Park Grass soil were screened for ARGD. Datasets from the different environments (oceans, deep oceans, Antarctic lakes, sediments, sludges, soils…) were compiled into a unique dataset (1.68 x 106 sequences; 7.66 x 109 base pairs) and a local blast was performed using over 23,000 amino-acid sequences obtained from the ARDB Database (ardb.cbcb.umd.edu). Results show that about a third of these sequences were detected and unevenly distributed among the different metagenomes, and corresponded to ca 0.3% of the sequences. The approach used in this study is currently being completed with the screening of metagenomic DNA libraries. Results obtained will be presented and discussed during the symposium.

MOREL Mélanie

NORMAND Philippe

The symbiotic signaling cascade for nodule establishment in actinorhizal plants. Actinorhizal plants are a heterologous group of eight plants families and 24 genera that develop a root symbiosis with the actinobacterium Frankia. These plants inhabit different nitrogen-poor biotopes, in different ecosystems, and this wide distribution was initially thought to stem from independent evolutionnary events. One very well known symbiosis is the one between the Legume Medicago and the Alphaproteobacterium Sinorhizobium. This symbiosis is based on a set of signaling kinases that perceive the bacterial Nod factor and through a series of transcription factors activate the symbiotic program. On the bacterial side, analysis of the complete genomes of 3 Frankia strains has permited to show there were no canonical nod genes (Normand 2007) despite the existence in the bacterial supernatant of a root hair deforming factor functionally similar to the Rhizobial Nod factor. However, this vision conflicts with Soltis (1995) who found that all plants with root nodules are in the RosidII clade, and thus hypothesized the existence of a predisposition toward microbial interactions. To decide which is true, data are needed on the determinants present. An EST approach was used to determine which genes are present in Casuarina and Alnus. As a confirmatory step, arrays were hybridized with RNA from plants at different time periods after inoculation. These results were validated with Q-PCR of some key genes. The actinorhizal plants are distributed in the dicots' phylogenetic tree, with multiple situations where non-symbiotic brother groups are close to symbiotic lineages. We undertook this work to determine if that situation resulted from a unique founding event with multiple subsequent losses or from several independent events. OHANNESSIAN Aurélie Biodégradation des huiles silicones et leurs principaux produits de dégradation -Approche macroscopique et métagénomique. Les huiles silicones (dont principalement les polydiméthysiloxanes) se retrouvent de façon massive dans les filières de traitement en raison de leur utilisation grandissante. Leur dégradation débute par des processus physico-chimiques conduisant majoritairement à un composé intermédiaire, le diméthylsilanediol. Celui-ci est ensuite décomposé par voie biologique en CO2 et en silice. L'objectif du travail réalisé est de confirmer ce résultat en employant une autre technique de mise en évidence de l'activité microbienne, et par DGGE d'étudier l'évolution des espèces en présence de ce composé.

PARTENSKY Frédéric A metagenomic approach to study the diversity and distribution of cyanobacterial pigment types in situ. The marine cyanobacteria Synechococcus is an ubiquitous and abundant phototroph, which displays a large variety of pigmentation. This diversity, which likely allows cells of this genus to colonize a wide range of ecological niches, results from the variability of the composition of its light harvesting complexes (or phycobilisomes = PBS). Previous comparative genomic studies have evidenced that genes involved in the biosynthesis and regulation of PBS rods are gathered within a specific genomic region, ranging in size from 9 to 28.5 Kbp. The incongruence between phylogenetic trees obtained from genes in this region and those based on core genes strongly suggests that this genomic island has been laterally transferred between Synechococcus lineages. In the framework of the Pelican project ("ANR Génomique Microbienne"), we have initiated a large scale study of PBS gene diversity using an original metagenomic approach focusing on the PBS gene island. Synechococcus cells were sorted by flow cytometry, prior to whole genome amplification and fosmid library construction. Fosmids containing PBS regions were then screened by hybridization. Sequencing using next generation sequencing approaches is in progress at Genoscope (Evry).

