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[NH4

+] : Concentration de l’ammonium 

 

[NO2
-] : concentration des nitrites 

 

[NO3
2-] : concentration des nitrates 

 

[PO4
3-] : concentration des phosphates 

 

<1,2 µm : fraction des échantillons filtrée sur une membrane de 1,2 µm de porosité 

 

<11 µm : fraction des échantillons filtrée sur une membrane de 11 µm de porosité 

 

ADN : Acide DésoxyRiboNucléique 

 

ALF968 : sonde oligonucléotidique spécifique des α-Protéobactéries 

 

ARN : Acide RiboNucléique 

 

Autotrophe : organisme capable de se multiplier en utilisant des éléments minéraux comme 

unique source de carbone, d’azote ou de phosphore. 

 

BETA42a : sonde oligonucléotidique spécifique des β-Protéobactéries 

 

CEF : Cytométrie En Flux 

 

CF319a : sonde oligonucléotidique spécifique des Cytophaga Flavobactérium 

 

COD : Carbone Organique Dissous 

 

CY3 : Carbocyanine 3 (fluorchrome) 

 

DAPI : Di Aminido Phenyl Indol 

 

EDTA : Acide Ethylène Diaminotetra Acétique 

                                                                                                                                                



                                                                                                                Glossaire 

FISH : Fluorescent in situ Hybridization 

 

Hétérotrophe : organisme incapable d’utiliser directement les éléments minéraux simples, 

ayant recours à la consommation de la matière organique pour ces besoins 

énergétiques.  

 

HGC69a : sonde oligonucléotidique spécifique des actinobactéries 

 

HRP : péroxydase raifort 

 

I.A. : Indice d’Aromaticité 

 

MEF : Microscope à Epifluorescence 

 

PFA : Paraphormaldéhyde 

 

Phage : terme utilisé pour caractériser les virus des bactéries hétérotrophes (bactériophage) et 

autotrophes (cyanophage) 

 

Protozoaire : microorganisme formé d’une seule cellule, mobile au moins à un stade de leur 

cycle. Il se déplace par des pseudopodes (amibe), des flagelles (trypanosomes) 

ou des cils vibratiles (paramécies) 

 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 

 

t0 : temps zéro de l’expérience : mise à incubation des bouteilles 

t3 : temps final de l’expérience : fin de l’incubation des bouteilles. 

 

TAC : Titre Alcalimétrique Complet 

 

Virus : Particules microscopiques constituées simplement d’un génome (ADN ou ARN) 

enveloppé par une coque ou membrane protéique (capside). Parasité obligatoire c'est-à-dire 

qu’ils ont besoin d’un hôte spécifique pour se multiplier 



                                                                                                           Introduction 
 

La boucle microbienne (Figure I.1), réseau complexe caractérisé par une étroite 

interaction entre des communautés essentiellement bactériennes appartenant à la classe de 

taille dite picoplanctonique (0,2-2µm, Sieburth et al., 1978) et des communautés nano- et 

micro-planctoniques prédatrices des premières (flagellés, ciliés, amibes, héliozoaires) a été 

décrite pour la première fois par Azam et al. (1983). La boucle microbienne se caractérise par 

une biomasse essentiellement représentée par les bactéries hétérotrophes et les 

picocyanobactéries, proies préférentielles des communautés de protistes flagellés et ciliés 

hétérotrophes et/ou mixotrophes.  

Par l’abondance, la diversité taxonomique et fonctionnelle des micro-organismes qui la 

composent, la boucle microbienne est aujourd’hui reconnue comme  un « acteur » majeur 

dans le fonctionnement du réseau trophique aquatique pélagique. En se greffant à la chaîne 

trophique classique (reliant nutriments inorganiques, phytoplancton et zooplancton), elle 

permet le transfert de la matière organique dissoute (MOD) issue directement de l’excrétion 

photosynthétique ou indirectement de l’activité de broutage du zooplancton (Jumars et al., 

1983) vers les échelons trophiques supérieurs. 

Outre son impact sur le réseau trophique aquatique, le fonctionnement de la boucle 

microbienne influe fortement sur la dynamique des cycles biogéochimiques en général et  

celui du carbone, en particulier. De nombreux travaux (Fuhrman et al., 1989; Gasol et al., 

1997) ont montré que la communauté bactérienne représente une quantité non négligeable de 

carbone en terme de biomasse, de l’ordre de 30 à 50% de la biomasse totale en milieu 

océanique (Li, 1998). La participation active de cette communauté dans la régénération des 

nutriments (éléments indispensables à la synthèse de la matière organique par le 

phytoplancton) a été mise en évidence par Williams (1981) et Azam et al. (1983). Il apparaît, 

donc, comme déterminant de pouvoir comprendre les facteurs responsables de la variation de 

la structure et du fonctionnement du bactérioplancton et d’évaluer le rôle de la boucle 

microbienne dans les grands cycles de la matière. 

 

    Les progrès réalisés au niveau des techniques d’identification, de dénombrement et de 

mesure d’activité métabolique, notamment en microscopie à épifluorescence et confocale, en 

cytométrie en flux (Monger et Landery 1993; Marie et al. 1996) et en biologie moléculaire 

(Amann, 1995; Joux et Lebaron, 1995) ont permis une avancée considérable vers cette 

compréhension. Ainsi, on sait que les bactéries sont des organismes ubiquistes des milieux 

aquatiques, et qu’ils représentent une contribution très importante de la biomasse 

picoplanctonique (Smith et al., 1985, Campbell et al., 1994a). De nombreux groupes (classes, 
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Figure I.1 : Schéma conceptuel simplifié résumant les grands compartiments et grandes voies de 
transfert au sein du réseau trophique pélagique lacustre. H : hétérotrophes, M : mixotrophes, MOD : 
Matière Organique Dissoute. 
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genres, espèces) ont été décrits durant les années 90 (Eikrem et Throndsen, 1990, 

Andersen et al., 1993; Courties et al. 1994) concernant les deux grands domaines Bacteria et 

Archaea (Fuhrman et al., 1992; Delong et al., 1994). De plus en plus d’études se rapportent 

aujourd’hui sur la diversité taxonomique des bactéries et surtout aux facteurs influents sur les 

variations saisonnières et temporelles de cette diversité (Potter et al., 1997; Guillou et al., 

1999b). 

Alors qu’il a été longtemps admis que la régulation de la communauté bactérienne était 

essentiellement liée à la disponibilité ou à la qualité des substrats organiques, il apparaît 

aujourd’hui que la limitation par la prédation et la lyse virale (Fuhrman et Noble, 1995; Pace 

et Cole, 1996) sont également des processus susceptibles d’intervenir significativement dans 

ce contrôle en opérant à différentes échelles spatio-temporelles (Nagata et Kirchman, 1992). 

Le rôle des nutriments inorganiques a aussi été clairement mis en évidence (Thingstad et al., 

1998; Smith et Paririe, 2004). Cependant, il est difficile d’identifier le ou les facteurs limitant 

le développement des bactéries dans une zone donnée dans la mesure où ceux-ci covarient 

très souvent. Plusieurs études réalisées en milieu naturel et en conditions expérimentales 

(Pace et Cole, 1996) ont montré que le phosphore sous sa forme minérale (PO4
3-) pourrait être 

un facteur important dans la limitation de la production bactérienne en milieu lacustre en 

raison des quantités considérables de carbone organique allochtone et autochtone disponibles 

et du rôle prépondérant de cet élément nutritif dans la régulation de la production 

phytoplanctonique (Wetzel, 1983; Smith et Paririe, 2004). En 1988, Cole et al. ont montré une 

corrélation positive entre la production phytoplanctonique et la production bactérienne dans 

les zones pélagiques marines et d’eau douce, ce qui suggérait que le carbone organique 

dissous excrété par le phytoplancton régulerait le développement de la production 

bactérienne. Cependant une corrélation n’est pas forcement une relation causale (Rivkin et 

Anderson, 1997), la disponibilité d’une même ressource pouvant contraindre conjointement le 

développement phytoplanctonique et bactérien. 

 

Si la production bactérienne est effectivement souvent limitée par les ressources, la 

prédation est un élément important dans la régulation de l’abondance bactérienne (Amblard et 

al., 1998). Les protozoaires flagellés hétérotrophes sont, généralement, considérés comme les 

prédateurs majeurs des bactéries dans les écosystèmes aquatiques (Pace, 1988). Cependant les 

protozoaires flagellés mixotrophes (Porter, 1988; Sanders, 1991) et, les protozoaires ciliés 

(Stockner et Portet, 1988; Carrias et al., 1996) peuvent également intervenir de façon 

significative dans la prédation du bactérioplancton. Suivant les travaux de Sherr et Sherr
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(1984), la consommation des bactéries par les protozoaires et a pu être estimée comme 

variant de 10 à 250 cellules par heure. Dans les milieux d’eau douce, il est important de noter 

que les cladocères (Ceriodaphnia et Daphnia; Jurgens, 1994) et les rotifères (Ooms-wilms, 

1997) peuvent aussi et à certaines époques de l’année, présenter un impact de prédation très 

important sur la communauté bactérienne. Par cette action de prédation, les protozoaires et/ou 

le métazooplancton permettent de maintenir l’abondance bactérienne à un niveau n’entraînant 

pas de limitation par la ressource et d’accroître ainsi la disponibilité en éléments nutritifs et en 

carbone organique dissous par des processus de recyclage et d’excrétion (Porter et al. 1985). 

Enfin, grâce au rôle des protistes dans la boucle microbienne en tant que prédateurs de 

bactéries, une grande quantité de la production bactérienne peut être transférée vers les 

niveaux trophiques supérieurs. 

Les tentatives de modélisation de la boucle microbienne en considérant les échanges de 

matière et d’énergie entre les bactéries, protozoaires et matière organique dissoute ont révélé 

un décalage important par rapport à ce qui était réellement observé dans le milieu aquatique 

(Sime-Ngando; 1997). Ce constat laissait fortement penser qu’il existait d’autres mécanismes 

méconnus qui intervenaient dans les processus de perte affectant la communauté microbienne. 

C’est ainsi que le compartiment viral a pris toute son importance dès le début des années 1990 

avec la démonstration qu’un grand nombre de virus étaient effectivement présents dans l’eau 

(Bergh et al., 1989) et dont l’activité lytique pouvait être importante (Suttle et al., 1990; 

Fuhrman, 1992) 

On sait aujourd’hui que, les particules virales sont présentes dans tous les écosystèmes 

aquatiques (océans, mers, estuaires, golfes, lacs, rivières, lagunes, sources hydrothermales, 

sédiments, glace), à toutes les latitudes (polaires, tempérées et tropicales) et de tout niveau 

trophique (oligotrophe à eutrophe). Leurs concentrations dépassent généralement les 1 à 10 

millions de particules par millilitre d’eau, ce qui leur vaut le rang d’entité biologique la plus 

abondante des écosystèmes aquatiques. Les virus interviennent notamment dans la boucle 

microbienne aquatique en tant qu’agents infectieux des bactéries. Connus sous l’appellation 

de « phages», ils contrôleraient ainsi la production bactérienne à hauteur de 20% (Bettarel et 

al., 2004; Hennes et Simon, 1995; Hwang et Cho, 2002), voire 50% (Fuhrman et Noble 1995; 

Jacquet et al., 2005) et même jusqu’à 90-100% (Weinbauer et Hofle, 1998; Noble et 

Fuhrman, 2000). L’impact du fonctionnement lytique des virus ne s’arrête pas à ce seul effet. 

La composition, la structure ainsi que la diversité bactérienne sont des paramètres 

susceptibles d’être modifiés par la lyse virale. D’après le concept de « Killing the winner » 

(que le meilleur soit tué !), formulé par Thingstad et Lingnell (1997) .
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Les virus tuent les microorganismes les plus compétitifs et peuvent ainsi garder le 

contrôle sur les populations ou espèces dominantes. En effet, les groupes bactériens 

dominants, numériquement parlant, ont une probabilité de rencontre avec un pathogène plus 

importante, si bien que  la lyse virale sur cette population a mathématiquement plus de chance 

de s’opérer. De la sorte, le maintien de la diversité bactérienne est assuré avec une co-

existence de populations moins compétitives et « plus » minoritaires. Un contrôle indirect de 

la diversité bactérienne par les virus peut se faire par le mécanisme de transfert de gènes, à 

travers deux processus : la transformation et la transduction. Dans le premier cas, le transfert 

génétique résulte de la libération de l’ADN par les virus lors de la lyse bactérienne, et cet 

ADN libre peut être récupéré et utilisé par d’autres organismes. Dans le second cas, c’est au 

cours du processus de lysogénie que le transfert génétique a lieu; le virus incorporant une 

partie du matériel génétique de son hôte au sien avant de l’injecter dans une autre cellule hôte 

(Fuhrman, 2001). Les résultats de Middelboe et al. (1996) ont permis de vérifier l’hypothèse 

émise par de nombreux auteurs (Furhman, 1992; Proctor et Furhman, 1992; Murray et 

Eldridge, 1994) selon laquelle la production lytique peut influencer de façon notable le 

fonctionnement et le rendement du réseau trophique aquatique. Ceci est lié au fait que la lyse 

bactérienne par les virus : 

1) contribue fortement au recyclage des nutriments. En effet, lorsqu’une cellule hôte est 

lysée, les virus libérés ainsi que les débris cellulaires constituent des produits riches en 

éléments azotés, phosphorés ou carbonés (protéines, acides nucléiques) 

potentiellement exploitables par les producteurs primaires comme éléments nutritifs 

(Golder et al., 1997; Noble et al., 1999). Suivant le modèle réalisé par Wilhelm et 

Suttle (1997), 6 à 26% du carbone organique, fixé au cours de la photosynthèse est 

recyclé en matière organique dissoute par lyse virale. Paul et al. (1991) ont suggéré 

qu’entre 1 et 12% de l’ADN total dissous dans l’eau de mer « se retrouve » dans les 

virus. 

