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Par leur abondance et leur diversité taxonomique et fonctionnelle, les
microorganismes jouent un role prépondérant dans les flux de matiére et
d'énergie au sein des écosystemes aquatiques.

Au cours de ces derniéres années, les progres réalisés au niveau des techniques
d'identification, de dénombrement et de mesure d'activité métabolique,
notamment en microscopie a épifluorescence et en biologie moléculaire, ont
permis d'entrevoir I'extraordinaire diversité des microorganismes aquatiques,
I'étendue de leurs conditions de vie et leurs abondances jusqu'alors largement
sous-estimées. De plus, I'amélioration sensible des méthodes séparatives a
permis de décrire, in situ, la composition biochimique des communautés et
d'aborder les transferts de matiére sous un angle qualitatif.

L'ensemble des résultats disponibles laisse apparaitre que les relations
trophiques entre les microorganismes forment un véritable réseau a l'intérieur
duquel la boucle microbienne permet le transfert, au moins en partie, de la
production picoplanctonique vers les niveaux trophiques supérieurs. Ainsi, des
progres conséquents ont été réalisés quant a la compréhension du réle des
communautés bactériennes dans les flux de matiére, y compris au niveau
d'environnements particuliers (biofilms, milieux extrémes). Par ailleurs, alors
qu'il a été longtemps admis que la régulation des communautés bactériennes
était essentiellement liée a la disponibilité ou a la qualité des substrats
organiques, il apparait maintenant que la limitation par les éléments nutritifs
minéraux, la prédation des protistes phagotrophes et du métazooplancton et la
lyse virale sont également des facteurs susceptibles d'intervenir
significativement dans ce contréle.

Malgré ces progres considérables dans le domaine de 1'écologie microbienne,
pres de 90% des microorganismes présents dans I'environnement n'ont pas
encore été décrits et la compréhension des relations entre les microorganismes
et le fonctionnement des écosystémes restent un enjeu majeur pour les années
a venir.
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Ecologie microbienne en milieu aquatique :
des virus aux protozoaires

Microbial ecology in aquatic systems:
a review from viruses to protozoa

C. AMBLARD'", J.C. BOISSONZ, G. BOURDIER!, D. FONTVIEILLE®, X. GAYTE?,
T. SIME-NGANDO!

SUMMARY

Recent advancements in the ecology of aquatic microbial communities, i.e,
from viruses to protozoa, are summmarized in this paper. The abundance and
both taxonomic and functional diversities of microorganisms in the sea and in
inland waters indicate that microbes play a key role in nutrient cycling and
energy flows in aguatic ecosystems. In recent years, aquatic microbiology has
indeed undergone profound changes due to the improvement of methods for
identifying, counting, and essaying biochemical composition and metabolic
activities of aquatic microbial assemblages. Specifically, the impact of new
developments in microscopy (e.z. epifluorescence, immunofluorescence...) and
in cell and molecular biclogy has allowed to realize that microbes are omnipre-
sent in aquatic systems (including extreme environments such as Arctic,
Antarctic, Deep ocean, Hydrothermal vents...).

Derived from direct counting under epifinorescence microscope that is able to
visualize cellular pigment autofluorescence, recent total numbers of pelagic
microbes generally vary from 10° and 102 cells-mI-! in oligotrophic systems, to
107 and 105 cells-ml-! in productive waters, for heterotrophic bacteria and
heterotrophic flagellated protists, respectively. These bacterial numbers are
significantly higher than previous estimates, derived from the indirect method
of growing bacterial cells in selective culture medium. The use of adequate
fixatives has allowed the counting of ciliated protozooplankton (range: < 1-50
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cells-m1-1) under inverted microscope. The use of artificial or natural flunores-
cent tracers now allows, via direct microscopic observation of protistan diges-
tive vacuoles or the alimeritary tract of some metazoan, the quaatification of
matter flows in the aquatic microbial webs. Besides, the coupling between fluo-
rochrome dying of aguatic microbes and flow cytometric analyses allows to
measure the cell size and abundance of the tiniest planktonic single-celled
organisms, and to characterize some cellular comstituents (e.g. ADN, pro-
tein...) or functions (¢.g. membrane potential, enzymatic activity...). Other
methodological improvements of the identification, counting, and essaying the
biochemical composifion of aquatic microorganisms come (1) from the separa-
tive chromatography that allows to describe the in sifu biochemical composi-
tion of microbial communities, and to have access to a qualitative measure-
ment of matter flows within aquatic microbial compartments, and (2) from the
use of rRNA-targeted oligonucleotide probes that allows, after amplification by
the polymerase chain reaction, to detect and quantify individual species in
natural assemblages of microbizl organisms (ie. bacterio- and protoplankton).
Concerning the assessment of metabolic activity, a method based on short-
term incubations of water samiples in the presence of radiclabeled compounds.
primarily 3H-thymidine and YH-leucine, has been widely developed and used
during the few past years, to measure bacterial production in aquatic systems.

In the light of the above recent methodological improvements, it appears that
aquatic microbial communities form complex food webs in which heterotro-
phic bacteria play a key role. These organisms decompose particulate matter
or polymeric dissolved compounds, and rapidly utilize simple organic molecu-
les. However, depending on their qualitative characteristics, some of these sim-
ple dissolved substrates can accumulated during certain fimes or in some
aquatic environments. This has been relied to several hypothesis, including the
higher diversity of natural organic molecules compared to the bacterial enzy-
matic pool, chemical constraints during microbial incorporation of substrates,
and the fact that organic molecules can become refractory before utilization by
ambient bacteria. Because bacterial metahalic efficiencies can vary widely
both intra- and interspecifically, it is propose that the ecology of aquatic bacte-
ria should gain in substance if considering functional groups (separated by cri-
teria such as energy sources,...) rather than taxonomic groups.