PASCAULT Noémie

Evaluation de l'impact du tébuconazole (fongicide) sur les communautés bactériennes de lacs et de rivières par une approche de pyroséquençage de l'ARNr 16S. Bien qu'un des objectifs du Grenelle de l'Environnement soit de réduire de moitié l'usage de pesticides en agriculture en 10 ans, leur arrêt total n'est raisonnablement pas envisageable à court terme. Connaissant leurs effets complexes sur l'environnement, il est donc important de poursuivre les recherches pour comprendre leur devenir dans les écosystèmes et leurs impacts sur les différentes composantes biologiques des écosystèmes. Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude expérimentale évaluant la réponse au tébuconazole (fongicide) des communautés bactériennes planctoniques de lacs et des communautés bactériennes benthiques de rivières, et sa dégradation par ces différentes communautés. Pour chaque type d'écosystème, les communautés provenaient d'environnements naïfs (lac d'Aiguebelette et amont de la rivière Morcille) et d'environnements pré-adaptés (Lac Léman et aval de la rivière Morcille). Les expérimentations ont été réalisées en microcosmes de 20L dans lesquels les communautés de chaque environnement étaient soit (i) non exposées (contrôle) ou (ii) exposées à une faible (2 µg/L) ou (iii) une forte (20 µg/L) concentration de fongicide, mimant les taux retrouvés dans les milieux aquatiques. Les résultats obtenus après 3 semaines d'incubation ont montré que 60 à 70% du tébuconazole ajouté initialement ont été dégradé dans les microcosmes de rivière, alors que seulement une faible dégradation s'est produite dans les microcosmes de lacs (15-20%). La diversité bactérienne a été caractérisée par pyroséquençage du gène codant pour l'ARNr 16S, permettant d'obtenir une moyenne de 1700 séquences par échantillon. Alors qu'aucun impact significatif du fongicide n'a été observé sur les communautés bactériennes lacustres, des modifications en terme d'abondance d'OTUs ont été identifiées au cours du temps parmi les communautés bactériennes de rivière. Ces changements d'abondance étaient dépendants du niveau de contamination du fongicide (contrôle vs 2µg/l vs 20µg/l), mais aussi de la préadaptation au tébuconazole (station amont vs station aval de la rivière).

PIVETAL Jérémy Trapping of magnetically-labelled bacteria on flat micro-patterned hard magnetic films. Single cell genomic studies have the potential to greatly improve our understanding of the ecological implication that soil bacteria have on their ecosystem. However, these studies are often hindered by the huge species diversity, the strong population size heterogeneity and numerous conceptual and technical limitations. Indeed, ecological studies are severely limited by the fact that less than 1% of soil bacterial species can be cultivated in vitro in addition to the inability of the sensu lato classical metagenomics approach of providing the complete genome sequences of all soil bacteria species. As a result, new techniques are necessary to provide access to single non-cultivable bacterial cells in soil. Although several methods with applications in environmental microbiology, such as flow cytometry or fluorescenceactivated cell sorting (FACS) that allow cell sorting by a fluorescent labeling of cell, are currently used, these approaches also remain limited by upstream autofluorescence and contamination problems for isolating individual cells. As an alternative, magnetic manipulation is an approach which could be developed to address the single bacterial cell genomics concept. The feasibility of this approach, which relies on the selective isolation of magnetic microbead labeled cells by using magnets, has been demonstrated on eukaryotic cells after they had internalized magnetic nanoparticles. More recently, magnetic manipulation has also been applied to microbial population studies, but tools that are applicable for single cell studies have yet to be developed. Here we present a magnetic single-cell bacterial capture technique where magnetic labeled bacteria could be attracted onto adapted micromagnets facilitating isolation and capture. This system will be integrated into a microfluidic channel to enable continuous flow cell separation.

ROOSE-AMSALEG Céline Les communautés bactériennes nitrifiantes et dénitrifiantes de sols agricoles : conventionnelle versus biologique ?