2) réduit la contribution de la production bactérienne aux flux de matière et d’énergie 

vers les maillons trophiques supérieurs. En effet au cours de la phase lytique, la 

bactérie est détruite et donc n’est plus consommable et consommée par les prédateurs 

protistes, affectant leur propre production et ainsi de suite par un effet en cascade 

jusqu’aux prédateurs supérieurs. 

Paradoxalement au rôle potentiel ou démontré de ces virus, on ne sait encore quasiment rien 

de l’effet des virus sur la dynamique de la diversité bactérienne et si cet impact est direct ou 

indirect via la redistribution de la matière organique dissoute et des nutriments
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inorganiques. Cette affirmation est particulièrement vraie pour les milieux d’eau douce 

où un retard important par rapport à l’océanographie a été souligné (Bettarel et al., 2004; 

Sime-Ngando et al., 2003;  Jacquet et al., 2005).  

 

L’objectif de ce travail a été de participer à une meilleure compréhension du 

fonctionnement du réseau trophique pélagique microbien en milieu lacustre, en s’intéressant 

plus particulièrement à l’importance relative de la lyse virale et de la prédation dans la 

régulation des communautés bactériennes. Il a été question d’évaluer l’effet des virus et des 

protistes flagellés sur les ressources nutritives (carbone, phosphore et azote) et sur la structure 

du compartiment bactérien. Dans cette optique, des expériences in situ ont été réalisées à 

partir d’échantillons provenant des lacs Léman et d’Annecy (deux parmi les plus grands lacs 

naturels français et présentant des statuts trophiques différents). Ces expériences ont consisté 

à enrichir en fraction virale des microcosmes d’1 litre incubés avec les principaux constituants 

de la boucle microbienne (virus, bactéries, protistes flagellés et les rares ciliés inférieurs à 11 

µm) ou uniquement avec des bactéries et des virus après filtration à travers une maille 

filtrante de 1,2 µm. La dynamique de chaque communauté a été suivie pendant quatre jours 

par cytométrie en flux (CMF) et par microscopie à épifluorescence (MEF). La structure 

bactérienne et ses variations ont été appréhendées par la méthode TSA-FISH en microscopie à 

épifluorescence au moyen de différentes sondes oligonucléotidiques ciblant les principaux 

groupes du domaine des bacteries (Fuhrman et al. 1992; Delong et al., 1994). Les effets de 

l’enrichissement viral et de la prédation sur l’évolution des ressources nutritives (phosphore 

total, orthophosphates, carbone organique total, carbone organique et inorganique dissous, 

azote total, nitrate, nitrite et ammonium) et d’indices de qualité de la matière organique 

nommé SUVA (Specific UV Absorbance) ont été mesurés. 

 

Les questions fondamentales auxquelles nous avons tenté de répondre ont été les 

suivantes : 

 Quel est l’impact de la lyse virale et de la prédation par les protistes flagellés sur la 

dynamique et la structure bactérienne ? 

 Quelle est l’importance de la lyse virale et de la prédation par les protistes flagellés sur 

l’évolution des ressources nutritives ?
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II.1. Sites d’étude et stratégie d’échantillonnage 
Les prélèvements nécessaires à la réalisation de nos expériences ont été effectués au 

début du mois de mars 2006 dans l’épilimnion du lac Léman et du lac d’Annecy. 

L’échantillonnage a été réalisé au niveau des stations de références de ces lacs où sont 

enregistrées les  profondeurs maximales (Figure II.1). 

 

Le lac Léman (46°27’N, 06°32’E, 372 m d’altitude) est le plus grand lac naturel 

d’Europe occidentale. Il est situé à l’extrémité Ouest de la Suisse et au nord du département 

français de la Haute-Savoie. De forme allongée (72,3 et 13,8 km de longueur et de largeur 

respectivement), il est orienté suivant un axe Est-Ouest. Il est caractérisé par une superficie de 

580 km2  et un volume d’eau total de 89 milliards de m3. Sa profondeur moyenne est de    

152,7 m et sa profondeur maximale de 309,7 m. Le temps de résidence de ses eaux est 

d’environ 11,5 ans. 

 

Le lac d’Annecy (45°54’N, 07°49’E, 447 m d’altitude) constitue le deuxième plus grand 

lac naturel entièrement français (le lac du Bourget étant le premier). Il est également situé 

dans la partie Est de la France, en Haute-Savoie. De forme allongée (14,6 et 3,2 km de 

longueur et de largeur respectivement), il est orienté suivant un axe Nord-Sud. Il est 

caractérisé par une superficie de 28 km2 et un volume d’eau total de 1,1 milliards de m3. Sa 

profondeur moyenne est de 30 m pour une profondeur maximale de 65 m. Le temps de 

résidence de ses eaux est approximativement de 10 ans. 

 

Depuis les années soixante, ces deux lacs font l’objet d’un suivi régulier (du point de 

vue de la qualité des eaux) sous l’égide de la CIPEL pour le Léman (Commission 

Internationale pour la Protection des Eaux du Léman contre la pollution) et du SILA 

(Syndicat Intercommunal du Lac d’Annecy) pour le lac d’Annecy. En 2006, suivant les 

critères de l’ODCE (Organisation for Economic Co-operation and Development, 1982, 

Annexe I), les lacs Léman et d’Annecy sont respectivement mésotrophe et oligotrophe. 

Le premier prélèvement a eu lieu sur le lac Léman le 3 mars 2006 afin de réaliser le 

concentrât viral (voir plus loin) et a été suivi d’un deuxième prélèvement trois jours plus tard 

le 6 mars 2006, correspondant au t0 de l’expérience d’enrichissement in situ. Les 

prélèvements opérés sur le lac d’Annecy ont été effectués avec la même stratégie que celle 

 - 6 -                                                                                               



                                                                                                                 Matériels & Mét 

  

 

Figure II.1: Cartes bathymétriques simplifiées représentant (A) le lac Léman et la 
station de prélèvement SHL2, et (B) le lac d’Annecy et la station de prélèvement GL. 
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décrite pour le Léman le 10 et le 13 mars 2006. A chaque prélèvement, les 20 litres 

d’eau ont été échantillonnés et correspondaient à un profil intégré de l’épilimnion (couche 

d’eau située entre 0 et 8 m de profondeur) où les conditions de lumière et de température 

étaient proches de celles du lieu d’incubation (voir plus loin). 

II.2. Préparation du concentrât viral 
Le concentrât viral nécessaire pour l’expérience d’enrichissement a été obtenu à partir 

d’une série d’étapes de filtration, d’ultrafiltration et de centrifugation.  

Pour chacun des deux lacs, 20 litres d’eau ont tout d’abord été filtrés à travers des filtres 

de porosité 0,7 µm (Whatman) puis à travers des filtres de porosité 0,2 µm (Nucléopore) 

montés sur une rampe filtrante en acier inoxydable, elle-même reliée à une fiole mise sous 

pression (< 100 Kpa) de 5 litres, au moyen d’une pompe à air. A partir de la méthode 

d’ultrafiltration décrite par Suttle et al. (1991), le filtrat obtenu a été concentré à environ 160 

ml en utilisant une cassette VivaFlow (Vivascience) de porosité 30 KDa, reliée à une pompe 

péristaltique. 

Afin de réduire le volume d’eau et d’augmenter encore le concentrât en nombre de 

particules virales, l’ultrafiltrat a été centrifugé pendant 3 heures à 28 000 tours.min-1 et à 8°C. 

En tout, 12 ml de culot ont été obtenus (à partir de 6 tubes) et ont été resuspendus dans 50 ml 

de tampon TRIS-EDTA (TE, 10 mM TRIS base, 1 mM acide éthylène diaminotetra acétique 

(EDTA) à pH 8) préalablement autoclavé et filtré à travers des filtres de porosité 0,2 µm. 

L’ensemble représentait alors la solution dite « enrichie ». La même quantité de surnageant 

(12 ml) a été gardée et diluée dans la même quantité de TE puis autoclavée pour être utilisée 

comme solution « contrôle ». Les solutions enrichies et contrôle ont été conservées à 4°C 

jusqu’à l’expérience d’enrichissement in situ trois jours plus tard, cette préservation pendant 

quelques jours n’affectant pas les propriétés biologiques des solutions (Jacquet, non publié).  

L’efficacité de la filtration, de l’ultrafiltration et de la centrifugation a été vérifiée par 

analyse de l’eau traitée à chaque étape, par cytomètrie en flux (voir résultats). 

II.3. Expérience d’enrichissement in situ 
Les 20 litres d’eau échantillonnés, pour l’expérience d’enrichissement in situ, 

provenaient de la même zone de prélèvement que celle du concentrât viral. Afin de 

discriminer l’impact de la prédation sur les communautés bactériennes de celui lié à la lyse 

virale, deux traitements ont été mis en place (Figure II.2). L’eau échantillonnée a été, dans un 

premier temps, filtrée à travers une maille de 11 µm (afin d’obtenir un échantillon d’eau  

constitué de virus, bactéries et protistes flagellés inférieurs à 11 µm en taille). La moitié de ce
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 filtrat a été conservée pour constituer les traitements ‘<11µm’. L’autre moitié a été 

filtrée à travers un filtre GFC de porosité 1,2 µm (afin d’obtenir un échantillon d’eau constitué 

uniquement de virus et bactéries). L’eau filtrée pour chacun des deux traitements ainsi 

préparée a été alors mise dans des bouteilles en verre d’1 litre préalablement lavées à l’acide 

(HCl à 10% de concentration finale), rincées trois fois avec de l’eau ultrapure et finalement 

autoclavées avant utilisation.  

 

Une fois les 12 bouteilles remplies (6 bouteilles avec l’eau filtrée à travers 11 µm et 6 

bouteilles avec l’eau filtrée à travers 1,2 µm), trois bouteilles de chaque traitement 

(constituant donc un triplicat) ont été enrichies avec soit 10 ml de la solution concentrée en 

virus soit 10 ml de la solution contrôle (Figure II.2). Les bouteilles ont alors été placées dans 

une caisse immergeable puis mises à incuber dans le port de la Station INRA d’Hydrobiologie 

Lacustre à 1 m de profondeur pendant 4 jours. 

 

Pour l’analyse des abondances microbiennes et des paramètres chimiques, des 

prélèvements ont été effectués dans chaque bouteille quotidiennement pendant quatre jours à 

t0, t1, t2 et t3 correspondant respectivement et approximativement (à 1 heure près) à 0, 24, 48, 

72 heures de temps après le remplissage et l’enrichissement des bouteilles avec les solutions 

virales ou contrôles. Pour apprécier les modifications de structure bactérienne, 

l’échantillonnage des bouteilles a été réalisé à t0 et à t3 uniquement. Le volume d’eau prélevé 

dans chacune des 12 bouteilles a été respectivement de 10 ml pour l’analyse des abondances 

en cytométrie en flux, 20 ml pour l’analyse du carbone organique dissous, 30 ml pour 

l’analyse des flagellés (uniquement dans les bouteilles correspondant au traitement <11 µm) 

et enfin 160 ml pour les analyses chimiques. En opérant de la sorte, il restait à t3 plus de la 

moitié du volume d’eau initial, permettant de limiter au maximum la réduction des volumes et 

l’effet de confinement associé. 

 

II.4. Instrumentation et protocoles d’étude 
 Les variations d’abondance virale et bactérienne ainsi que les modifications de 

structure bactérienne ont pu être étudiées grâce à deux instruments de mesure 

performants: la cytométrie en flux (CMF) et la microscopie à épifluorescence (MEF) 

couplée à la méthode dite TSA-FISH (Thyramide Signal Amplification – Fluorescent 

In Situ Hybridization). Par ailleurs, les abondances de flagellés présents dans
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la fraction < 11µm au début de chacune des expérimentations ont été estimées en MEF après 

marquage à la primuline au début de l’expérience  (t0) uniquement.  

 

II.4.1. Mesure de l’abondance virale et bactérienne 

   II.4.1.1. Principe de fonctionnement du cytomètre en flux 

La CMF est un instrument de mesure permettant le dénombrement rapide d’un grand 

nombre de particules ou cellules (1000 à 10000 évènements.s-1) en suspension dans un liquide 

et la discrimination de sous-populations homogènes sur des critères de fluorescence et de 

taille. Enfin, il est possible sur certains instruments de trier ces populations en fonction de 

leurs propriétés optiques. D’abord utilisée pour discriminer et énumérer les populations 

phytoplanctoniques (Olson et al., 1985), la CFM a été ensuite appliquée avec succès à 

l’analyse des communautés bactériennes hétérotrophes (Monger et Landry, 1993 ; li et al., 

199 ; Marie et al., 199 ; Marie et al., 1999). Depuis 1999, il est également possible de 

discriminer et compter plusieurs groupes viraux (Marie et al. 1999; Duhamel et al., 2006).  