The seasonal abundances of pelagic bacteria are regulated by several factors,
including temperature, resources, and predation. The general significant cor-
relation between bacterial and primary production in both fresh- and marine
waters suggests that organic substrates from algal exudation regulate bacterial
communities. However, uncoupling between bacterial and algal production has
been reported for some aquatic environments and during some times. It is now
well known that bacteria and phytoplankton can compete for the same subs-
trate source {including mineral nutrients). The accumulation of biodegradable
dissolved organic carbon (DOC) in the euphotic zone of oligotrophic marine
systems imply that factors other than substrate availability can regulate bacte-
rial production. For example, in sitt and experimental studies have recently
demonstrated that mineral phosphorus (PO,) can limit bacterial growth in
lakes where both autochtonous and allochtonous DOC are prevalent. Limita-
tion of bacteria by mineral P and N has also been reported in marine systems.
Besides, the relatively constant ratio between bacterial and phagotrophic fla-
gellate abundances in pelagic fresh- acd marine waters has been interpreted as
the result of the impact of bacterivorous protist (mainly represented by flagel-
lated protists) activity on bacterioplankton seasonal abundance. Both in situ
and experimental assays have indeed shown that a flagellate can ingest from 10
to 250 bacteria hour~!. Protozooplankton bacterivory is actually considered
the root of a system, i.e. the microbial loop (dissolved organic matter — bacte-
ria — protozoa...}, that can act as a significant mediator of energy transfer to
the upper trophic fevels, by recovering part of the primary production that
would otherwise be lost from the system. Part of protistan grazing activity is
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RESUME

from mixotrophic protists whose, in some lakes and during certain seasons,
can dominate the total bacterivory. In general, predator-prey interactions
among protists are as complex as those among metazoa, and chemical commu-
nications may operate as well as behavioral and polymorphic adaptations.

Even though the contribution of water ecosystems for disseminating enteric
viral pathogens has been known for decades, the importance of wild virions in
structuring aguatic communities and food webs has only come to light relati-
vely recently. Evidences of viral infections in both pro.- and eukaryetic phyto-
plankton, as well as in heterotrophic bacterio.- and pretozooplankton, have
recently brought marine biologists to question the impact of viroplankton on
processes such as (1) the mortality of microorganisms, (2) the nutrition of hete-
rotrophic protists, (3) the promotion of genetic material exchanges among
microbial populations, (4) the maintenance of species diversity, ($) the induc-
tion of planktonic aggregates, and (6) the cycling of organic matter in aguatic
ecosystems. Viruses undoubtedly influence to various degrees the biological
processes in aguatic ecosystems, although almost all studies on the ecology of
pelagic viruses are done during a limited period of year, mainly in marine
waters situated in temperate zones.

Finally, despite the manifest significance of new findings in the field of aquatic
microbial ecology, about 90% of micreorganisms present in the environment
have not yet been described. Therefore, the understanding of the interactions
within microbial communities in relation to the functional dynamics of ecosys-
tems remains of major interest for the future. We conclude that this task is to
be include on the agenda of both marine and freshwater biologists as a high
priority concern for the near future, partly because aquatic microbes consti-
tute a major compartment for the biogeochemical cycles of elements in the
biosphere.

Key-words: aguatic systems, microbial ecology, viruses, bacteria, protozoea, micro-
bial loop.

Par leur abondance et leur diversité taxonomigque et fonctionnelle, les microor-
ganismes jouent un rile prépondérant dans les flux de matiére et d’énergie au
sein des écosystémes aquatigues.

Au cours de ces derniéres années, les progrés réalisés au niveau des techniques
d’identification, de dénombrement et de mesure d’activité métabolique,
notamment en microscopie & épifiuorescence et en biologie moléculaire, ont
permis d’entrevoir 'extraordinaire diversité des microorganismes aquatiques,
Pétendue de leurs conditions de vie et leurs abondances jusqu’alors largement
sous-estimées. De plus, 'amélioration sensible des méthodes séparatives a per-
mis de décrire, in sitw, la composition biochimique des communautés et
d’aborder les transferts de matiére sous un angle qualitatif.

L'ensemble des résultats disponibles laisse apparaitre que les relations trophi-
ques entre les microorganismes forment un véritable réseau i Iintérieur
duquel la boucle microbienne permet le transfert, au moins en partie, de la
production picoplanctonique vers les niveaux trophigues supérieurs. Ainsi, des
progrés conséquents ont été réalisés quant i Ia compréhension du réle des
communautés bactériennes dans les flux de matitre, y compris au niveau
d’environnements particuliers (biofilms, milieux extrémes). Par ailleurs, alors
qu’il a été longtemps admis que la régulation des communautés bactériennes
était essentiellement liée a la disponibilité ou a la qualité des substrats organi-
ques, il apparait maintenant que la limitation par les éléments nutritifs miné-
raux, la prédation des protistes phagotrophes et du métazooplancton et la lyse
virale sont également des Facteurs susceptibles d’intervenir significativement
dans ce contrile.



148 Rev. Sal. Eau, n° spécial, 1998 C. Amblard et al.

Malgré ces progrés considérables dans le domaine de 1°écologie microbienne,
prés de 9 % des microorganismes présents dans 1’environnement n’ont pas
encore été décrits et la compréhension des relations entre les microorganismes
et le fonctionnement des écosystémes reste un enjen majeur pour les années &
verir.

Mots clés : miffeux aquariques, écologie microbienne, virus, bactéries, protozoai-
res, boucle microbienne.