L'émission du gaz à effet de serre, oxyde nitreux (N2O) et la présence de nitrates (NO3-), en quantité dans les sols sont deux problèmes environnementaux majeurs en bassin de Seine, découlant de pratiques agricoles intensives. Or, la dénitrification et la nitrification sont les principales réactions métabolisant ces produits azotés. C'est pourquoi ce travail cherchait à la fois à mesurer dans des sols agricoles, les taux potentiels de réduction/production de NO3-et d'émission de N2O provenant de ces deux processus mais également à étudier les communautés bactériennes associées. Réalisée sur des sols agricoles sous pratique conventionnelle ou biologique et non agricoles, i. e. prairie et forêt, la caractérisation microbiologique consistait en PCR-DGGE de divers gènes fonctionnels (amoA, nosZ, nirK et nirS) impliqués dans ces deux processus ainsi qu'en un dénombrement semi quantitatif des bactéries cultivables dénitrifiantes par la méthode NPP. Nos résultats révèlent des structures complexes et diversifiées des communautés fonctionnelles dénitrifiantes et nitrifiantes dans les sols étudiés, pas nécessairement liées aux pratiques des sols. Les plus importantes richesses spécifiques (nombre de bandes DGGE) sont relevées dans les sols agricoles biologiques pour les communautés bactériennes nitrifiantes et dans les sols non agricoles pour les dénitrifiantes. En sols agricoles, les densités de bactéries dénitrifiantes cultivables sont plus importantes en surface, et supérieures en agriculture conventionnelle. Ce travail a permis de caractériser structurellement les communautés bactériennes capables de dénitrifier et de nitrifier dans les sols. Cependant, il nous interpelle sur la nécessité d'établir des liens entre fonction et diversité que peut-être auxquels la génomique environnementale donne espoir d'accéder… SAN MIGUEL Angélique Organochlorines impacts on plant rhizosphere microflora communities. The aim of our research is to investigate the organochlorines eco-remediation by plant rhizosphere. Such a research requires a multidisciplinary approach integrating microbiology, chemistry and plant physiology studies. Using standard organochlorines (OCs) [lindane, monochloro-, dichloro-, trichloro-benzenes (MCB, DCB, TCB)], rhizosphere microflora associated to Zea mays plants was studied. Samples were collected on control plants and plants exposed to a concentration of 15µg OCs/g dw during 45 days. Using molecular profiling we found that OCs impacted the rizospheric bacterial communities. Bacterial strains from control and treated plants were isolated and cultivated. These strains were characterized by sequencing the 16S RNA gene. A large diversity of bacteria was found in treated and untreated conditions. Strains from some of these genera (Sphingomonas, Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus) are already known to be involved in the detoxification pathways of OCs, while Sphyngobacteria seemed to be sensitive to the presence of OCs mixtures. Current work concerns test on the sensitivity of the isolated bacterial strains to OCs. STEINBERG Christian Recherche d'indicateurs fongiques de la résistance des sols aux maladies d'origine tellurique : approche de génomique fonctionnelle. Les sols résistants aux maladies d'origine tellurique sont des sols dans lesquels des agents pathogènes, bien que présents, quelquefois en densité d'inoculum importante, ne peuvent exercer leur activité infectieuse. En général ce sont des facteurs biotiques qui sont responsables de cette inhibition même si l'environnement abiotique régule ces facteurs. Actuellement, seuls des bio-essais en conditions contrôlées permettent d'évaluer le niveau de résistance d'un sol et son évolution pour un type de maladie mais ils n'ont pas de valeur générique pour différentes maladies, sont lourds à mettre en place et consommateurs de temps ce qui limite leur rôle d'indicateurs actuels ou prédictifs de la qualité phytosanitaire des sols. Des approches métagénomiques à partir d'ADN extrait du sol ont été proposées pour évaluer sans a priori la diversité des gènes associés à la résistance de sols. Elles aboutissent à la constitution de banques de gènes impressionnantes et à la production de milliers de clones pour tester l'implication de ces gènes dans les mécanismes de résistance. Malgré le développement de procédures pour aborder l'analyse métagénomique des sols, cette approche repose essentiellement sur l'exploration de génomes procaryotes face aux difficultés techniques que pose l'analyse des génomes eucaryotes dans le sol. Ce projet de thèse vise à conduire une approche métagénomique de sols résistants à des maladies et de rechercher des champignons dont l'activité contribue à l'inhibition de l'activité infectieuse des agents pathogènes. L'objectif sera de définir un ensemble de gènes fongiques a priori associés à des mécanismes traduisant la résistance de sols à des maladies et de verifier si ces gènes sont communs aux sols résistants à différents types de maladie indépendamment de la biodiversité taxonomique présente dans ces sols. Les sols résistants aux maladies d'origine tellurique sont des sols dans lesquels des agents pathogènes, bien que présents, quelquefois en densité d'inoculum importante, ne peuvent exercer leur activité infectieuse. En général ce sont des facteurs biotiques qui sont responsables de cette inhibition même si l'environnement abiotique régule ces facteurs. Actuellement, seuls des bio-essais en conditions contrôlées permettent d'évaluer le niveau de résistance d'un sol et son évolution pour un type de maladie mais ils n'ont pas de valeur générique pour différentes maladies, sont lourds à mettre en place et consommateurs de temps ce qui limite leur rôle d'indicateurs actuels ou prédictifs de la qualité phytosanitaire des sols.Des approches métagénomiques à partir d'ADN extrait du sol ont été proposées pour évaluer sans a priori la diversité des gènes associés à la résistance de sols. Elles aboutissent à la constitution de banques de gènes impressionnantes et à la production de milliers de clones pour tester l'implication de ces gènes dans les mécanismes de résistance. Malgré le développement de procédures pour aborder l'analyse métagénomique des sols, cette approche repose essentiellement sur l'exploration de génomes procaryotes face aux difficultés techniques que pose l'analyse des génomes eucaryotes dans le sol. Ce projet de thèse vise à conduire une approche métagénomique de sols résistants à des maladies et de rechercher des champignons dont l'activité contribue à l'inhibition de l'activité infectieuse des agents pathogènes. L'objectif sera de définir un ensemble de gènes fongiques a priori associés à des mécanismes traduisant la résistance de sols à des maladies et de verifier si ces gènes sont communs aux sols résistants à différents types de maladie indépendamment de la biodiversité taxonomique présente dans ces sols.