Le cytomètre utilisé au cours de cette étude a été le type FACSCalibur (Becton 

Dickinson), équipé d’une source laser fournissant une puissance de 15 mW à la longueur 

d’onde de 488 nm (Figure II.3). Son principe de fonctionnement réside sur la mise en 

pression d’un liquide de gaine d’entraînement et de l’échantillon lui-même de telle 

manière que les particules en suspension dans l’échantillon se retrouvent aspirées puis 

rapidement alignées les unes derrière les autres au sein d’un flux laminaire. C’est la 

configuration particulière de la chambre d’injection qui permet d’aligner les cellules en 

file indienne si bien qu’elles passent alors l’une après l’autre devant le faisceau laser. 

L’intersection de chaque cellule orthogonale à l’axe de défilement provoque d’une part la 

diffusion de la lumière et, d’autre part l’excitation des cellules. La diffusion du signal est 

traduite en signal électrique par une photodiode dans l’axe du laser, renseignant un 

premier paramètre nommé FALS (Forward Angle Light Scatter), proportionnel au 

diamètre des cellules. Un second paramètre relatif à la taille et à l’indice de réfraction des 

cellules, nommé RALS (Right Angle Light Scatter) est obtenu grâce à un 

photomultiplicateur placé à 90° via un premier miroir dichroïque. L’état excité des 

cellules est un état instable, et leur retour à un état stable se traduit par la transmission de 

signaux optiques sous forme de fluorescence dans une gamme de longueurs d’onde 

données (vert, orange ou rouge) suivant le filtre utilisé et l’évènement considéré (virus et 

bactéries marqués à l’aide d’un fluorochrome des acides nucléiques, fluorescence 

naturelle des cellules riches en pigments chlorophylliens, phycoérythrine ou

 - 9 -   
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Figure II.3 : Schéma conceptuel simplifié du fonctionnement du système optique du 
cytométre en flux FACSCalibur, d’après Collier (2000, Détail dans le texte)  
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phycocyanine). Ces signaux sont, donc, déviés et sélectionnés par des miroirs 

dichroïques et des filtres spécifiques avant d’être récoltés par le photomultiplicateur qui 

traduit le signal lumineux en un signal électronique.

Les acquisitions ont été menées en utilisant un débit élevé (90 µl.mn-1 en moyenne) pour 

compter les organismes autotrophes, sans adjonction d’aucun fixateur ou colorant, ou avec un 

débit moyen (49 µl.mn-1 en moyenne) pour compter les bactéries hétérotrophes et les virus, 

préalablement fixés, dilués dans du TE puis marqués avec du SYBR Green I (Molecular 

probes). Il est important de noter ici que le débit a été vérifié pour chaque série d’analyses. 

Les données obtenues sont représentées sous forme monoparamétrique (histogramme) ou 

biparamétrique (cytogramme) permettant d’apprécier la distribution des différentes 

populations sur la base de leur niveau de fluorescence et de « taille » (Figure II.4). Après 

transfert des fichiers, l’analyse a été réalisée au moyen du logiciel CYTOWIN (Vaulot, 1989) 

disponible gratuitement à http://www.sbroscoff.fr/Phyto/cyto.htlm#cytowin

   II.4.1.2. Protocole de préparation et d’analyse des échantillons 
La préparation des échantillons pour l’analyse en cytométrie a été réalisée suivant les 

protocoles décrits dans Marie et al. (1999, 2000). Pour l’analyse de la fluorescence naturelle 

destinée à déterminer l’abondance des cellules riches en pigments chlorophylliens, 

phycoérythrine ou phycocyanine (i.e le phytoplancton), 1 µl d’une solution diluée de 

microbilles sphériques de 1 µm (Polysciences) a été rajouté à 1 ml de l’échantillon brut. 

 L’acquisition a été faite pendant 3 à 4 minutes. Contrairement au phytoplancton, les 

bactéries et les virus ne présentent pas de fluorescence naturelle. Chaque échantillon a 

d’abord été fixé au glutaraldehyde à 1% de concentration finale pendant environ 20 minutes, 

puis dilué (5 µl d’échantillon) dans une solution contenant 490 µl de TE autoclavé et filtré à 

travers 0,02 µm et 0,5 µl de microbilles, et enfin marqué avec 2,5 µl du fluorochrome SYBR 

Green I dilué au 1/100. Le tout a été chauffé à 75°C pendant 10 mn pour optimiser le signal 

(Duhamel et al., 2006). 

 II.4.2. Etude de la structure de la communauté bactérienne 
La composition et les modifications de structure de la communauté bactérienne pour les 

lacs Leman et d’Annecy ont été déterminées par la méthode dite TSA-FISH (Tyramide Signal 

Amplification - Fluorescent In Situ Hybridization) 
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Figure II.4 : Représentation biparamétrique des différents événements détectés par le 
cytomètre en flux FACSCalibure. VLP : Virus-Like-Particles. 
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   II.4.2.1. Principe de la méthode TSA-FISH 
La technique FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)  permet la détection de micro-

organismes cultivables ou non cultivables, avec pour principal intérêt la distinction de 

groupes phylogénétiques divers à l’intérieur d’un assemblage parfois complexe de micro-

organismes. Cette méthode permet par exemple dans notre cas la visualisation de groupes 

bactériens ciblés parmi l’ensemble des bactéries hétérotrophes. Le principe est la détection de 

séquences d’acides nucléiques à l’aide d’une sonde oligonucléotidique qui est associée à un 

fluorochrome. La sonde va s’hybrider de manière spécifique à la séquence cible 

complémentaire à l’intérieur de la cellule bactérienne intacte. Les cellules ayant fixé la sonde 

fluorescente sont ensuite révélées par observation en microscopie à épifluorescence. Le 

protocole classique de la méthode FISH comporte généralement 4 étapes : la fixation et la 

perméabilisation de l’échantillon, l’hybridation, les étapes de lavage afin d’éliminer les 

sondes non hybridées et la détection des sondes hybridées à l’intérieur des cellules à l’aide de 

la microscopie à épifluorescence (Figure II.5). 

Les sondes oligonucléotidiques utilisées pour la détection des groupes bactériens ciblent 

généralement des séquences de l’ARNr 16S ou 23S. Constitutives de la petite et de la grande 

sous-unité des ribosomes, les ARNr 16S et 23S sont des éléments clefs présentant de 

nombreuses caractéristiques intéressantes les imposant comme référence de la taxonomie 

moléculaire chez les procaryotes. Ces deux macromolécules sont présentes en quantité très 

importante dans toutes les cellules bactériennes et aucun transfert de gène n’a été observé 

entre les différents genres bactériens (principal intérêt de l’ARNr 16S et 23S comme index de 

phylogénie moléculaire). Elles sont composées de régions très conservées permettant de 

déterminer les relations entre les différents groupes bactériens et des régions hypervariables 

intervenant dans l’identification des séquences dites signatures caractéristiques d’ordre 

taxonomique différent (espèce, genre, famille,…).  

 La technique FISH repose sur le principe de l’hybridation moléculaire. Cette dernière 

désigne l’association qui peut avoir lieu entre deux acides nucléiques simples brins de 

séquences complémentaires et qui induit la formation d’un double brin. L’association 

s’effectue par l’établissement de liaisons hydrogènes spécifiques : deux liaisons entre 

l’adénine (A) et l’uracile (U) (ou la thymine (T) pour l’ADN) et trois entre la cytosine (C) et 

la guanine (G). L’hybridation est à la base de nombreuses techniques en biologie moléculaire 

impliquant la mise en présence de deux brins simples d’acides nucléiques dans des conditions 

physico-chimiques précises. Le brin dont on connaît au moins une partie de la séquence est

 - - 11 - -    



 

     

 

Figure II.5 : Schéma résumant succinctement les grandes étapes de préparation des 
échantillons par la méthode d’hybridation  fluorescente in situ (FISH, voir texte pour plus de détail). 
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 une sonde, l’autre brin (celui que l’on souhaite caractériser) constitue la cible. Les 

sondes utilisées  sont généralement constituées de 15 à 30 oligonucléotides, et dans la 

technique classique, ces sondes sont associées à un fluorochrome qui peut être de la 

fluorescéine, des carbocyanines (CY3, CY5) ou encore, la tetraméthyl rhodamine. 

Récemment il a été démontré que la sensibilité de la méthode pouvait être significativement 

améliorée grâce à une amplification enzymatique du signal fluorescent telle que la technique 

TSA (Tyramide Signal Amplification). Les sondes oligonucléotidiques sont dans ce cas 

associées à la péroxydase du raifort (HRP) qui utilise la tyramide-fluoresceine ou tyramide-

CY3 comme substrat.  

Au cours de cette étude, nous avons utilisé cette méthode d’amplification du signal et non la 

méthode classique. Nous avons donc ciblé les molécules ARNr 16S et 23S présentes dans les 

cellules bactériennes à l’aide de sondes nucléotidiques spécifiques associées avec la HRP 

(Amann et al., 1992 ; Bobrow et al., 1989), une enzyme d’environ 40 KDa, et du système 

d’amplification TSA ( Lebaron et al., 1997 ; Pernthaler et al., 2002), ce qui nous a permis de 

« booster » le signal de fluorescence des cellules hybridées de 10 à 20 fois comparativement 

aux sondes monomarquées au fluorochrome indocarbocyanine dye cyanine 3 (CY3, Figure 

II.5). 

  Le choix des sondes a été fait en essayant de cibler un maximum de diversité au sein de 

la communauté bactérienne parmi les groupes les plus représentatifs, à savoir les Eubactéries, 

les Actinobacter, les α-protéobactéries, les β-protéobactéries et les Cytophaga-

Flavobacterium-Bacteroides. La liste des sondes et leurs caractéristiques principales sont 

données dans le Tableau II.1. 

 

   II.4.2.2. Traitement et préparation des échantillons 
Lors du prélèvement, les échantillons d’eau ont été fixés au para-formaldéhyde (PFA) à 

4% de concentration finale et ont été mis à incuber 4 heure à 4°C. A l’aide d’une tourelle, 10 

ml de chaque échantillon ont été filtrés à travers un filtre en polycarbonate de porosité 0,2µm 

(filtre millipore GTTP de diamètre 25 mm,) posé sur un préfiltre. Après filtration de 

l’échantillon, les filtres ont été rincés avec 2 ml de tampon de phosphate salin (PBS, constitué 

de 130 nM, 10 nM de phosphate de sodium à pH 7,2). Les filtres subissent ensuite  3 bains 

d’alcool successifs, à l’aide de 2 ml d’éthanol à 50%, puis 80% et enfin à 100%  pendant 3 

mn. Après séchage, les filtres ont été conservés  à –20°C jusqu’à hybridation.
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Tableau II.1 : Caractéristiques principales des sondes oligonucléotidiques utilisées dans 
le cadre de cette étude 

*la concentration de formamide utilisé dans l’hybridation in situ pour chacune des sondes. 
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Pour réaliser l’hybridation, les filtres ont été préalablement découpés en quarts, 

permettant à partir du même filtre de réaliser 4 marquages. Pour chaque quart de filtre  4 µl de 

sonde marquée à l’HRP (à 50 ng.µl-1 de concentration) ont été ajoutés à 36 µl de tampon 

d’hybridation. Le mélange a ensuite été déposé sur les morceaux de filtre, le tout déposé sur 

une lame parafilmée placée dans une chambre d’hybridation. Environ 1 ml de tampon 

d’hybridation (sans sonde oligonucléotidique) a alors été déposé dans les chambres 

d’hybridation, (dans les puits prévus à cet effet), ce qui permet de maintenir des conditions 

d’humidité satisfaisantes pendant toute la durée de l’hybridation. Le tampon d’hybridation a 

été préparé à l’avance. Il était constitué de formamide (20% v/v pour les sondes ARCH 915 et 

ALF 968,  35% v/v pour les autres sondes), 0,9 mM de NaCl, 20 mM de TRIS, du sodium 

dodecyl sulfate (SDS, 0,01% de concentration finale) et enfin 10% d’agent bloquant.  

L’hybridation s’est déroulée dans une étuve à 35°C pendant une durée de 3 heures. Les 

sondes qui ne se sont pas hybridées sont éliminées par deux rinçages successifs de 20 minutes 

chacun dans 10 ml de tampon de rinçage (56 mM NaCl, 5 mM d’acide éthylène diaminotétra 

acétique (EDTA), 0,01% SDS et du TRIS de 20 mM) présentant la même astringence 

(conditions expérimentales de température, de pH et de force ionique permettant l’hybridation 

moléculaire) que le tampon d’hybridation.  

L’étape suivante est la réaction enzymatique entre HRP et TSA permettant à posteriori 

la révélation du signal de fluorescence des cellules bactériennes marquées. Pour cela, les 

quarts de filtres séchés et déposés sur des lames parafilmées ont été recouverts par 30 µl de la 

solution contenant le TSA. Cette solution était constituée d’un mélange de dextrane sulfate 

(DS) et de diluant d’amplification (AD) (un volume de DS à 40% pour un volume de AD) 

auquel était ajouté le TSA-CY3 (un volume de CY3-tyramide pour 50 volumes de solution de 

mélange DS+AD). Des incubations en chambre humide pendant 30 minutes à température 

ambiante et à l’obscurité sont alors effectuées. Le fluorochrome non marqué a été éliminé par 

deux rinçages successifs de 20 minutes chacun à 55°C dans 10 ml de tampon TNT  (Tris 

0,1M pH 7,5, NaCl 0,15 mM, Tween 20) 

Un double marquage avec le DAPI a été effectué afin d’accéder à la totalité de 

l’abondance bactérienne. Dans ce but, les sections de filtres ont été séchées, placées sur une 

lame et recouverts d’une solution de DAPI pendant 10 minutes, puis rincées à l’éthanol 

(70%). 