1 - INTRODUCTION

Lomniprésence et le réle-clé des microorganismes dans le fonctionnement
des systémes écologiques, notamment aquatiques, font de I'écologie micro-
bienne une discipline essentielle,

Limpact des microorganismes sur Fenvironnement, la santé, 'économie est
considérable. En particulier, leurs réles dans les cycles biogéochimiques, qui sou-
tiennent ie fonctionnement des écosystémes aquatiques, est prépondérant. Par
ailleurs, 'émergence de problémes tels gue la pollution de lair et de l'eay, ia
famine, les maladies et 'explosion démographique, a permis de réaliser que les
microbes ne sont pas que de simples modéles cellulaires.

Apparus trés t6t au cours de I'évolution, les microorganismes ont pu se diver-
sifier alors que I'écologie de la planéte a été exclusivement microbienne pendant
plusieurs milliards g’années. Limportance des microbes est intimement lige a
leurs caraciéristiques spécifiques et, notamment, & leur petite taille facilitant les
échanges avec le milieu extérieur et assurant un taux de croissance trés éleve, et
a la complexité et la diversité de leur métabolisme (PELMONT, 1993). De plus, des
échanges de génes rapides et efficaces procurent aux microorganismes une
forte capacité potentielie de dispersion et de colonisation et leur permettent de
s'adapter rapidement aux variations environnementales (PEDROS-ALIC et GUER-
RERO, 1994).

En milieu aquatique pélagique, ies travaux réalisés dans le domaine de 'éco-
logie microbienne, au cours des deux demiéres décennies, ont permis de mon-
trer que les flux de matiére et d’énergie ne s’organisent pas seulement selon la
voie trophique linéaire classigue baseée sur l'assimilation photosynthétique {phy-
toplancton — zooplancton — poissons), mais empruntent également la voie de la
boucle microbienne {(POMEROY, 1974 ; AZAM ot al., 1983) pour former un véritable
réseau trophique (fig. 7).

Lobjet du présent article est de fournir un apercu du progrés des connaissan-
ces concernant les microorganismes hétérotrophes ou mixotrophes (bactéries,
protistes} qui jouent un rble essentiel dans les réseaux trophigues microbiens.
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Figure 1 Schématisation des réseaux trophiques en milleu aquatique pélagique et

variations de l'abondance des différentes communautés de la boucle micro-
bienne selon ke niveau trophique des milieux.

Conceptual model of the trophic interactions in pelagic aquatic systems. The
members indicate the abundances of the different communities of the micro-
bial foop, according to the trophic state.

2 — EVOLUTION DES METHODES

2.1 Identification, dénombrement
et caractérisation biochimique des microorganismes

Lécclogie microbienne a connu une avancée considérable grace a 'évolution
des techniques de dénombrement direct, notamment en microscopie a épifluo-
rescence, et au développement des méthodes immunologiques liées a l'utilisation
des anticorps monocionaux.
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Lutilisation de la microscopie a épifluorescence (PORTER et FEIG, 1980) a
révélé des densités bactériennes variant de 10° a 107 cellules-mL-" selon le
niveau trophique du milieu (COLE et al., 1988) (fig. 1). Ces valeurs sont largement
supérieures aux abondances mesurées auparavant par culture des bactéries sur
des milieux gélosés et aprés incubation a des températures élevées.

La séparation, en microscopie a eépifluorescence, entre l'autofiuorescence
naturelle et la fluorescence induite par des flucrochromes spécifiques des proléi-
nes ou des acides nucléiques a également permis de mettre en évidence ia pré-
sence d'une abondante communauté de protistes flagellés hétérotrophes (102-10°
cellules-mL~"), principaux prédateurs des bactéries (CARON, 1983). De la méme
fagon, I'utilisation de fixateurs adéquats (SIME-NGANDQ et af.,, 1290} a rendu possi-
ble le dénombrement des ciliés planctoniques (< 1-50 cellules-mL~") en microsco-
pie inversée. Par ailleurs, l'utilisation de traceurs fiuorescents naturets ou artifi-
ciels, permet de quantifier directement, par observation microscopique des
vacuoles digestives ou du tractus digestif de certains métazoaires, les flux de
matiére dans les reéseaux trophiques microbiens aquatiques (SHERR et SHERR,
1993).

Couplée & I'utilisation des fluorochromes, la cytométrie en fiux permet, non
seulement de mesurer 'abondance et |a taille des microorganismes planctoni-
ques les plus petits (COURTIES etal, 1994), mais également d'accéder aux
caractéristiques biologiques, cellule par cellule, concernant la concentration d’'un
constituant cellulaire (ADN, protéines, antigénes membranairesj, ou des ionc-
tions cellulaires révéiées par un test physiologique de viabilité (activité enzymati-
que, potentiel membranaire, pH intra-cellulaire) (FOUCHET et al., 1993).

Lapplication des techniques de biologie moléculaire au domaine de I'écologie
aquatique, et notamment {utilisation de marqueurs moléculaires tels que les
sous-unités d'ARN ribosomal ou des sondes oligenuctéotidiques a rendu possible
Tidentification précise des microorganismes aquatiques. Ces technigues de biolo-
gie moléculaire, largement utilisées pour les bactéries (STAHL et AMANN, 1991),
ont &té récemment appliquées avec succés au protozooplancton (LM, 1996 ; Lim
et al, 1996) méme si elles restent d'utilisation assez délicate lors d'études en
milieu naturel. De plus, la diversité et 'omniprésence des microorganismes réveé-
lées par la mise en ceuvre de 'ensemble de ces techniques est en adéquation
avec la structure fractale de 'environnement et |a relation allomeétrique inverse qui
existe entre, d’'une part, la diversité spécifique et Yabondance, et, d'autre part, la
taille des organismes (PEDROS-ALIO et GUERRERQ, 1994).