TAIB Najwa ePANAM : Analyse de la diversité des séquences de micro eucaryotesissues des nouvelles techniques de séquençage (NTS). Avec les nouvelles méthodes de séquençage massif (NTS), les projets de l'étude de la diversité, qui visent à définir la structure des populations microbiennes à partir de l'analyse de la petite sous unité de l'ARNr, ainsi que le rôle de différents organismes dans les écosystèmes, sont confrontés à une masse de données en constante augmentation. Par conséquent, les besoins de traitement bioinformatiques spécifiques ainsi que des ressources informatiques dédiées pour le traitement de séquences issues des NTS sur amplicons (i.e. pyroséquençage) deviennent un point critique de la conception de ces expériences. Par ailleurs, la plupart des outils développés pour les études de la diversité concernent les procaryotes, et peu d'outils sont disponibles pour l'analyse de la diversité des micro-eucaryotes. Nous développons ePANAM, un service web intégré, dédié à l'étude de la diversité des micro-eucaryotes à partir de séquences issues des NTS. ePANAM affilie la taxonomie à partir des phylogénies réalisées sur un million de séquences de 100 à 1500 pb et permet de restituer des clades environnementaux spécifiques. Il permet également la description des environnements étudiés par le calcul d'indices de diversité et de richesse (α diversité) ainsi que la comparaison des environnements (β diversité). Au delà de l'optimisation de ePANAM pour les données NTS, des développements impliquant une parallélisation sur cluster et un déploiement sur grille de calcul sont en cours de développement.

TERRAT Sébastien Mise au point de la MetaTaxogénomique des sols par pyroséquençage afin de caractériser la diversité et la richesse des communautés bactériennes des sols. La diversité microbienne d'un sol (que l'on estime entre 100 000 et 1 000 000 d'espèces différentes par gramme de sol) est difficile à caractériser. Toutefois, d'importantes avancées en biologie moléculaire, comme le développement du pyroséquençage, ont permis d'obtenir plusieurs centaines de milliers de séquences à partir d'un ADN méta-génomique. Ces nouveaux développements permettent maintenant de caractériser la diversité des communautés microbiennes du sol en se basant sur un marqueur phylogénétique comme l'ADNr 16S, aussi appelée MetaTaxogénomique. Toutefois, dans un contexte ou l'écologie microbienne du sol commence à s'accaparer les échantillonnages de grande envergure (spatial et temporelle) afin de mieux hiérarchiser les processus et paramètres impliqués dans l'assemblage de ces communautés, il est nécessaire d'identifier tous les biais méthodologiques qui peuvent entraîner une faible robustesse et représentativité des résultats obtenus. Il est ainsi indispensable de réévaluer l'efficacité et la reproductibilité du protocole d'extraction d'ADN de sol en fonction des pré-requis liés au pyroséquençage des gènes taxonomiques. Il est également essentiel de déterminer la profondeur de séquençage nécessaire pour obtenir une bonne estimation de la diversité des communautés bactériennes des sols étudiés. Enfin, le multiplexage des échantillons, via l'utilisation de MIDs (Multipex IDentifiers), nécessite l'évaluation des biais que peut entraîner l'introduction de ces séquences. Ces premières études nous ont permis d'évaluer les différents biais que peuvent entraîner l'usage du pyroséquençage pour étudier la diversité taxonomique microbienne des sols. Au final, ces informations nous permettront de caractériser au mieux la diversité taxonomique des microorganismes du sol, et de l'appliquer en moyen débit sur les réseaux de surveillance des sols ou sur des chronoséquences.