 Les filtres séchés ont été montés entre lame et lamelle dans l’huile cytifluor et sont 

observés dans les plus brefs délais (quelques heures) au microscope à épifluorescence sous 

lumière verte spécifique du CY3. Le comptage a été réalisé à l’aide un microscope Eclipse

 - - 13 - -   
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 Nikon équipé d’un bloc composé d’un filtre d’excitation de 550 à 570 nm et d’un filtre 

d’arrêt à 420 nm relié à une caméra numérique Nikon (DMX1200) qui a permis la prise de 

champ en configuration FISH par l’intermédiaire du logiciel LUCIA, 50 champs ont ainsi été 

enregistrés numériquement. Le nombre de bactéries marquées par millilitre a été déterminé en 

appliquant la règle de calcul suivante :  

 

 

                                                   N = (x * Sf ) / (Sc * v) 

Soit : 

          N : nombre de bactériés.ml-1 ; X : nombre de bactéries par champ; Sf : surface de 

filtration; Sc : surface du champ; V : volume filtré (ml). 

 

II.4.3. Analyses des paramètres chimiques 
Les différents paramètres chimiques qui ont été pris en considération pour cette 

expérience sont :  
1. Les composés carbonés représentés par : Carbone Organique Dissous (COD), Carbone  

Organique Total, Titre Alcalimitrique Complet (TAC) et l’Indice d’Aromaticité 

(I.A.) ; 

2. Les composés azotés : Azotes minérales (Nitrate (NO3
2-), Nitrite (NO2

-) et ammonium 

(NH4
+) et l’azote total (Ntotal) ; 

3. Les composés phosphatés : phosphate minéral (PO4
3-) et le phosphate total (Ptotal). 

Ils ont été mesurés par le laboratoire de chimie analytique de la station hydrobiologique 

de Thonon-Les-Bains (pour ce qui concerne le COD). Les principes de dosage de ces 

différents éléments sont présentés en Annexe II. 

 

II.5. Analyse statistique 
Afin de rendre compte des différences significatives entre les traitements contrôles et 

enrichis, dans le cas des triplicats., l’analyse statistique utilisée au cours de cette étude est le 

test non paramétrique de Mann et Whitney (test U)
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III.1. Conditions initiales au point de prélèvement du lac Léman et 
d’Annecy 

Les différentes caractéristiques chimiques et biologiques de l’eau prélevée dans les deux 

lacs aux points de prélèvements SHL2 et GL (station de référence pour le suivi des lacs) sont 

résumées sur les Tableaux III.1 et III.2 ainsi que la figure III.1. Elles permettent, d’une part, 

d’avoir une idée générale sur les conditions initiales des différents paramètres au temps 0 pour 

chacune des expérimentations (après filtration à travers 11 µm et 1,2 µm) avant  

l’enrichissement en particules virales et de comparer d’autre part, les paramètres 

environnementaux des deux lacs à une même période de l’année. 

   III.1.1. Lac Léman  
Les différents paramètres chimiques mesurés dans les échantillons prélevés au début du 

mois de mars 2006, indiquent que dans le lac Léman, l’azote minéral est dominé à 98% par 

les nitrates (NO3
2-) ce qui représente 74% en azote total, pour une concentration de l’ordre de 

0,15 mgN.l-1 . Le phosphore total est représenté à plus de 84% par les orthophosphates  PO4
3- 

(20.10-3 mgP.l-1). Les valeurs de COD sont relativement faibles (1,01 mgC.l-1) par rapport à 

celles mesurées à la même période sur le Lac du Bourget de même niveau trophique ( [COD] 

variant de 1,85 à 2,10 mgC.L-1). 

Quelque soit la fraction considérée (< 11 et/ou <1,2 µm), le compartiment biologique le 

plus important en terme de densité est représenté par les virus (abondance pour les 2 groupes 

viraux dans la fraction <11µm : 4,3.106 particules.ml-1, Tableau III.1), suivis des bactéries 

hétérotrophes (de l’ordre de 5.105 cellules.ml-1 dans la fraction <11µm). Ces concentrations 

ne sont pas significativement différentes entre les deux fractions (<11 et <1,2 µm, test U, p-

value = 0,591, α = 0,5). L’abondances des flagellés hétérotrophes est proche de 3.102 cell.ml-1 

, ce qui représente pour le lac Léman une valeur d’abondance relativement modeste puisque 

l’étude de la dynamique saisonnière met en évidence des abondances pouvant aller jusqu’à 

5.104 cell.ml-1 durant la période de estivale. L’efficacité de filtration à travers le filtre de 

porosité 1,2 µm est satisfaisant puisqu’il permet dans la fraction <1,2µm d’éliminer 92% des 

flagellés hétérotrophes (Tableau III.1). 

L’utilisation des quatre sondes (HGC, ALF 968, BETA 968 et CF 319a) afin de cibler les 

principaux groupes bactériens présents dans le lac Léman a permis de marquer entre 65 % et 

93% des bactéries dénombrées en DAPI (Tableau III.2). Parmi ces quatre groupes, les α-
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Tableau III.1 : Conditions initiales (t0) des paramètres chimiques et biologiques 
au point de prélèvement du lac Léman (SHL2) et du lac d’Annecy (GL), le 06 et 13 
mars 2006 respectivement. PEA: picoplancton eucaryote; PErich: Crypthophycés ou 
cyanobactéries filamenteuses riches en phycoérythrine. 
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Figure III.1: Abondance relative de chaque groupe bactérien par rapport à 
l’abondance obtenue pour le total des quatre sondes avec, HGC : 
Actinobactéries, BETA : β-Protéobactéries, ALF : α-Protéobactéries, CF : 
Cytophaga-Flavobactérium. 
 

 

Tableau III.2 : Abondances initiales (t0) des 4 groupes bactériens marqués par la 
méthode FISH pour les expérimentations lac Léman (SHL2) et du lac d’Annecy (GL), le 06 
et 13 mars 2006 respectivement – Pourcentage de bactéries marquées par la méthode 
FISH avec ces 4 sondes par rapport aux cellules bactériennes marquées au DAPI. 
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Protéobactéries sont les plus représentées à 58,8% dans la fraction <1,2 µm et à 60,6% 

dans la fraction <1,2 µm, alors qu’avec une abondance relative de 5,56% et de 4,65%, 

toujours dans les deux fractions respectivement, les Actinobactéries constituent le groupe le 

moins abondant (Figure III.1). 

  III.1.2. Lac d’Annecy  
Suivant le Tableau III.1, les nitrates (NO3

-) constituent la forme azotée dominante à 

98% et 52% de l’azote inorganique total et de l’azote total respectivement. Avec une 

concentration de 1.10-3 mgP.l-1, les orthophosphates PO4
3- représentent 85% du phosphore 

total présent dans l’eau durant cette période. Le COD présente une concentration de 1,65 

mgC.l-1. 

Comme pour le Léman, les virus demeurent le compartiment biologique le plus 

abondant (abondance des 2 groupes viraux dans la fraction <11µm : 7 107 particules.ml-1), 

toutefois, cette abondance virale est significativement plus élevée que celle présente dans 

l’échantillon d’eau du lac Léman.  

Les bactéries hétérotrophes présentent également des abondances plus élevées que celles 

observées pour le lac Léman à l’occasion des ces expérimentations, toutefois à une échelle 

pluriannuelle, les abondances moyennes pour les bactéries hétérotrophes sont globalement 

plus élevées dans l’épilimnion du lac Léman que dans celui d’Annecy (Personnic et al., en 

révision) 

On observe une perte significative de bactéries hétérotrophes suite à la filtration sur 

maille 1,2 µm (test U, p-value < 0,05, α = 0,5), en effet, seulement 61% de l’abondance 

initialement présente dans la fraction <11 µm est conservée dans la fraction <1,2 µm, alors 

que près de 80% était conservée pour l’échantillon lémnique. Au temps t0 de 

l’expérimentation, l’utilisation des quatre sondes n’a permis de marquer que 39,11% et 

43,05% du total des bactéries dénombrées en DAPI (Tableau III.2). En comparaison avec ce 

qui a été observé pour le lac Léman, la structure bactérienne est sensiblement différente dans 

le lac d’Annecy (Figure III.1). Les Cytophaga-Flavobacterium, faiblement représentées dans 

les échantillons du lac Léman, constituent ici le groupe bactérien dominant représentant 

37,6% et 47% du total des bactéries marquées par les quatre sondes dans les fraction <11 µm 

et <1,2 µm. Les abondances relatives les plus faibles ont été dénombrées pour le groupe des 

β-Protéobactéries. 

Les valeurs d’abondances des flagellés hétérotrophes sont très proches de celles observées 

pour le lac Léman (2,5.102 cell.ml-1 dans la fraction <11 µm). Par  ailleurs 
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 Figure III.2 : Evolution de la concentration des autotrophes (A et B), des bactéries 
hétérotrophes (C et D) et des virus (E et F) en fonction des différentes étapes de 
filtration: Echantillon brut (1), filtration GF/F (2), filtration 0,2 µm (3), ultrafiltration (4), 
centrifugation pour le culot (5) et le surnageant (6), pour le lac Léman (LE) et le lac 
d’Annecy (AN). 



                                                                                                                                       Résultats 

l’efficacité de la filtration est similaire entre les lacs Léman et d’Annecy, puisque plus 

de 91% des flagellés hétérotrophes sont éliminés dans la fraction considérée sans prédateur 

(fraction <1,2 µm). 

D’une manière générale, des différences marquées apparaissent très clairement entre les 

paramètres chimiques et/ou biologiques caractéristiques du lac Léman et du lac d’Annecy, 

notamment en ce qui concerne les teneurs en phosphates (plus faibles au lac d’Annecy), mais 

également de manière moins attendue pour l’abondance des microorganismes 

(particulièrement des virus, et des bactéries hétérotrophes) qui est moins élevée dans le cas du 

lac Léman (mésotrophe).  
 

III.2. Expériences d’enrichissement 

 III.2.1. Tests méthodologiques 
La réalisation de l’expérience d’enrichissement nécessitait l’obtention d’un concentrât 

viral suffisamment riche. Il était donc important de vérifier l’efficacité et le rendement des 

différentes étapes de préparation de ce concentrât. Les résultats présentés sur la Figure III.2 

ont été obtenus par analyse en cytométrie en flux. 

On observe, après filtration à travers les filtres GFF et 0,2 µm, une élimination totale des 

autotrophes, accompagnée d’une baisse significative de la communauté bactérienne 

hétérotrophe de 77% pour le lac Léman et de 65% pour celui d’Annecy, ainsi qu’une perte des 

virus de 1,4 fois et de 1,7 fois seulement, pour chacun des deux lacs, respectivement. 

L’étape de centrifugation a ensuite permis d’augmenter la concentration virale 8 et 5 

fois par rapport aux échantillons bruts prélevés dans lac Léman et d’Annecy. Cette 

augmentation aurait été seulement de 4 et 3 fois (respectivement) après l’ultrafiltration. Il est 

donc apparu clairement que, la centrifugation finale est une étape efficace dans 

l’augmentation de la concentration en particules virales. 

 III.2.2. Evolution des communautés microbiennes au cours des expériences 
   III.2.2.1. Dynamique de la communauté phytoplanctonique détectée en 

cytométrie 
Au moyen de la cytométrie en flux, trois communautés autotrophes ont pu être 

discriminées (Figure III.3)  (d’après Crosbie et al. (2003)): les picocyanobactéries riches en 

phycoérythrine du genre Synechoccocus sp.(A et B), les petits eucaryotes (PEA) (C et D) et 

les PErich (regroupant uniquement les eucaryotes riches en phycoérithrine et les 

cryptophycées) (E et F).
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 Figure III.3 : Evolution temporelle de l’abondance des différents groupes autotrophes 

(Synechococcus sp. (A et B), Eucaryote (C et D) et PErich (E et F) dans la fraction <11 µm, au 
cours de chacune des expériences menées pour le lac Léman (LE) et le lac d’Annecy (AN).  

 



                                                                                                                                        Résultats 

Le suivi de l’abondance des Synechococcus sp. (Figure III.3 A et B) met en évidence, 

quelque soit le lac considéré, une légère augmentation d’abondance, au cours du temps. 

Cependant, aucune différence significative (test U, p-value = 0,924, α = 0,5) n’est observée 

entre les traitements enrichis et contrôles. 

Une évolution temporelle contrastée, en fonction des lacs, est observée pour les 

eucaryotes pigmentés (Figure III.3 C et D). Elle se traduit par une augmentation de 

l’abondance pour l’expérimentation du lac Léman et par une baisse de celle-ci pour le lac 

d’Annecy, atteignant des valeurs de l’ordre de 4.102 et 7.102 cellules.ml-1, 72 heures après 

incubation des bouteilles. 

Le groupe des PErich présente(Figure III.3 E et F ) une évolution sensiblement 

identique. Comme pour les Synechococcus sp., aucune différence (test U, p-value = 0,478, α = 

0,5) n’apparaît en fonction de l’enrichissement en virus, pour les deux lacs Léman et 

d’Annecy. 

Très peu d’individus de Synechococcus sp. sont présents dans la fraction <1,2 µm des 

deux lacs (Annexe III) et aucune évolution n’a été enregistrée. Les eucaryotes et PErich sont 

totalement absents de cette fraction durant toute l’expérience. 