Si les méthodes récentes d'observation microscopique auxquelles nous
venons de faire référence ont incontestablement amétioré I'estimation de la bio-
masse microbienne, en revanche elles n‘ont pas permis d’accéder a (a significa-
tion fonctionnelle de la biodiversité pour laquelle les techniques de microbiologie
« classigue », en faisant appel a l'utilisation de milieux de culture a caractére
sélectif plus ou moins marqué, ne rendent pas compte.

Depuis une quinzaine d'années, avec I'extraordinaire avancée technologique
des méthodes séparatives, notamment chromatographiques, une démarche bio-
chimique, basée sur le suivi de marqueurs organiques naturels, s'est développée,
tant & Vinitiative des océanographes que des limnologues (SCRIBE et BOURDIER,
1995). Le fondement de cette approche repose sur le fait qu'il semble possible de
décrire in situ une communauté plurispécifique a partir de sa composition biochi-
mique. Parmi les composés organiques présentant une spécificité taxonomique,
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les acides gras des lipides polaires constitutifs des membranes des Eubactéries
sont le plus souvent mentionnés. Ainsi, dans le domaine de l'analyse des sédi-
ments, la présence de grands groupes fonctionnels a pu étre mise en évidence
(FREDERIGKSON et al.,, 1987 ; BALHWILL et al., 1988).

Les chiorophylles et les caroténoides forment également des associations
pigmentaires dont intérét chémotaxonomigue est depuis longtemps reconnu. La
possibilité d'utiliser ce type de biomarqueur dans les études de transfert de
matiére organigue au sein des écosysiémes aquatigues a été envisagée. Dans
les études de sédimentation, la prise en compte des profils pigmentaires verti-
caux, alliée & des datations isotopiques, permet de retracer Fhistoire du milieu
étudié en révélant la succession des microorganismes phototrophes et leur diver-
sité (STEENBERGEN et KORTHALS, 1988). Plus précisément, 'accumulation de pig-
ments caractéristiques de cyanobactéries signe souvent Peutrophisation du bas-
sin considéré (QUIBLIER et af., 1994). Par ailleurs, si des résultats trés significatifs
ont été obtenus, grace aux biomarqueurs, dans I'étude du transfert de la bio-
masse algale dans les chaines trophiques, le suivi des marqueurs bactériens
dans ce domaine n'a encore pas révélé tous ses intéréts. Ainsi, la prise en
compte des acides gras de différentes origines (bactéries, protozoaires, microal-
gues) dans les lipides de réserve du zooplancton meétazoaire pélagique semble
cependant étre une voie nouvelle pour aborder les transferts de matiére au sein
des réseaux trophigues microbiens (DESVILETTES et af., 1997).

1.2 Mesures de I'activité métabolique des communautés microbiennes

Les technigues de mesure de l'activité métabolique des communautés micro-
biennes se sont beauccup diversifiées au cours de ces derniéres années (KEMP
et al., 1993). Lactivité des microorganismes sur les composés macromoléculai-
res peut étre mise en évidence 4 travers ia mesure de différents types de produc-
tions exoenzymatigues ;: exoprotéolytigue (L-leucyl-B-naphtylamide : LLBN),
hydrolasique (diacétate de fluorescéine : FDA), et de diverses autres activités
spécifiques (chitinasique, galactosidasique, glucosidasique, glucuronidasique,
lipasique, phosphatasique, sulfatasique...) en association avec un fluorochrome,
le 4-méthylumbeliiferyl (MUF). Lactivité de la chaine respiratoire des bactéries
peut également étre révélée a l'aide de sels de tétrazolium {INT ou CTC). Cette
technique donne accés, soit & des dénombrements au microscope a épifiuores-
cence des bactéries métaboliquement actives, soit a I'évaluation, aprés extraction
et dosage du formazan, de la respiration elle-méme.

Concernant fa mesure de la preduction bactérienne, les méthodes utilisant
des précurseurs marqués (3H-Thymidine, 3H-Leucine) restent encore les techni-
ques les plus couramment utilisées. Une adaptation de ces méthodes, le « pulse
labelling » {LAROCK et al., 1988}, qui fait intervenir des temps d'incubation trés
courts, cohduit & une mesure plus précise du métabolisme hactérien. D'autres
techniques ont été proposées pour évaluer la production bactérienne : mesures
du taux de renouvellement d'acides aminés (SIMON et AZAM, 1989), extraction de
biomarqueurs lipidiques (WHITE, 1988), hybridation d’ARN ribosomal par des son-
des oligonucléotidiques associées & un déncmbrement au DAPI| (KEMP et al,,
14993). Les technigues permettant de déterminer les rendements de croissance
du bactérioplancton in situ (production bactérienne/activité organotrophe) sont,
jusqu'a présent, peu satisfaisantes. Elles ont cependant mis en évidence une
forte variabilité de ces rendements (0,4 % & 74 %) (GAYTE, 1997). Lutilisation
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d'un rendement moyen de croissance bactérienne apparait donc comme une
démarche trés simplificatrice dans la construction des budgets trophiques des
écosystémes aquatiques. Le couplage entre e cytométre en fiux et des indica-
teurs d'activités spécifiques pourrait, dans le futur, étre une des techniques per-
mettant de déterminer des rendements de croissance a lintérieur de groupes
fonctionnels bactériens.

3 - EVOLUTION DES CONCEPTS ET PROGRES DES CONNAISSANCES

Au cours des dix derniéres années, des progrés conséquents ont été réalisés
quant a la compréhension des facteurs de variations et de contréle des commu-
nautés bactériennes, et plus généralement, de la botcle microbienne.