VANDENKOORNHUYSE Philippe

The dilemma of symbiosis. Symbiosis is also a costly behavior which has evolved by natural selection. Theoretically, for a given host, the best possible symbiont(s), is an organism providing the maximum benefit in exchange of the lowest possible reward. In this symbiotic interaction, the host intends to 'enslave' its symbiont(s). Conversely from the symbiont side, the best possible host would be an organism providing an ecological niche (e.g. a dedicated tissue) and receives the lowest possible counterpart. These ' less cooperative contributors' are expected to be numerous because their fitness is supposed to be much higher than that to good contributors. These theoretical considerations are even more true considering the case where a given host harbor more than one symbiont. In this case which is by far the most widespread, the symbiosis is expected to be unstable because of the selection of bad contributors. The symbiosis between plants and arbuscular mycorrhizal fungi (AMf) is arguably the world's most prevalent mutualism. This symbiosis has emerged 400 Millions before present and was a key factor for land colonisation. In this symbiosis, the fungus translocates nutrients from soil to plant roots through a hyphal network. In return the host plant provides carbon to these strict biotrophic organisms. To explain the cooperation between plants and AMf we hypothesized that the host plant should detect the bad contributors and control them (Kiers et al., Science 2011). By manipulating cooperation in plant and AMf, and using a SIP-RNA strategy we demonstrated that the host plant provides gradually less carbon (i.e. carbon embargo) to the less cooperative AMf. In turn, the AMf should provide more nutrients to the roots providing more carbon (Kiers et al., Science 2011). These bidirectional mechanisms should explain why and how cooperation was maintained.

ZINGER Lucie EUMETASOL: Eukaryotic Metatranscriptomes of soils in a gradient of constraints. Soil eukaryotes (essentially Fungi) posses a powerful, yet poorly understood, enzymatic system to degrade plant cell wall components, whose expression can be turned on or off depending on the quality of the organic matter deposited by plants. The aim of EUMETASOL is to study the eukaryotic soil metatranscriptome to assess the presence and diversity of enzymes involved in plant biomass degradation. To do so, we sampled soils under contrasted plant covers (temperate and mediterranean forest, sub-alpine prairies) submitted to different stress (e.g. drought) at both productive and senescent seasons. Here, we report on three preliminary technical optimizations required to guarantee the success of the program. First, the RNA extraction and purification protocols needed to be improved for each type of sample due to the differences in quality and quality of organic matter in each soil, and resulted in varying yields. Second, the cDNA synthesis resulted in up to 60 % of sequences being ribosomal RNAs, despite priming the reverse transcription of total soil RNA with oligodT. This dropped to 10% when using column-purified poly A RNAs, but this method requires more total RNA. Third, a comparision of Illumina HiSeq and 454 Roche sequencing methods will be reported in terms costs and efficiency through the number and quality of reads and their taxonomic annotation. Finally, the next challenge in this project will be to correlate enzyme variations with changes of environmental conditions and the turnover of eukaryotic communities. 

  contexte agricole tempéré. Les nouvelles technologies de séquençage ont permis de réelles avancées dans la description de métagénomes viraux ; cependant, peu d'efforts ont été menés dans l'étude du métagénome des virus associés aux plantes. Dans cette étude, nous avons analysé la diversité globale des virus à ARN simple brin et double brin associés aux plantes cultivées et aux adventices dans deux milieux cultivés, un site de monoculture et un site de polyculture maraîchère, et à deux périodes de l'année (printemps et automne). Différents rôles du compartiment non cultivé pourront à terme être analysés : (1) le rôle de réservoirs de diversité virale, (2) le rôle de relais épidémiologique et (3) le rôle de moteur évolutif, ces hôtes pouvant favoriser la sélection de variants viraux différents de ceux présents chez les plantes cultivées. Les résultats obtenus montrent une prévalence plus forte des virus ARNds par rapport aux virus ARNss, même si la proportion varie significativement en fonction des sites, des plantes et des périodes considérés. Pour les virus ARNss, à la fois des virus connus et nouveaux ont pu être identifiés, représentant une large gamme de familles virales (Alphaet BetaFlexiviriade, Bromoviridae, Closteroviridae, Luteoviridae, Potyviridae, Secoviridae et Tombusviridae). Par contre, 40 à 50% des espèces d'adventices testées semblent être indemnes de virus ARNss sur les sites échantillonnés. Le nombre de virus nouveaux détectés reste par ailleurs limité, suggérant que dans les milieux agricoles étudiés, une proportion significative de la diversité des virus à ARNss a déjà été caractérisée au travers des approches de virologie classique. Des Ecosphère Continentale et Côtière Ecosphère Continentale et Côtière infections simultanées, par le même virus, de plantes cultivées et d'adventices avoisinantes ont été mises en évidence dans quelques cas, ne permettant pas de conclure quant au rôle de réservoir des adventices échantillonnées mais suggérant une extension à certaines adventices d'épidémies affectant les espèces cultivées.