 

   III.2.2.2. Dynamique de la communauté virale 
On distingue à partir de l’analyse cytométrique, deux communautés virales (Figure 

III.4 et III.5) : VLP1 «Virus-Like-Particles 1» et VLP2 «Virus-Like-Particles 2», pouvant 

correspondre respectivement et d’après  Marie et al. (1999), aux phages bactériens 

hétérotrophes et autotrophes. 

Dans le cas du lac Léman, l’enrichissement viral induit un doublement de la 

concentration des particules virales VLP1 (8,65 ± 4,5.106 part.ml-1 et de 8,69 ± 3,8.106 

part.ml-1, pour les fractions < 11 et <1,2 µm ; Figure III.4 C et D). Ces concentrations se 

maintiennent ensuite tout au long de l’expérience. 

Alors qu’aucune évolution temporelle significative n’est observée dans le cas des traitements 

contrôles, la concentration des VLP1 demeure relativement stable dans les deux fractions 

(4,12 ± 4,6.106  part.ml-1 pour la fraction<11 µm et 3,29 ± 2,7.106 part.ml-1 pour la fraction 

<1,2 µm). Une augmentation de ces particules virales, pour le lac d’Annecy (Figure III.5 C 

et D), est observée au bout de 24 heures d’incubation avant de se stabiliser le reste de 

l’expérience. En ce qui concerne l’évolution du groupe VLP2 des oscillations d’abondances 

sont observées au cours de l’expérience menée au Léman (Figure III.4 E et F). En effet, dans 

les traitement ‘enrichis’, 24 heures après l’enrichissement, on note une augmentation de leur 
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Figure III.4 : Evolution temporelle de l’abondance des bactéries hétérotrophes (A et B), des 
VLP1 (C et D) et VLP2 (E et F) pour la fraction <11 µm et <1,2 µm dans les traitements 
contrôles et enrichis pour l’expérience menée au lac Léman. 
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abondance dans la fraction <11 µm (9,1 ± 6,2.106 part.ml-1) ainsi que dans la fraction 

<1,2 µm (8,9 ± 8,3.106 part.ml-1). A l’inverse, en fin d’expérience (72 heures après 

l’enrichissement) une baisse de 30% et 25% de leur abondance est observée pour les deux 

fractions (<11 et <1,2 µm respectivement). Une baisse significative apparaît également dans 

les traitements contrôles, 24 et 72 heures après le début de l’expérience dans les fraction <11 

µm et <1,2 µm respectivement.  

Contrairement aux résultats obtenus dans le lac Léman, les particules VLP2 restent 

relativement stables dans le temps durant l’expérimentation effectuée sur le lac  d’Annecy 

(Figure III.5 E et F), quelque soit la fraction et/ou le traitement considéré. 
 

   III.2.2.3. Dynamique de la communauté bactérienne hétérotrophes 
     III.2.2.3.a. Evolution de l’abondance bactérienne hétérotrophe 

En plus de l’analyse par cytométrie en flux (CFM), des comptages de bactéries 

hétérotrophes ont été réalisés par microscopie à épifluorescence (FEM) à partir des filtres 

destinés au marquage FISH. La comparaison des données acquises par ces deux méthodes  

montre que la MEF conduit à des valeurs d’abondances systématiquement plus faibles pour 

les bactéries hétérotrophes (Annexe III.1). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus 

précédemment par Duhamel et Jacquet (2005). Nous ne considérons dans ce chapitre que les 

résultats obtenus par FCM,  pour décrire l’évolution temporelle de l’abondance des bactéries 

hétérotrophes. Les dénombrements en microscopie après marquage au DAPI seront utilisés 

pour appréhender et analyser de la structure des bactéries marquées par FISH, puisqu’ils ont 

été réalisés dans ce cadre là, afin de connaître le pourcentage de bactéries marquées par les 

sondes oligonucléotidiques par rapport au nombre de bactéries totales présentes sur les filtres. 

L’abondance des bactéries hétérotrophes, dans les échantillons du lac Léman, ne 

présente pas de variation significative (test U, p-value = 0,626, α = 0,5) au cours de 

l’expérience (Figure III.4 A et B), et ceci, dans le cas des deux fractions (<11 et <1,2 µm). 

Une différence significative (test U, p-value<0,05, α = 0,5) est cependant observée entre les 

traitements contrôles et enrichis de la fraction <1,2 µm, les abondances étant plus élevées 

dans les microcosmes contrôles.         
Pour le lac d’Annecy, l’évolution temporelle des bactéries hétérotrophes (Figure III.5 A 

et B) décrit une baisse entre t0 et t1 dans les deux traitements de la fraction <11 µm. Alors 

qu’une évolution plus stable dans le temps est marquée dans ceux de la fraction <1,2 µm. Là 

encore, aucune différence significative (test U, p-value = 0,13, α = 0,5) n’est observée entre 

les traitements contrôles et enrichis.
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Figure III.6: Structure de la communauté bactérienne à t0 et t3 dans les traitements 
contrôles (C1 et C2) et enrichis (E1 et E2) des fractions <11 µm et <1,2 µm du lac 
Léman (LE) et lac d’Annecy (AN). HGC : actinobactéries,  BET : β-Protéobactéries, 
ALF : α-Protéobactéries, CFB : Cytophaga-Flavobactérium-Bactéroïdes 
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Si l’on s’intéresse à la comparaison des fractions <11 µm et <1,2 µm, afin de visualiser 

notamment l’impact de la prédation des flagellés hétérotrophes, il apparaît , pour le lac 

Léman, que dans les traitements contrôles, aucun effet significatif de la présence des 

prédateurs n’est enregistré sur l’abondance totale des bactéries hétérotrophes. En effet en 

présence et/ou absence de prédateurs, les taux de croissance nette des bactéries hétérotrophes 

ente t0 et t3jours sont négatifs et de même ordre de grandeur. Toutefois, dans les 

microcosmes enrichis, on note une différence de ces taux de croissance bactériens en fonction 

de l’absence des prédateurs. En effet, un taux de croissance faible, mais positif est mesuré 

dans les traitements enrichis <1,2 µm (µ=0.008 j-1) tandis qu’une décroissance est mesurée 

dans les enrichis <11 µm.    

Dans le cas du lac d’Annecy ce genre de comparaison ne permet pas de mettre en 

évidence d’effet régulateur de la prédation sur l’abondance totale bactérienne, les taux de 

croissance nette ne sont positifs dans aucune des enceintes expérimentales. 

 

     III.2.2.3.b. Evolution de la structure de la communauté bactérienne hétérotrophe 
  Une modification dans l’abondance  des différents groupes étudiés est observée entre t0 et 

t3. Cette modification est représentée différemment suivant le lac considéré (Léman ou 

Annecy) d’une part et, suivant la fraction (<11 µm ou <1,2 µm) et/ou le traitement (contrôle 

ou enrichi) considérés, d’Autre part. 

Les résultats obtenus dans les bouteilles de la fraction <11 µm du lac Léman (Figure 

III.6) indiquent une modification de l’importance relative des groupes bactériens, qui apparaît 

de manière plus importante et plus nette dans les traitements enrichis que  dans ceux des 

contrôles. En effet, alors qu’une augmentation de l’abondance relative des β-Protéobactéries a 

eu lieu (36,1% dans les traitements enrichis) par rapport aux autres groupes et que cette 

augmentation semblait se faire au détriment de la classe des α-Protéobactéries qui, présentait 

une baisse importante de leur abondance par rapport à t0 (23,3%), Aucun changement net 

n’apparaît dans les traitements contrôles. Cependant, une évolution semblait s’opérer avec 

notamment, une augmentation d’abondance relative pour les groupes des Actinobactéries et 

des Cytophaga-Flavobactérium. 

Si on observe l’évolution de la structure bactérienne non plus du point de vue de 

l’abondance relative mais d’un point de vue de l’abondance réelle (Annexe IV), on vérifie 

une diminution nette pour les α-Protéobactéries particulièrement dans les traitements enrichis 

accompagnée d’une augmentation des β-Protéobactéries. 
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Figure III. 7: Evolution temporelle des différents composés carbonés: Titre Alcalimitrique 
Complet (TAC, A et B), Carbone Organique Dissous (COD, C et D) et l’indice d’aromaticité (I.A., 
E et F) dans les traitements contrôles et enrichis de la fraction <11 µm et <1,2 µm au cours des 
expériences menées au lac Léman (LE) et au lac d’Annecy (AN). 
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On observe pour la fraction <1,2 µm toujours dans le cas des échantillons du lac Léman, 

aussi bien pour les traitements contrôles que les traitements enrichis (Figure III.6), une 

augmentation de l’abondance relative des deux groupes bactériens Actinobactéries et 

Cytophaga-Flavobactérium et dans une moindre mesure des β-Protéobactéries. Alors que 

contrairement à ce qui a été observé dans la fraction <11 µm, les α-Protéobactéries 

présentaient une diminution à la fois de l’abondance relative (27,8% pour les contrôles et 

26,6% pour les enrichis) et réelle (6,37.104 et 5,40.104 cell.ml-1). 

L’évolution de la structure bactérienne des échantillons prélevés dans le lac d’Annecy 

(Figure III.6) présentait une évolution sensiblement différente par rapport à celle du lac 

Léman. L’évolution la plus notable, observée dans la fraction <11 µm, concernait le groupe 

des Actinobactéries qui affichait une baisse notable dans sans abondance relative (13,3%) par 

rapport à t0 (23,8%). La classe des β-Protéobactéries tendait vers une augmentation qui 

semblait être plus marquée dans les traitements contrôles que dans les traitements enrichis. 

En ce qui concerne la fraction <1,2 µm, il a été observée, quelque soit le traitement 

considérée (contrôle et/ou enrichi), une augmentation de l’abondance relative de la classe des  

β-Protéobactéries, et avec une moindre mesure celle des groupes Actinobactéries et 

Cytophaga-Flavobactérium. Ces derniers présentant une augmentation plus importante par 

rapport à la fraction <11 µm. 

 III.2.3. Evolution des composés chimiques au cours des expérimentations 
   III.2.3.1. Les composés carbonés 

Quelque soit la forme carbonée considérée (COD, TAC et COT) dans le cas du lac 

Léman (Figure III.7), il n’y a pas de différences significatives (test U, p-value = 0,762 pour 

le TAC et p-value= 0,7 pour le COD, α = 0,05) entre les traitements enrichis et contrôles. 

L’évolution temporelle du COD se traduit, aussi bien pour la fraction <11 µm que par 

celle <1,2 µm, par une augmentation significative au cours des premières 24 heures 

d’incubation (Figure III.7 B). Au delà de ce temps, les valeurs se stabilisent autour de 5,93 et 

5,89 mgC.l-1 respectivement. Les concentrations du TAC (Figure III.7A) restent relativement 

stables (1,73 mgC.l-1 en moyenne) tout au long de l’expérimentation. 

Les mêmes tendances dans l’évolution des composés carbonés sont observées pour les 

échantillons du lac d’Annecy (Figure III.7 A). Au 3ème jour de l’expérience, les 

concentrations du COD et TAC sont de l’ordre de 7, 5 et 2 mgC.l-1 respectivement. Aucune 
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 Figure III.8: Evolution temporelle des différents composés azotés : ammonium (NH4
+, A et B), 

nitrates (NO3
2-, C et D), nitrites (NO2

-, E et F) et l’azote total (N total, G et H) dans les traitements 
contrôles et enrichis de la fraction <11 µm et <1,2 µm au cours des expériences menées au lac 
Léman (LE) et au lac d’Annecy (AN). 
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différence significative (test U, p-value = 0,375, α = 0,5) entre les traitements contrôle et 

enrichi n’est mise en évidence. 

 

   III.2.3.2. Les composés azotés  
En ce qui concerne l’évolution des formes minérales de l’azote (Figure III.8) au cours 

du temps, pour le lac Léman, la forme ammonium (Figure III.8 A et B) est celle qui subit les 

variations temporelles les plus marquées tandis que les nitrates (Figure III.8 C et D) et 

nitrites (Figure III.8 E et F) demeurent relativement stables. Qu’il s’agisse du lac Léman ou 

du lac d’Annecy, les teneurs en nitrites fluctuent dans une gamme de concentrations très 

faibles au cours des expérimentations variant ente 0,0015 à 0,0025 mgN.l-1 (Figures III.8 E 

et F). Les teneurs en ammonium augmentent nettement au cours des deux premiers jours 

d’expérience, et ceci dans les deux fractions, puis une stabilisation est observée dans les 

bouteilles enrichies tandis qu’une diminution des teneurs apparaît dans les bouteilles contrôles 

(Figure III.8 A et B).  

Une évolution temporelle identique (test U, p-value = 0,214, α = 0,5) de l’azote total 

(Figure III.8 G) apparaît dans les traitements contrôles et enrichis de la fraction <11 µm, 

alors qu’une différence sensible de celle-ci est observée pendant deux jours, dans le cas de la 

fraction <1,2 µm. Cependant, quelque soit le traitement et/ou la fraction considéré, à la fin de 

l’expérience, la concentration de l’azote total est de 1,44 mgN.l-1. 

La manipulation effectuée à Annecy permet de mettre en évidence des concentrations en  

ammonium qui s’accroissent tout au long de l’expérience (Figure III.8 B), pour atteindre 

dans les enceintes contrôles des teneurs s’approchant de 0,1 mgN.l-1 (des valeurs légèrement 

plus faibles sont mesurées dans les enceintes enrichies en virus). 