3.1 Les microorganismes et le fonctionnement des écosystémes aquatiques

3.1.1 Roles des bactéries hétérotrophes dans les flux de matiére

Les bactéries hétérotrophes participent aux transferts de matiére et d'énergie
dans les écosystémes aquatiques par leurs activités de minéralisation et de pro-
duction de biomasse. Lutilisation par les bactéries de la matiére organique particu-
laire et des composes macromoléculaires dissous nécessite une hydrolyse exoen-
zymatique dont les produits pénétrent & l'intérieur des cellules bactériennes grace
a des perméases. Ces réactions constituent scuvent des étapes limitantes a lutili-
sation de la matiére organique dans les milieux naturels (BILLEN, 1991). Dans les
lacs et les réservoirs, d'importantes activités bactériennes ont été mises en évi-
dence sur du matériel particulaire en sédimentation (SMITH et al., 1992). Ces étu-
des ont montré que la séparation de la matiére organique entre fraction particu-
laire et fraction dissoute était trés artificielle. Entre ces deux fractions, il existerait,
en réalité, un continuum constitué principalement de particules organiques non
vivantes (Transparent Exopolymer Particles ;: TEP, Dapi Yellow Particles : DYP,
Comassie Staining Particles : CSP) dont le réle dans la nutrition bactérienne pour-
rait étre important (ALLDREDGE et al,, 1993 ; LONG et AZAM 1996).

Les bacteéries utilisent rapidement le carbone organique dissous de faible poids
moléculaire (KIRCHMAN ef al,, 1991). Une attention particuliére a donc été portée
au cours des derniéres années a la composante qualitative de cette fraction dis-
soute, soit par des techniques de chimie analytique, soit par des bicessais. lls
mettent en évidence une grande variabilité spatiale et temporelle et ont permis de
comprendre, en partie, I'accumulation de carbone organique dissous biodégrada-
ble observée dans certains milieux aquatiques (THINGSTAD etal, 1997). Les
hypothéses formulées a ce sujet sont les suivantes : 1) trés grande diversité des
molécules organiques naturelles par rapport a celle des pools enzymatiques bac-
tériens (AZAM et al., 1994), 2) contraintes chimigues ralentissant la dégradation
(AzAM et al., 1994), et 3) accroissement du caractére réfractaire des molécules
organiques avant méme leur utilisation par les bactéries (KEIL et KIRCHMAN, 1993).

La communauté bactérienne dans les milieux aquatiques naturels est de moins
en moins considérée comme une entité homogéne mais plutét comme un ensem-
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ble de groupes fonctionneis (bactéries chimio-litho-autotrophes, chimio-organo-
hétérotrophes...) et/ou taxonomiques. Un groupe fonctionnel est un ensemble de
bactéries utiiisant ies mémes sources d'énergie, d'électrons et de carbone, ainsi
que les mémes accepteurs d'électrons, indépendamment de leur taxonomie.
PEDROS-ALIO (1989) propose méme de subdiviser fe groupe des chimio-organo-
hétérotrophes en différents sous-groupes selon la nature de la matiere organique
métabolisée. Cette approche fonctionnelle permet de reconsidérer, sous un jour
nouveau, le réle du hactérioplancton dans les principaux cycles biogéochimiques.

Depuis I'apparition des premiéres listes taxonomiques de bactéries dans les
océans (GIOVANNON! ef al., 1990), des inventaires ont été effectués dans divers
milieux aquatiques. Ces travaux ont mis en évidence 'écart phylogénétique
important qui sépare deux groupes bactériens, ies Archea (ex Archeabacteria) et
les Bacteria (ex Eubacteria), écart supérieur & celui qui existe entre le régne ani-
mal et le régne végétal. Les Archea ont &té trouvées en grande abondance dans
de nombreux milieux aquatiques et, plus spécialement, dans les zones profondes
des océans sans dominance particuliére de certains phyla.

Les techniques de biclogie moléculaire permettent maintenant d'avoir accés a
fa diversité fonctionnelle bactérienne dans les milieux aquatiques. DELONG &t &/,
{1993) ont montré d’'importants écarts taxonomiques entre les bactéries libres et
les bactéries fixées des milieux marins, communautés pour lesquelies PEDROS-
ALIO (1989) avait déja mis en évidence des différences fonctionnelles. A I'avenir,
cette comparaison entre groupes fonctionnels et groupes taxonomiques devrait
permettre de déterminer dans quelle mesure les modéles de fonctionnement des
communautés phyto- et zooplanctoniques {compétition, succession} peuvent
s’appliquer au bactérioplancton (KARL, 1994).

Il est & noter que dans les milieux lotiques, une forte proportion de la matiére
organique particulaire est dégradée par les champignons microscopiques (GES-
SNER et CHAUVET, 1994). Le réle de ces microorganismes dans les milieux lenti-
ques profonds reste encore trés mal connu.

3.1.2 Fonctionnement de la boucle microhienne au niveau de sites paricnliers

« Les microorganismes associés aux substrats

Les substrats minéraux et organiques immergés sont recouverts d'un biofilm
constitué de microorganismes autotrophes et hétérotrophes (bactéries, proto-
zoaires, microalgues, champignons microscopiques,...) noyés dans une matrice
complexe de produits extraceliulaires et de particules détritiques (LOCK, 1993). Le
développement récent de méthodes adaptées a l'observation de cet environne-
ment particulier, a permis d’améliorer les connaissances sur la structure et le
fonctionnement des bicfilms en milieux aguatiques.