  Structure, function, et evolution des génomes des bactéries du genre Thiomonas: des isolats aux écosystèmes. Des bactéries du genre Thiomonas sont trouvées de façon ubiquitaire dans les Drainages Miniers Acides (DMA). Nous avons étudié la diversité génétique et fonctionnelle de bactéries du genre Thiomonas qui jouent un rôle dans la transformation de métaux ou metalloïdes tels que l'arsenic. Des approches génomiques ont été développées et appliquées aux isolats ou aux communautés, pour étudier le rôle de ces bactéries dans la remédiation naturelle observée dans le site minier de Carnoulès dans le Gard. Une importante microdiversité a été montrée, qui conduit à une grande diversité fonctionnelle puisque ces souches peuvent jouer des rôles distincts dans l'écosystème. Ces travaux ont pu montrer que ces bactéries possèdent un pool de gènes variables leur permettant de survivre et de coloniser les DMA. Des mécanismes de transferts horizontaux auraient conduit à une importante variabilité génétique, y compris chez des bactéries très proches plylogénétiquement. L'analyse approfondie Ecosphère Continentale et Côtière Ecosphère Continentale et Côtière des données génomiques suggère que l'environnement spécifique de ces microorganismes influence l'évolution de leur génome.

  J. Livres : Metagenomics et Metagenomics in different Habitats. Presentation of two new Books on Metagenomics, published by Wiley Blackwell. The first Volume entitled Metagenomics and Complementary Approaches and the second Volume entitled Metagenomics in Different Habitats are the first comprehensive references covering various metagenomics in a large variety of Habitats, which could not previously have been analysed The Volumes include topics such as Species Designation, Metagenomics, Consortia and Databases, Bioinformatics, Microarrays transcriptomics, Proteomics, Metabolomics, and Metagenomics in Various Habitats. This Reference is ideal for Researchers in Metagenomics, Microbiology, Environmental Microbiology and Bioinformatics.

  diversity and may transport desert bacteria to the studied cities thus representing a potential menace to human and environmental health.

  ) et enfin des gènes déjà connus comme étant impliqués dans des mécanismes de résistance aux métaux lourds.

  Diversité génique, fonctionnelle et structurale d'enzymes de détoxication chez les champignons. Grâce au séquençage de nombreux génomes fongiques en particulier de basidiomycètes, les bases de données génomiques ne cessent de s'accroître permettant ainsi d'aborder la génomique environnementale. A côté des principales fonctions physiologiques généralement étudiées comme la dégradation des parois végétales, la pathogéneicité ou la symbiose, d'autres paramètres comme la réponse aux stress sont centraux pour comprendre les mécanismes d'adaptation des champignons à leur environnement. Les glutathion transférases (GST) sont des enzymes au centre des systèmes de détoxication, de dégradation et de signalisation cellulaire. Ces protéines font partie d'une famille multigénique particulièrement étendue chez les agaricomycètes dont la majorité des espèces présentent des capacités à dégrader le bois. Sept classes ont été identifiées chez les champignons et le nombre et la répartition des isoformes au sein de ces classes sont très variables en fonction des espèces voire même des souches fongiques sans relation avec la taxonomie. Des analyses phylogénétiques couplées à des caractérisations biochimiques et structurales ont montré que les nombreuses duplications de gènes répertoriées au sein d'une classe donnée s'accompagnent d'une grande variabilité fonctionnelle suggérant des processus de néo-fonctionalisation probablement en réponse à des pressions environnementales fines.
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