Avec des différences non significatives entre les traitements (test U, p-value = 0,455, α 

= 0,5), l’azote total présente une évolution identique de sa concentration (Figure III.8 H), au 

cours du temps, pour les deux fractions. Cette évolution décrit une croissance de la 

concentration de l’azote total dont le maximum (1,2 mgN.l-1) est atteint au bout de 48 heures 

d’expérience, les dernières 24h d’expériences sont marquées par une légère décroissance de 

ces concentrations.  

 

   III.2.3. 3. Les composés phosphatés 
Dans le cas du lac Léman (Figure III.9 A),  l’évolution des orthophosphates (PO4

3-) 

au cours du temps ne présente pas de variation significative (test U, p-value<0,05, α = 0,05) 

quels que soient les microcosmes considérés. De même, la concentration du phosphate total
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Figure III.9 : Evolution temporelle des différents composés phosphorés : Orthophosphates 
(PO4

3-, A et B) et le phosphate total (P total, C et D) dans les traitements contrôles et enrichis de 
la fraction <11 µm et <1,2 µm au cours des expériences menées au lac Léman (LE) et au lac 
d’Annecy (AN). 
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reste très stable (Figure III.9 C), aussi bien pour la fraction <11 µm (26.10-2 mgP.l-1) 

que pour celle <1,2 µm (24.10-2 mgP.l-1), avant de noter une légère baisse au bout du 3ième 

jour, plus marquée pour les traitements contrôles que pour les traitements enrichis. 

A  l’inverse, dans l’expérimentation menée à Annecy (Figure III.9 B et D), la 

dynamique des éléments phosphatés est beaucoup plus chaotique. Les teneurs en 

orthophosphates (PO4
3-) deviennent indétectables dans les traitements contrôles et enrichis 

(Figure III.9 B), au bout de 48 heures d’expérience pour la fraction <11 µm et de 24 heures 

d’expérience pour la fraction <1,2 µm. Tandis que cette situation reste inchangée pour la 

fraction <1,2 µm ([PO4
3-] = 0 mgP.l-1) à la fin de l’expérience, une augmentation des teneurs 

orthophosphates, avec un retour à une concentration initiale (10-3 mgP.l-1) est observée dans la 

fraction <11 µm. Les résultats significativement différents (test U, p-value = 0,178, α = 0,05) 

obtenus pour les traitements contrôles et enrichis montrent une évolution très contrastée du 

phosphate total, au cours du temps. 
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IV.1. Aspect Méthodologique  

IV.1.1  Approches expérimentales en microcosmes 
L’approche utilisée pour cette étude présente l’avantage, comme toutes les études 

expérimentales, d’une simplification du système à analyser et du contrôle des paramètres 

choisis, permettrant de mettre clairement en évidence l’action des facteurs de régulation 

potentiels sur le système étudié. Si le principe de l’incubation in situ a permis par ailleurs de 

conserver des conditions de température et d’éclairement assez proches de celles du milieu 

naturel, il est bien évident que les faibles volumes utilisés ont pu entraîner un confinement et 

un développement spécifique de certaines communautés. Aussi, pour limiter cet effet, nous 

sommes-nous attachés à utiliser des volumes adaptés aux différentes communautés étudiées 

avec des temps d’incubation courts mais toutefois suffisants pour obtenir des réponses des 

communautés procaryotiques aux différents traitements (Duhamel et al., 2006). 

La transposition des résultats expérimentaux obtenus en microcosmes à des situations 

naturelles est toujours délicate, et il parait évident qu’une approche ecosystémique aurait 

permis de confronter les résultats et ainsi de corroborer les observations faites lors de ces 

expérimentations. Cependant, il faut rappeler que l’approche terrain présente comme principal 

inconvénient de prendre en considération l’ensemble des composants de l’écosystème, ce qui 

augmente la complexité et limite la possibilité d’une analyse fine des résultats (Srivastava et 

al., 2004). Le couplage des deux approches semble donc particulièrement pertinent à la 

compréhension des mécanismes structurant les réseaux trophiques microbiens. Ce genre de 

couplage entre approche ecosystémique et approche expérimentale est opéré pour l’étude des 

réseaux trophiques des lacs alpins. Dans le cas de cette étude, nous ne considérerons toutefois 

que les résultats expérimentaux qui doivent nous permettre d’identifier des interactions 

spécifiques et de décortiquer au moins en partie le fonctionnement du réseau microbien à la 

période de réalisation des manipulations (hiver).    

IV.1.2  Représentativité des communautés prélevées 
Compte tenu du fait que les échantillons d’eau permettant de constituer les différents 

types de traitements expérimentaux ont été prélevés de manière intégrée dans la strate 0-8 m 

en un seul point du lac, la question de la représentativité de ce seul échantillon initial pouvait 

se poser, en particulier pour l’analyse de la structure de la communauté bactérienne 

d’écosystèmes lacustres de grande taille. Yannarell et Triplett (2003) et Dorigo (2005) ont, en
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parti, répondu à cette question. En travaillant sur 13 lacs de Wisconsin et sur le lac du 

Bourget (France) respectivement, ces auteurs en révélé qu’en hiver, l’abondance de la 

communauté bactérienne et la structure de celle-ci étaient très homogènes sur une échelle 

horizontale, en concordance avec les caractéristiques hydrodynamiques de ces lacs. Les 

conclusions de ces travaux démontraient qu’un nombre restreint d’échantillons dans l’espace 

horizontal est suffisant pour estimer de façon fiable et représentative la structure de la 

communauté bactérienne de la zone pélagique, à condition d’être loin de l’influence notable 

des embouchures des affluents des systèmes étudiés. Ainsi, nous estimons que les deux points 

de prélèvements considérés au cours de cette étude, étaient suffisamment pertinents pour 

décrire de façon représentative l’abondance et la composition de la communauté bactérienne à 

l’échelle horizontale du lac Léman et du lac d’Annecy, et que les processus et interactions 

identifiés dans le cadre de ces expérimentations étaient globalement extrapolables à 

l’ensemble de la zone épilimnique pélagique. 

VI.1.3  Analyse de la structure de la communauté bactérienne par la 
méthode FISH 

 L’étude de la structure de la communauté bactérienne a été réalisée au moyen d’une 

technique de biologie moléculaire appelée FISH. Cette méthode a déjà été largement utilisée 

dans l’étude de la dynamique des groupes phylogénétiques des procaryotes planctoniques. 

C’est le nombre élevé de ribosomes dans une cellule bactérienne qui permet d’obtenir une 

amplification naturelle du signal visible lors de l’hybridation des sondes oligonucléotidiques 

choisies et révélées au moyen d’un fluorochrome. Dés lors, il est reconnu que cette technique 

présente une faible capacité à marquer les cellules présentant un faible nombre de ribosomes 

ou une faible activité métabolique ou une faible perméabilité cellulaire (Bouvier et Del 

Giorgio, 2002). Ceci expliquerait en partie le fait que le pourcentage de cellules marquées par 

la méthode FISH en comparaison des bactéries totales dénombrées au DAPI n’atteint que 

rarement les 100% (même dans le cas de l’utilisation de sondes généralistes ciblant à priori 

toutes les Eubactéries et Archae). Par ailleurs, les variations observées dans l’abondance 

relative des différents groupes étudiés par rapport à l’abondance totale des bactéries marquées 

au DAPI, peuvent également être reliées au fait que les sondes utilisées ne couvrent pas 

entièrement le groupe ciblé ou manquent de spécificité (Amann et al., 1995 ; Daims et al., 

1999; Weller et al., 2000). Cela a déjà été constaté par exemple avec la sonde CF319a (Weller 

et al., 2000). 
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En ayant à l’esprit ces limitations, notre analyse de la structure de la communauté 

bactérienne avait donc pour but de visualiser des modifications dans l’abondance et 

l’importance relative des groupes les plus caractéristiques des Eubactéries, suite à la 

manipulation des prédateurs bactérivores et/ou des virus. Les groupes bactériens que nous 

avons choisi de suivre ont été sélectionnés sur la base d’analyses précédemment effectuées 

dans les lacs concernés, analyses qui ont permis de mettre en évidence la présence récurrente 

et quantitativement importante de ces groupes bactériens.  

IV.2  Facteurs régulant les abondances de la communauté bactérienne  
L’étude de la communauté bactérienne à partir de l’analyse cytométrique a révélé une 

assez grande stabilité de l’abondance au cours du temps et, des concentration étaient 

relativement faibles par rapport à celles enregistrées par Dorigo (2005) à la même période. 

L’abondance bactérienne est un très bon indicateur de la dynamique bactérienne, 

cependant, elle ne rend pas compte de l’activité réelle de la communauté bactérienne. Des 

mesures de production bactérienne auraient permis de mieux apprécier l’état physiologique de 

celle-ci et ainsi de mieux comprendre les facteurs clés impactant sur son évolution. Ceci est 

d’autant plus vrai que certains travaux (Jardillier et al., 2005 ; Boucher et al.,2005) ont 

rapporté l’absence de relation significative entre abondance et production bactériennes. La 

qualité de la matière organique présente dans les microcosmes était fortement labile d’après 

les faibles valeurs que nous avons mesurée pour l’indice d’aromaticité (I.A.); il est donc peu 

probable que la croissance bactérienne ait été limitée par la qualité de cette matière organique. 

Ainsi, l’hypothèse la plus probante est que la croissance des bactéries était fortement limité 

par les très faibles températures enregistrées au cours de l’incubation (<6°C). En travaillant 

sur le réservoir du Sep (Massif Central, France), Boucher et al. (2005) ont clairement montré 

que la vitesse de dégradation de la matière organique  par la communauté bactérienne 

dépendait fortement de la température et qu’elle tendait à ralentir avec la baisse des  

températures. 

Nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence un impact régulateur significatif de 

la prédation par les flagellés hétérotrophes, sur la base de l’évolution quasi-similaire de 

l’abondance bactérienne observée dans les deux fractions <11 µm et <1,2 µm. Les raisons qui 

peuvent expliquer cela sont nombreuses. 

Rappelons tout d’abord que l’impact de la prédation sur la communauté bactérienne 

dépend d’une relation concomitante entre l’abondance bactérienne et le mode de nutrition des
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flagellés hétérotrophes. En effet,  on sait que les protistes flagellés capturent leur proie 

par interception directe et que ce processus est donc dépendant de la densité. Les abondance 

bactériennes observées au cours de cette période hivernale, étaient faibles par rapport à ce qui 

a été précédemment enregistré (Dorigo, 2005). On peut, donc, envisager que le faible impact 

observé soit en partie dû à une faible probabilité de rencontre entre les prédateurs et leurs 

proies. 

Il est également possible de penser que, ce n’est pas l’effet de la prédation sur les 

bactéries qui ait été décris par nos résultats mais plutôt une régulation ou un contrôle de cette 

interaction par un facteur autre que ceux étudiés au cours de cette étude. Là encore, la 

température pourrait constituer ce facteur. En effet, il apparaît clairement que les faibles 

valeurs de température ont fortement limité les capacités physiologiques des bactéries et, ceci 

aurait pu être déterminant dans le choix des proies par les flagellés hétérotrophes qui font 

subir une action de prédation au moins quatre fois plus importante sur les bactéries actives 

que sur les bactéries inactives (Del Giorgio et al., 1996). Encore une fois, cette faible activité 

bactérienne était clairement suggérée par l’absence de croissance bactérienne dans les 

enceintes expérimentales ne contenant ni prédateurs ni d’ajout en particules virales.  

Une réponse typique des bactéries à la pression de prédation consiste souvent en une 

évolution morphologique des cellules vers des formes filamenteuses (Jürgens et al., 1999). Ce 

genre d’effet structurant n’a pas été observé au cours de cette étude, la proportion des 

bactéries filamenteuses n’évoluant pas et restant faible.  

Il est important de rappeler, par ailleurs, que même si les principaux prédateurs et 

régulateurs de la communauté bactérienne sont classiquement les flagellés hétérotrophes, 

d’autres organismes peuvent intervenir de manière significative dans la régulation de 

l’abondance bactérienne en milieu lacustre. Les ciliés et  les métazoaires, notamment les 

cladocères du genre Daphnia sont également des consommateurs de bactéries (Kisand et 

Zingel, 2000). Il est envisageable, que notre étude se soit située à une période pendant laquelle 

les prédateurs principaux ne sont pas les flagellés présents dans la fraction <11 µm. En effet, 

Une étude récente réalisée sur un lac périalpin mésotrophe, le lac du Bourget présentant de 

grandes similitudes de fonctionnement avec le lac Léman, a démontré les grandes variations 

saisonnières qu’il peut y avoir dans l’importance relative des divers types de prédateurs 

(comte et al., sous presse) 

Notons enfin, la possibilité d’une auto-régulation de l’abondance des principaux 

bactérivores à l’intérieur de la fraction <11 µm. En effet le choix d’une fraction de taille <5 

µm pour la réalisation des expérimentations, permettant d’isoler les plus petits des flagellés 
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souvent considérés comme ayant le plus fort impact en terme de bactérivorie aurait peut 

être fournit des résultats différents. Il est tout à fait envisageable, qu’au sein de la fraction <11 

µm, des phénomènes de prédation se soit exercées de manière significative sur les flagellés 

les plus petits (Samuelson et Domaizo, non publié). 