La structure physique (densité, porosité), chimique (gradients ioniques} et bio-
logique (distribution spatiale des assemblages cellulaires) des biofilms des
milieux naturels est assez peu connue par rapport & celle des biofilms des systé-
mes artificiels ou expérimentaux (ZHANG et BISHOPR, 1994). Les facteurs et les
mécanismes impliqués dans la dynamique de cecionisaticn et de développement
des communautés sur des supports naturels ou artificiels ont été mieux appré-
hendés (McCORMICK et STEVENSON, 1991). Cependant, la complexité des proces-
sus en mitieu naturel rend difficile leur modéiisation et peu de résuitats ont éte
publiés dans ce domaine (UEHLINGER et al,, 1996).
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La bibliographie concernant linfluence des facteurs environnementaux sur la
composition, le fonctionnement et la distribution des biofiims est abondante. Les
facteurs abiotiques les mieux étudiés demeurent la vitesse du courant (BIGGS et
STOKSETH, 1996}, I'éclairement (DeNICOLA et HOAGLAND, 1996), les nutriments
(McCORMICK et al., 1996}, et les caractéristiques physico-chimiques du milieu aqua-
tique iui-méme et de son bassin versant (BIGGS, 1995). Les effets exercés par ces
différents paramétres ont été observés a différentes échelles spatiales et temporel-
les (CAZAUBON et al,, 1995). Limportance des organismes brouteurs (protozoaires,
invertébrés benthiques, poissons) sur le contrle des peuplements microbiens des
biofilms a fait 'objet de nombreuses études (FEMINELLA et HAWKINGS, 1995).

A l'avenir, les progrés dans la compréhension du rdle des biofims dans le
fonctionnement des écosystémes aguatiques seront largement dépendants de la
prise en compte, d'une part, d'un éventail suffisant de descripteurs de ces bio-
films, et, d'autre part, des facteurs écologiques mesurés a différentes échelles
spatiales (du pm au km) et de leurs interactions (MULHOLLAND et af., 1995).

= [es microorganismes dans les mifieux extrémes

Au cours des deux derniéres décennies, la découverte de microorganismes
vivant au niveau du fond des mers et a trés grande profondeur & lintérieur de la
terre, a révélé que la biosphére n'est pas limitée a la surface du globe. Ainsi, des
bactéries hyperthermophiles (70 4 110 °C) et anaérobies ont été mises en évi-
dence autour des sources hydrothermales dans les grands fonds maring, a des
profondeurs ol régnent des pressions de lordre de 250 bars (PRIEUR et al.,
1995}. De la méme fagon, des bactéries hyperthermophiles et anaérobies ont été
observées au niveau de forages pétroliers, a 2 000 meétres de profondeur, cepen-
dant des expériences complémentaires sont encore nécessaires pour écarter
Ihypothése d’'une contamination superficielle.

Dans les milieux hypersalés, la pression de prédation sur les bactéries est for-
tement réduite dans la mesure ol la plupart des prédateurs ne peuvent tolérer
des salinités importantes. En conséquence, I'abondance des bactéries est, dans
ces milieux, supérieure a celle des systémes aquatiques de niveau trophique
équivalent (PEDROS-ALIO, 1989).

Dans les eaux souterraines, la ienteur des biosynthéses autotrophes baseées
sur ia chimiolithotrophie, en absence de photolithotrophie, confére a ces milieux
une productivité trés faible (GOUNOT, 1994). Dans ces conditions agrobies ou
anaérobies, les bactéries autochtones utilisent de maniére optimale les faibles
ressources énergétiques.

Enfin, dans les régions polaires, le développement bactérien étant limité par la
température, la capacité de certains protozoaires flagellés d'incorporer directe-
ment la matiére organique dissoute de haut poids moléculaire augmente signifi-
cativement afin de compenser la faiblesse de la ressource bactérienne (SIME-
NGANDO et YAGER, 1994).

3.2 Contrdle des communautés bactériennes en milieu aquatique

Les principaux facteurs susceptibles de réguler 'abondance et la production
bactériennes des milieux aquatiques sont la temperature, les ressources, la pré-
dation et la lyse virale {RIVKIN et ANDERSON, 1997). |l existe d'autres processus
de pertes comme la sédimentation (PEDROS-ALIO et BROCK, 1983), I'autolyse
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(SERVAIS et al., 1985), la mortalité par interactions allélopathiques, mais ceux-ci
sont généralement considérés comme mineurs (WEISSE, 1991).

Alors qu'il a été longtemps admis gue la régulation des communautés bacté-
riennes était essentiellement liée 4 la disponibilité ou a la qualité des substrats
organiques, les travaux réalisés au cours des deux derniéres décennies tendent
& montrer que la limitation par les éléments nutritifs minéraux, la prédation des
protistes phagotrophes et du métazooplancton et la lyse virale sont également
des facteurs susceptibles d'intervenir significativement dans ce contréle.

En fait, comme le soulignent NAGATA et KIRCHMAN (1992}, les différents méca-
nismes de régulation décrits ci-dessous opérent & différentes echelles spatiales
et temporelles.

s [imitation par les ressources

Il est difficile d'identifier le ou les facteurs limitants du développement bacté-
rien dans la mesure ou ceux-ci, covarient trés souvent. Tel est le cas, par exem-
ple. du carbone organigque dissous (COD) biodegradable et des élements nutritifs
minéraux.

Cependant, {'existence d'une forte corrélation positive entre la production pri-
maire et la production bactérienne dans la plupart des zones pélagiques marines
et d'eau douce (COLE et af., 1988) suggére que les substrats organiques dissous,
issus notamment, de excrétion phytoplanctonique, régulent je développement de
la communauté bactérienne. Cette limitation par la disponibilité en COD biodé-
gradable a egalement eté mise en évidence par des expériences d'enrichisse-
ment (CARLSON et DUCKLOW, 1996). Cependant, RIVKIN et ANDERSON (1997) font
remarquer, a la suite de nombreux auteurs, gu'une corrélation n'est pas une
preuve d'une relation causale, le développement des bactéries hétérotrophes et
du phytoplancton pouvant, par exemple, étre contraint par ia disponibilité d’une
méme ressource. De plus, la dynamique bactérienne peut, dans certains cas,
étre totalement découplée de la production phytoplanctonique (COVENEY et WET-
ZEL, 1995}, Enfin, laccumulation de COD biodégradable dans la zone euphotique
des ¢céans coligotrophes (THINGSTAD et RASSOULZADEGAN, 1995} implique l'inter-
vention de facteurs limitants autres que ia disponibiiité en substrats organiques.
Ainsi, plusieurs études comparatives réalisées en milieu naturel et en conditions
expé;imentates (PACE et COLE, 1996) ont montré que le phosphore minéral
(PO, peut étre un facteur limitant important de |a croissance bactérienne dans
les systémes lacustres. Dans ces milieux, la régulation par le phosphore minéral
n‘est pas surprenante si 'on considére les quantités relativement importantes de
carbone organique allochtone et autochtone disponibles et le rdle prépondérant
de cet élement nutritif dans la régulation de la production primaire (WETZEL,
1983).

En milieu marin, ce n'est que trés récemment que des atudes ont montré, qu'a
certaines saisons et dans certaines zones, POi” , et quelquefois NHI , limitent le
développement bactérien (CHIM-LEQ et BENNER, 1992 ; POMERQY et al., 1985) et
expliquent, au moins en partie, 'accumulation de COD biodégradable en zone
euphotique oligotrophe (THINGSTAD et RASSOULZADEGAN, 1995},

s [imitation par la prédation

C'est & partir de I'observation d'un rapport bactéries/protozoaires flagellés
relativement constant {1000/1), en zones pélagiques marines et d'eau douce, que
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SANDERS et al. (1992) ont, suggéré l'existence d’'une régulation de I'abondance
bactérienne par les flagelies hétérotrophes, notamment dans les systémes eutro-
phes. De nombreux travaux réalisés en conditions expérimentales, ont, par
ailleurs, montré que les protozoaires flagellés peuvent se développer & partir de
cultures bactériennes en consommant de 10 a 250 bactéries par protozoaire et
par heure (FENCHEL, 1982 ; SHERR et SHERR, 1984). Grace & ['utilisation de bac-
téries marquées a I'aide de flucrochromes (SHERR et SHERR, 1987) et de particu-
les fluorescentes (McMANUS et FUHRMAN, 1988), la consommation de bactéries et
de particules de taille identique a pu étre confirmée. Compte tenu de Pabondance
des flageliés hétérotrophes (102 & 105.mL selon le niveau trophique), ces der-
niers sont donc potentiellement capables de réguler 'abondance bactérienne.

C'est grace a des caractéristiques physiologiques et comportementales trés
particuliéres que les protozoaires flagellés sont capables d'avoir, par leur préda-
tion, un impact significatif sur les communautés bactériennes. En effet, ces
microorganismes, ubiquistes et trés abondants, présentent des taux de crois-
sance presque aussi élevés que ceux des bactéries. De plus, ces protozoaires
sont dotés d’'une grande mobilité et de capacités chemosensorielles importantes
(SHERR et al., 1988).

Si les protozoaires flagellés hétérotrophes sont généralement considérés
comme les prédateurs majeurs des bactéries dans les écosystémes aquatiques
{GUDE, 1988), les protozoaires flagellés mixotrophes (ESTEP et al,, 1986 ; PORTER,
1988 ; SANDERS, 1991) et les protozoaires ciliés (SHERR et SHERR, 1987 ; STOC-
KNER et PORTER, 1988 ; CARRIAS ef al., 1996) peuvent intervenir de fagon signifi-
cative dans la prédation du bactérioplancton. En eau douce, le zooplancton méta-
zoaire et, plus spécialement, les Cladocéres (Ceriodaphnia et Daphnia)
{JURGENS, 1994) et les Rotiféres (ARNDT, 1993 ; OOMS-WILMS, 1997) peuvent,
dans certains milieux et & certaines époques de 'année, présenter un impact de
prédation important sur les communautés bactériennes (RIEMAN, 1985).

Ce processus de prédation doit étre replacé dans le contexte plus large des
interactions proies-prédateurs qui contribuent & expliquer la relative stabilité de
I'abondance bactérienne dans de nombreux milieux aquatiques alors que I'acti-
vité des bactéries peut étre trés variable. En effet, la prédation permettrait d’éviter
F'accumulation des cellules sénescentes, de maintenir 'abondance bactérienne a
un niveau n'entrainant pas de limitation par les ressources et d'accroitre la dispo-
nibilité en éléments nutritifs minéraux et en COD par des processus de recyclage
et d'excrétion (PORTER ef al., 1985). Globalement, I'activité de broutage se traduit
par une baisse du volume cellulaire bactérien moyen et par une hausse du taux
de croissance spécifique (SHERR et al., 1992).

Ainsi, plusieurs auteurs (JOST et al., 1992 ; PACE et COLE, 1996 ; THINGSTAD
et al., 1997) considérent que si la production bactérienne est effectivement sou-
vent limitée par les ressources, la prédation est un élément important de la régu-
lation de 'abondance bactérienne,

Enfin, le rdle des protistes bactérivores (ftagellés hétérotrophes et mixotro-
phes, ciliés) est a resituer dans le contexte de la boucle microbienne ol ils peu-
vent transférer une grande partie de la production picoplanctonique (bactéries
hétérotrophes, picocyanobactéries, picoplancton autotrophe eucaryote) vers les
niveaux trophiques supérieurs. Cependant, si la boucle microbienne augmente,
ainsi, généralement, la productivité des systémes aquatiques péiagiques, 'impor-
tance quantitative et fonctionnelle de ce réseau trophique microbien varie grande-
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ment selon le niveau trophique des milieux, les saisons, la profondeur et la struc-
ture des peuplements (AMBLARD et af., 1995).