 

Bien que l’enrichissement ait permit d’obtenir significativement plus de virus dans les 

bouteilles enrichies que dans les bouteilles témoins, cette augmentation de la charge virale n’a 

pas entraîné de variations significatives dans les abondances bactériennes. Par comparaison, 

les études Steward et al. (1996) et Yager et al.(2001), ont mis en évidence une chute 

significative de l’abondance bactérienne dans les bouteilles enrichies en virus alors que, celle 

de Jardillier et al. (2005), à l’inverse, a permis d’observer une tendance à l’augmentation. 

Ces résultats divergents laisseraient penser que, comme pour la prédation, plusieurs 

facteurs sont susceptibles d’expliquer les variations de l’abondance bactérienne par rapport à 

la lyse virale. Parmi ceux ci, on peut rappeler que près de 50% de la communauté virale peut 

ne pas être infectieuse (Wilhelm et al., 1998) et la majorité des bactéries peuvent résister à 

l’infection virale (Winter et al., 2004) par réduction du nombre de récepteurs viraux à la 

surface de la cellule. Les expériences d’enrichissement en virus de Weinbauer et Holf (1998) 

et Simek et al. (2001) ont montré que les morphotypes bactériens ne semblent pas présenter la 

même fréquence d’infection suivant qu’il s’agit de bactéries en bâtonnet ou de formes 

filamenteuses, ces dernières ne présentant aucune infection. Enfin, on peut envisager que dans 

les bouteilles enrichies, les bactéries pourraient être responsables d’une production d’enzymes 

importante qui dégradent les protéines et les acides nucléiques viraux. Toute fois les deux 

dernières hypothèses sont peu probables en regard de ce que nous avons dis plus haut. 

Le protocole expérimental de préparation du concentrât viral, basé sur une série de 

filtration et d’ultrafiltration et de centrifugation pourrait avoir un effet non négligeable sur 

l’efficacité virale. En effet, certaines études ont montré qu’une inactivation des virus plus 

importante est observée après les processus de filtration et de centrifugation (Kapuscinski et 

Mitchell, 1980; Moebus, 1992).  

Au regard de nos résultats, il semble que ce soit la température qui puisse être un facteur 

de contrôle de l’activité virale. D’après Bratback et al. (1994), la vitesse de multiplication des 

virus est plus rapide à 20°C qu’à 5°C, cette dernier valeur correspondant à celle enregistrée au 

cours de l’incubation. De plus, il est reconnu que la faible activité métabolique des bactéries 

en rapport avec la température ne se traduit pas par une activité lytique importante
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Enfin, un des facteurs limitant l’effet viral dans le cas particulier de nos 

expérimentations pourrait être un enrichissement viral insuffisant. Même si des études ont pu 

mettre en évidence un impact de la lyse virale sur l’abondance bactérienne avec des facteurs 

d’enrichissement variant de 2 à 5, on peut envisager que dans les conditions 

environnementales caractéristiques de nos expérimentations  ce facteur  ait donc été 

insuffisant pour entraîner une action virale.significative.IV.3 Facteurs régulant la 

structure de la communauté bactérienne  
La somme de l’abondance des quatre groupes obtenue à partir de l’analyse FISH était 

toujours inférieure à l’abondance bactérienne totale dénombrée par marquage au DAPI. Ceci 

pourrait être dû au fait que certains groupes comme les Archaea reconnu comme étant une 

composante ubiquiste et métaboliquement active en milieu d’eau douce (Massana et al., 

2000; Karner et al., 2001) , et/ou certaines divisions telles que les γ-Protéobactéries ou les 

Verrucomicrobiaceae, n’ont pas été pris en compte dans nos dénombrements, alors qu’elles 

peuvent constituer une proportion significative du bactérioplancton dans les écosystèmes 

lacustres (Glöckner et al., 2000). 

L’analyse structurelle de la communauté bactérienne, au début de l’expérience, a révélé 

à partir de la méthode FISH une différence sensible entre les échantillons des deux lacs, 

notamment dans la dominance des groupes. Ainsi, il a été remarqué que les deux groupes 

taxinomiques dominants pour le lac Léman et d’Annecy sont respectivement la sous-classe 

des α-Protéobactéries (59% du total des quatre sondes) et le groupe des Cytophaga-

Flavobacterium (40% du total des quatre sondes). 

Nos résultats ne sont pas tout à fait en accord avec ceux de Dorigo (2005).En effet ces 

auteurs ont montré, à partir de l’étude de la dynamique structurelle bactérienne des trois 

grands lacs Alpins (Bourget, Léman et Annecy), en surface comme à 50 m de profondeur, en 

hiver comme au printemps et en été, que le groupe taxinomiquement dominant correspondait 

à celui des Actinobactéries (51% de toutes les séquences d’Eubactéries). Ce groupe était suivi 

des deux sous-classes des Protéobactéries, α et β, avec respectivement 16% et 16% de la 

totalité des séquences d’Eubactéries identifiées. Les Cytophaga-Flavobacterium constituaient 

le groupe le plus faiblement représenté dans ces lacs (5%). Ces différences de résultats 

pourrait être expliquées par la phase de préfiltration sur 2 µm qu’ont subit les échantillons 

d’eau dans l’étude de Dorigo (2005). Cette préfiltration aurait pu retenir une part importante 

des Cytophaga-Flavobacterium en raison de leur taille moyenne plus élevée, ce qui
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correspondrait parfaitement au cas du Léman où on observe une perte importante du 

marquage FISH pour la fraction <1,2 µm comparativement à la fraction <11 µm. Par ailleurs, 

les deux méthodes d’analyses de la communauté bactérienne sont très différentes puisqu’il 

s’agissait de clonage/séquençage pour l’analyse faite par Dorigo (2005) et de la méthode 

FISH dans le cas de cette étude, la comparaison est de ce fait délicate. Il est envisageable que 

des biais méthodologiques induisent une sous estimation de l’abondance des Cytophaga-

Flavobacterium par la méthode du séquençage et/ou une surestimation  par la méthode FISH 

en raison de marquage non spécifique par exemple. Il faut noter, par ailleurs, que ce type 

d’écart de résultats entre l’analyse de clonage séquençage et la méthode FISH a 

précédemment été rapporté dans le cas du lac du Bourget au cours de l’étude réalisée par  

Comte et al. (2005) qui rapportait également une abondance assez élevée des Cytophaga-

Flavobacterium en 2002.  

Les études effectuées par la méthode FISH ont révélés, de manière générale que, les 

Cytophaga-Flavobacterium ainsi que les α-Protéobactéries étaient très abondants et souvent 

numériquement dominantes dans les écosystème marins et d’eau douce (Glöckner et al., 

2000; Giovannoni et Rappé, 2000). Il semblerait que ces groupes soient favorisés en présence 

de certains types de nutriments, ainsi, les α-Protéobactéries auraient tendance à se développer, 

suivant Schweitzer et al. (2001) en présence d’une importante quantité d’agrégats sur lesquels 

ils se développeraient alors que, les Cytophaga-Flavobacterium supplanteraient les autres 

groupes par leur capacité à dégrader des polymères et des macromolécules organiques 

dissoutes (Zwisler et al., 2003). 

Lindström et al. (2005) ont montré, en comparant des données obtenues dans 50 lacs, 

que la structure bactérienne dépendait fortement du pH et de la température. En raison de leur 

origine glaciaire, de leur localisation et de leurs caractéristiques géologiques, ces deux lacs 

présentent les mêmes paramètres physiques de température et de pH (Dorigo, 2005). Les 

différences majeurs concernent plutôt leur état trophique (lac Léman : mésotrophe; lac 

d’Annecy : oligotrophe).Il est donc, fort probable que la quantité et la qualité de la matière 

organique ainsi que les teneurs en nutriments soient à l’origine de cette disparité, comme cela 

a déjà été observé dans d’autres écosystèmes (Lindströmeet al., 2005; Yannarell et Triplett, 

2004). 

 

Après 72 heures d’incubation, des changements dans l’abondance relative des différents 

groupes bactériens ont été observés. Ces changements se caractérisaient par une baisse des 

groupes dominants à t0 (α-Protéobactéries et Cytophaga-Flavobacterium respectivement pour
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le lac Léman et le lac d’Annecy) et, en contre partie, par une augmentation plus ou 

moins globale des autres groupes. Toutefois, l’abondance totale de la communauté 

bactérienne restait stable bien que ces modifications de structure s’opéraient au cours du 

temps, avec non plus une dominance claire d’un groupe par rapport aux autres, comme cela 

avait été observé à t0, mais un relatif équilibre dans la proportion relative des 4 groupes 

bactériens considérés.  

Une étude similaire récente effectuée au lac Pavin (Massif Central, France) dans le cadre 

de l’évaluation de l’impact des virus et de la prédation sur la communauté des bactéries 

hétérotrophes a permis d’observer également une augmentation des abondances relatives des  

différents groupes bactériens marqués (Jardillier et al., 2005). Toutefois, le groupe des β-

Protéobactéries qui dominait à plus de 44% du total des cellules hybridées à t0, semblait 

maintenir cette dominance à t3 (59% du total des cellules hybridées) (Jardillier et al., 2005). 

Conformément aux résultats récents de Jardillier et al. (2005) obtenus en milieu 

lacustre, notre travail montre que l’augmentation de l’abondance virale est susceptible de 

modifier la structure de la communauté bactérienne. Les différents résultats obtenus en 

comparant les traitements contrôles et enrichis du lac Léman ont montré que la cette action 

virale tend à faire augmenter l’abondance de la classe des β-Protéobactéries et faire diminuer 

celle de la classe de α- Protéobactéries. L’effet de cette action était moins net pour le lac 

d’Annecy. En conséquence, on pourrait supposer que la lyse virale a un effet  

significativement plus important en milieu eutrophe (lac Léman) qu’en milieu oligotrophe 

(Lac d’Annecy), comme cela a été constaté dans le modèle de Roué et a. (2001) et dans les 

résultats de Jardillier et al. (2005). 

En raison de la relation spécifique hôte-virus, la relation entre la lyse virale et la 

diversité microbienne peut, a priori, s’expliquer plus facilement que celle qui lie la structure 

de la communauté bactérienne à l’activité bactérivore. L’impact des virus sur la structure de la 

communauté bactérienne peut se faire selon la théorie du « killing de winner » qui suggère un 

contrôle de la population hôte remportant la compétition pour les ressources (Fuhrman et 

Suttle, 1993; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004).  

L’effet de la prédation sur la structure bactérienne était faible, on observait seulement 

pour le lac Léman une augmentation de l’abondance de la sous-classe des β-Protéobactéries 

en absence de prédateurs. Toute fois, Il est très important de prendre avec précaution les 

résultats observés au vu de la grande disparité qui pouvait apparaître entre deux duplicats. 

Bien que nous disposions de triplicats, il ne nous a pas été possible, faute de temps, de réaliser 

le marquage sur l’ensemble des trois réplicats, qui auraient permis d’acquérir des données
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statistiquement plus fiables. L’analyse du troisième réplicat pourra toutefois être 

effectuée à posteriori afin de confirmer les observations présentées dans ce rapport.  

Enfin, on a pu remarquer au cours de cette étude, une différence nette dans l’évolution 

de l’abondance des différents groupes, entre les traitements contrôles et enrichis, en 

particulier  dans les fractions <11 µm, donc en présence de prédateurs, aussi bien pour le lac 

Léman que celui du lac d’Annecy. Ceci est d’autant plus vrai dans le cas du groupe des 

Actinobactéries. En effet, les résultats ont montré que dans la fraction <1,2 µm (absence de 

prédateur), une baisse importante de l’abondance de ce groupe dans les traitements enrichis 

apparaît (par rapport aux contrôles où il reste relativement stable), alors que dans la fraction 

<11 µm (présence de prédateur), ce contraste entre les deux types de traitements n’était plus 

visible. Cette observation laisse supposer que l’activité de prédation aurait un effet sur 

l’efficacité de la lyse virale s’exerçant sur le groupe des Actinobactéries. Des effets de 

synergie pourrait exister entre prédation et lyse, ce qui a été démontré dans quelques études 

(Šimek et al., 2001; Weinbauer et al., 2003; Jacquet et al., en révision).
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Les expérimentations in situ effectuées au cours de cette étude ont permis de mettre en 

évidence des modifications de la structure de la communauté bactérienne alors que 

l’abondance de celle-ci n’a présenté que peu de variation. La modification de la structure 

bactérienne s’est manifestée par une baisse de l’abondance relative des groupes dominants au 

début de l’expérience, et une augmentation d’autres groupes variables selon le lac considéré et 

le type de traitement. A l’issue de cette étude, nous n’avons pas pu répondre à toutes les 

questions posées initialement, particulièrement, les réponses biologiques suite à la 

manipulation des prédateurs et des virus ont généralement été de faible amplitude. Notre 

étude comparative s’est limitée à un nombre très faible d’échantillons et, la difficulté à obtenir 

des réponses nettes aux manipulations a probablement été en grande partie liée à la  période 

d’étude durant laquelle les communautés étaient présentes à de faibles abondances et surtout, 

étaient caractérisées par un état de faible activité notamment expliqué par les très faibles 

températures. Même s’il est reconnu que les principaux facteurs de régulation d’une 

communauté bactérienne sont la prédation et la lyse virale ainsi que les ressources en matière 

organique, les résultats obtenus au cours de cette étude laissent penser que le température était 

un facteur physique clé qui dynamise ou limite l’ensemble du réseau trophique microbien au 

travers des interactions ayant lieu au sein de la boucle microbienne.  