» Limnitation par Ia lyse virale

La diversité et I'importance quantitative élevées des virus dans les écosysté-
mes aquatiques stimulent les efforts des planctonologistes, en vue de compren-
dre le rGle du viroplancton dans la structure et le fonctionnement des réseaux tro-
phiques aquatiques et, notamment, dans les processus de pertes affectant les
communautés microbiennes (BORSHEIM, 1993 ; FUHRMAN et SUTTLE, 1993 ; SIME-
NGANDQ, 1997). Il ressort de ces études récentes que la diversité des virus est
plus grande que les seules formes de type phage reconnaissables en microsco-
pie électronique et encore nettement plus élevée sur le plan génétique. Le princi-
pal facteur biotigue limitant la diversité et I'abondance des virus semble étre
tabondance des hdtes sensibles. La présence de prolongements ou d'épines,
polymorphisme uniquement observé chez les virus aquatiques, accreit la proba-
bilité de rencontre d’'un héte, notamment en milieu oligotrophe. Ainsi, il est forte-
ment probable que toutes les communautés aquatiques, procaryotes ou eycaryo-
tes, sont sujettes aux infections par les virus de leur environnement.

D'un point de vue quantitatif, les virus, dont la densité fluctue généralement
entre 104 et 108 mL~?, forment une composante trés dynamique des écosysté-
mes aquatiques ol ils sont essentiellement représentés par des particules virales
de production récente. Leur dynamique saisonniére dépend de facteurs abioti-
ques (température, rayonnements UV, agents chimigues...) et biotiques (hétes
sensibles, charge organique...). Sur un plan fonctionnel, SUTTLE (1994} estime
que les virus sont, en milieu marin, la cause de plus de 30 % de la mortalité du
bactérioplancton et de prés de 10 % de la mortalité du phytoplancton. Cepen-
dant, leur importance fonctionnelle serait beaucoup plus forte dans des proces-
sus aleatoires, notamment dans la promotion des échanges génétiques, principal
facteur du maintien de la biodiversité au sein des communautés microbiennes.
Cette boucle, bactéries — bactéricphages — MOD — bactéries, intervient dans
les processus de recyclage de la matiére organique en milieu aquatique, tout en
réduisant la contribution bactérienne aux flux de matiere et d’énergie vers les
maillons trophiques supérieurs. Enfin, il a été montré que certains protozoaires
plancteniques peuvent ingérer et digérer des virus (GONZALEZ et SUTTLE, 1993},
mais cette consommation semble &tre de moindre importance dans les flux de
matiére qui traversent les réseaux trophiques microbiens. Par aifleurs, les virus
sont de véritables noyaux d'induction d'agrégats planctoniques pouvant étre
exportés par divers mécanismes physiques et/ou par des processus biologiques,
Entin, il faut souligner le caractére préliminaire et ponctuel des données de la lit-
térature sur Yécologie des virus aquatiques, celles-¢i provenant, pour la plupart,
d'études menées en zones tempérées et étant limitées a une pétiode de 'année.

4 - CONCLUSIONS

Les éludes récentes, réalisées dans le domaine de Fécologie microbienne,
ont mis en évidence I'omniprésence des microorganismes et leur rble prépondé-
rant dans le fonctionnement des écosystémes aquatiques. La découverte de
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microorganismes dans des milieux considérés jusqu’alors comme abiotiques
{grands fonds marins,...) a considérablement étendu la biosphére.

Plus généralement, le développement récent de l'écologie microbienne nous
permet, maintenant, d’entrevoir I'extraordinaire diversité des microorganismes
aquatiques, I'étendue de leurs conditions de vie (température, oxygéne, pres-
sion...) et leurs abondances jusqualors insoupgonnées. Malgré les progrés con-
sidérables réalisés au niveau des méthodes, la tiche & accomplir reste immense.
Prés de 90 % des microorganismes présents dans I'environnement n'ont pas
encore été décrits. La banalisation des techniques de séquengage et I'utilisation
conjointe d’approches bio-informatiques d’analyse des génomes et d’approches
cellulaires devraient, cependant, donner accés a la phylogénie et 4 la diversité
fonctionnelle des microorganismes,

Les relations entre les microorganismes et le fonctionnement des écosysté-
mes, et, notamment, la compréhension des mécanismes responsables de leur
adaptation aux conditions fluctuantes de I'environnement, constituent un enjeu
majeur pour fes années a venir. Dans cette optique, il sera nécessaire de relier
'échelle micrométrique — celle, par exemple, de la microzonation des bactéries
autour d'un autre microorganisme — et 'échelle kilométrique d'observation des
communautés microbiennes, écheile pertinente pour I'étude, par exemple, de la
réponse du bactérioplancton & un développement phytoplanctonique important.
Par ailleurs, des travaux expérimentaux en microcosmes, asscciant des commu-
nautés bactériennes et des organismes supérieurs, tels que les invertébrés,
constituent également une perspective intéressante pour I'étude des relations
entre les microorganismes et le fonctionnement des écosystémes (MONTUELLE
et al., 1997).

Lensemble des recherches dans le domaine de la microbiclogie des syste-
mes aquatiques a également mis en lumiére la complexité des réseaux trophi-
ques microbiens & lintérieur desquels la boucle microbienne assure le transfert,
au moins en partie, de la production picoplanctonique vers les niveaux trophiques
supérieurs. La modélisation mathématique de I'ensemble de ces relations trophi-
ques (DUCKLOW, 1994 ; BLACKBURN ef al., 1997) devrait, a Favenir, fournir un
cadre plus formalisé pour I'étude du rdle des microorganismes dans te fonction-
nement global des systémes aquatiques.
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