 

A court terme, les perspectives d’étude qui ressortent de notre analyse sont: 

1) Reconduire cette expérience en période estivale, afin de cibler une période 

d’activité biologique plus élevée pour les différentes communautés 

microbiennes (période prévue : juillet-août 2006) et où les ressources nutritives 

sont fortements limités dans les eaux de surface 

2) Prendre en considération des paramètres qui rendent compte de l’activité et de 

l’état physiologique réel de la communauté bactérienne, comme par exemple la 

production bactérienne par la méthode d’incorporation de la Thymidine 

radiomarquée, ou l’utilisation de fluorochrome rendant compte de l’activité des 

cellules. 

 

A plus long terme, les perspectives d’étude qui permettrait d’affiner notre réflexion par 

rapport à cette problématique, pourraient être résumées comme suite : 

 

1) Un suivi annuel des effets de la prédation et de la lyse virale sur les communauté 

bactérienne, en travaillant sur ces deux lacs aux caractéristiques trophiques différentes, en
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effectuant un prélèvement une fois par mois et cela à trois profondeurs caractéristiques 

des différentes strates de la colonne d’eau (épi, méta et hypolimnium), afin d’avoir une idée 

sur la dynamique de ces interaction à plus grande échelle spatio-temporelle..  

2) Au cours de cette étude nous avons fait le choix d’utiliser la méthode TSA-FISH, qui 

nous a permis de dénombrer différents groupes bactériens et d’avoir donc une dynamique de 

ces groupes. En revanche, des limites et certains biais peuvent être associés au fait que cette 

technique présente une faible capacité à marquer les cellules caractérisées par une faible 

activité métabolique et une faible perméabilité cellulaire. Il serait donc intéressant voir 

nécessaire d’utiliser d’autres techniques moléculaires pour affiner nos résultats, 

particulièrement celles qui associent l’analyse de la diversité taxonomique à l’analyse 

fonctionnelle. Ainsi, elles permettront de mieux connaître le rôle joué pour chaque groupe 

taxonomique et la signification fonctionnelle de la diversité des communautés bactériennes 

aquatiques.Parmi ces méthodes, on pourrait envisager l’utilisation de la méthode dite « FISH-

Micoautoradiographie », développée par Lee et al. (1999) dont le principe est d’associer 

l’assimilation d’un produit radioactif à un micro-organisme qui est lui-même détecté par 

Hybridation in situ.  
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Tableau des valeurs fournies par l’OCDE (Organisation for Economic Co-

operation and Development) pour évaluer le niveau trophique d’un lac. D’après le 

rapport

 Chl a (µg.l-1) Secchi (m) 
Catégorie trophique Ptot (µg.l-1)

Moyenne Maximum Moyenne Maximum

Ultra-oligotrophie ≤ 4 ≤ 1 ≤ 2,5 ≥ 2,5 ≥ 6 

Oligotrophie ≤ 10 ≤ 2,5 ≤ 8 ≥ 6 ≥ 3 

Mésotrophie 13 - 58 2,5 - 8 8 - 25 6 - 3 3 - 1,5 

Eutrophie 35 - 100 8 - 25 25 - 75 3 - 1,5 1,5 - 0,7 

Hypereutrophie ≥ 100 ≥ 25 ≥ 75 ≤ 1,5 ≤ 0,7 
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: Principe et mode opératoire du dosage chimique des éléments considérés dans 
l’expérience d’enrichissement 
 

 II.1 Carbone et azote particulaire 

 

Principe : Mesurer des concentrations en carbone et azote particulaire après filtration, 

combustion et séparation par chromatographie gazeuse des échantillons. 

 

Mode opératoire : Les échantillons ont été préalablement filtrés sur membranes Whatman 

GFF (0,7 µm). Les filtres contenant les particules ont été ensuite placés au 

dessiccateur avec de l’HCl, puis un dessiccateur du KOH. Les filtres ont été 

ensuite placés dans une petite capsule en étain. La capsule et l’échantillon ont été 

soumis, en présence d’O2, à une combustion éclaire à 1000°C dans un tube en 

quartz. Les gaz de combustion ont été ensuite oxydés, réduits et séparés pour enfin 

être quantifiés. 

 

II.2 Phosphore particulaire  

Principe : L’analyse du phosphore particulaire présent dans un échantillon est effectuée par 

colorimétrie après minéralisation. 

Mode opératoire : Les échantillons ont été filtrés sur des membranes en polycarbonate de 

porosité 0,4 µm. Le filtre placé dans l’eau distillée est sujet au même protocole que 

pour le phosphore total (décrit ultérieurement). 
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II.3 Azote ammoniacal NH4
+ 

 

Principe : Le but est de former en milieu alcalin (10,4 < pH < 11,5) un composé de type 

indophénole par réduction des ions ammonium en présence d’un catalyseur. La 

coloration bleue est ensuite mesurée par spectrométrie. 

 

Mode opératoire : 20 ml d’eau à analyser ont été mis en présence de deux réactifs (solution 

phénol-nitroprussiate et solution alcaline complexante et cholorée) pendant 6 

heures à l’obscurité. Les échantillons colorés ont ensuite été mesurés au 

spectrophotomètre. 

 

II.4 Azote nitreux NO2
- 

 

Principe : Diazotation de sulfanilamide par l’ion nitreux en présence de chlorhydrate d’N-

ethylène-diamine. Le complexe rose ainsi formé a été mesuré par 

spectrophotométrie. 

 

Mode opératoire : L’eau à analyser est mise en présence d’un réactif combiné (acide 

phosphorique, d’N-ethylène-diamine et sulfanilamide). Le temps de réaction a 

permis la formation d’un complexe de couleur rose et a été mesuré par 

spectrophotométrie.  

 

II.5 Azote nitrique NO 3
-2 

 

Principe : Les nitrates sont réduits en nitrite par passage sur une colonne de cadmium 

cuivrée. Le dosage s’effectue par colorimétrie. 

 

Mode opératoire : L’échantillon disposé sur un caroussel a été prélevé par une pompe 

péristaltique ainsi que des réactifs mis en œuvres (sulfate de cuivre, chlorure 

d’aluminium et un réactif colorimétrique). La coloration résultant de la réaction est 

mesurée par spectrophotométrie. 

 

II.6. Azote total (N total) 
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Principe : Analyse de toutes les formes azotées présentes dans un échantillon. 

 

Mode opératoire : Les échantillons sont placés dans un passeur, aspirés et injectés dans un 

catalyseur à quartz dans un four chauffé à 1000°C. Toutes les formes azotées sont 

brûlées et oxydées. Après déshydratation de ces gaz, l’ozone est ajouté. L’azote 

gazeux est transformé en molécule instable (NO*) qui libère des photons et que 

l’on mesure avec une cellule photoéléctrique. Les concentrations sont exprimées 

suivant une gamme étalon qui est définie à chaque mesure. 

II.7 Orthophosphates PO4
3- 

 

Principe : Formation d’un complexe de molybdate d’ammonium, de tartre double de 

potassium et d’antimoine-phophore-molybdate. Ce complexe est réduit par l’acide 

ascorbique. 

 

Mode opératoire : L’eau à analyser a été mise en présence d’un réactif avec réducteur (acide 

ascorbique). Le complexe bleuté est analysé par spectrophotométrie. 

 

II.8. Phosphore total (P total)

Principe: Analyse du phosphore total contenu dans un échantillon par colorimétrie après 

minéralisation. 

 

Mode opératoire : l’eau à analyser a été mise en présence du persulfate d’ammonium à 20% 

et d’acide sulfurique pour la minéralisation. Ce dernier est accéléré par passage des 

échantillons à 128°C pendant une heure. Le dosage a été effectué suivant la 

méthode décrite pour les orthophosphates (voir ci-dessus).  

 

II.9. Indice d’aromaticité (I.A.) 

Principe : Du fait de l’absorbance des composés aromatiques dans les longueurs d’onde entre 

250 et 280 nm, plusieurs auteurs ont utilisé un indice d’absorbance pour essayer d’estimer le 

contenu aromatique dans le COD, le contenu en acides fluviques et la relation de la 

biodégradabilité de la matière organique. Imai et al. (2001) trouvent des relations de ces 

indices avec l’origine de la matière organique : la MOD allochtone est plus aromatique que la 

MOD autochtone (sécrétions photosynthétiques de dominance aliphatique, avec des indices 

plus bas).
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On utilise donc, la propriété de l’absorbance dans les U.V. pour essayer de caractériser la 

MOD présente dans les échantillons du point de vue de sa biodégradabilité. La mesure 

d’absorbance s’effectue avec le spectrophotomètre.  

 

I.A. (u.A.L.mg-1.cm-1) = ((Abs à 280 nm / [COD]) / L), L : longueur de la cuve 

d’absorption. 

 
 

 

 

Groupe selon biodégradabilité % COD minéralisé Indice d'aromaticité 

1e Elevée 60-90% 0,0050-0,0170 

2e Intermédiaire 15-35% 0,0200 - 0,0300 

3e Basse < 10% > 0,0300 

Biodégradabilité en relation avec l’absorption spécifique, d’après Imai et al. 
(2001) 
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Résultats décrivant l’évolution des différentes communautés autotrophes des 
deux lacs (Léman et Annecy) pour la fraction <1,2 µm, obtenus par analyse en 
cytométrie, au cours de l’expérience d’enrichissement. 

  Léman Annecy 
Description Syn/ml Euk/ml Perich/ml Syn/ml Euk/ml Perich/ml 

T0       

<11/t0/FN  41,4 8,3 0,0 12 1 0 

T1       
<11-

C1/t1/FN  17,6 0,0 0,0 9 0 1 

<11-
C2/t1/FN  52,7 0,0 0,0 9 3 0 

<11-
C3/t1/FN  35,2 0,0 0,0 4 0 0 

<11-E1/t1/FN  52,7 0,0 0,0 3 0 0 

<11-E2/t1/FN  70,3 8,8 0,0 9 0 0 

<11-E3/t1/FN  26,4 8,8 0,0 9 1 0 

T2       
<11-

C1/t2/FN 70,3 0,0 0,0 10 0 0 

<11-
C2/t2/FN  70,3 17,6 0,0 7 2 0 

<11-
C3/t2/FN  17,6 0,0 0,0 7 0 0 

<11-E1/t2/FN  52,7 0,0 0,0 10 0 0 

<11-E2/t2/FN  17,6 0,0 0,0 6 0 0 

<11-E3/t2/FN  44,0 61,5 0,0 2 0 0 

T3       
<11-

C1/t3/FN  61,5 0,0 0,0 3 0 0 

<11-
C2/t3/FN  44,0 8,8 0,0 5 0 0 

<11-
C3/t3/FN  52,7 35,2 0,0 0 0 0 

<11-E1/t3/FN  17,6 0,0 0,0 3 1 0 

<11-E2/t3/FN  17,6 0,0 0,0 3 1 1 

<11-E3/t3/FN  26,4 0,0 0,0 4 0 0 
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Résumé 
 
Effet des virus et des protistes flagellés sur les ressources nutritives et sur la dynamique 

et structure de la communauté bactérienne lacustre 
 

Nous avons tenté d’appréhender l’impact conjoint ou séparé des virus et des prédateurs flagellés 
sur la structure de la communauté bactérienne et sur la dynamique des ressources nutritives. Dans ce 
but deux expériences au mois de mars ont été conduites avec des échantillons provenant des eaux de 
surface des lac Léman (mésotrophe) et d’Annecy (oligotrophe). Au cours de chaque expérience, un 
enrichissement en particules virales dans des enceintes d’1L mises à incuber pendant 4 jours, in situ, a 
été effectué en présence et en absence des prédateurs flagellés. L’analyse en cytomètrie en flux, nous a 
permis d’effectuer un suivi journalier de l’évolution de l’abondance bactérienne et virale. Les 
changements dans la structure de la communauté bactérienne ont été appréhendés à partir de la 
méthode TSA-FISH au début et à la fin de l’expérience. Nos résultats ont révélé un impact faible de la 
prédation et de la lyse virale sur la structure de la communauté bactérienne masquée par la stabilité de 
leur abondance. Les analyses des différents éléments chimiques effectuées au cours de cette étude 
n’ont pas permis de mettre en évidence l’importance de la lyse virale sur le renouvellement des 
nutriments en milieu oligotrophe (lac d’Annecy). La température hivernale très froide semble avoir été 
un facteur clef de la régulation de  la dynamique et de la diversité microbienne. 
 
Mots Clés : Bactéries, virus, Structure de la communauté bactérienne, prédation, lyse virale,    

FISH 
 
 

 
 

Abstract 
 

Assessing the role of viruses and flagellated protozoan on bacterial diversity and 
resources dynamics in two contrasted alpine lakes 

 
An attempt has been made to assess the impact of viruses and flagellated protozoan on both the 
dynamics and diversity of bacterioplankton as well as on nutrient dynamics. Two experiments have 
been conducted on surface waters of Lake Geneva (mesotrophic) and Lake Annecy in March, 
consisting in the enrichment of 1 L bottle with viruses in the presence or absence of the potential 
predators. Flow cytometry was used to follow daily microbial dynamics whereas the structure of the 
eubacterial community was analysed using the TSA-FISH method at the beginning and the end of 
each experiment wish lasted 4 days..We observed only a small impact of either predation or viral lysis 
on the structure of the bacterioplankton. There was no significant effect of the viruses or the predators 
on the nutrient dynamics. Temperature was likely the main factor at this period of the year explaning 
the regulation of the microbial loop. 
 
 
Key Words: Bacterioplankton, viruses, structure of bacterial community, predation, viral lysis, 

FISH 
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