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Quels acteurs ?



Particularité des écosystèmes de dépollution !

Systèmes ouverts non stériles

Flores en transit et résidente

Développement et connaissances majoritairement empirique

Systèmes complexes



En 1865 est établie la « Royal Commission on River Pollution »

Développement empirique

Auto-épuration par les 

sédiments



Développement empirique aussi !



Systèmes continus

Systèmes ‘batch’



Un procédé de transformation de la matière organique



Deux procédés de transformation de la matière organique
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Quels microbes ?

Quel écosystème microbien?



?

Obtenir une représentation microbiologique de la boite noire



Est-ce comme ceci ?



Mais … On ne sait voir que cela !



Le monde observé Le monde vrai 



Le monde observé Le monde vrai 



Black box

Microbiologist view Engineer view Ecologist view





Protozoaire

Bactéries

Microscopie boues activées



Bacteriophage grazing during bio-augmentation by Microlunatus 

aerodenitrificans (aerobic denitrification) in nitrifiant ecosystem

Bouchez et al.



Zoom on an important environnemental parameter : 

the virus

VIRUS

BACTERIES



Sea water

bactérie

virus

Number of virus = number of bacteria x 10



Potential effects of virus on prokariotic diversity

Lysis : 'Lysis product release'

Organic matter source, which is used 

differently by prokayotic species

Lysis: "killing the winner"

Keeping in check competitive

domants thus allowing for 

co-existence of prokaryotic species

Lysogeny: Phage conversion

Immunity against homologous phages

Transfer of morphologic and 

metabolic traits

Transduction: 

Transfer of host encoded morpholoic 

and metabolic traits

Diversity

D'après Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004, Environ. Microbiol.



Inventaire total digesteur anaérobie

Courbe de raréfaction
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Taylor like vision ?

• Food web

• one species fill one ecological niche



?????????????????????????
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Same pictures 
Giuseppe Arcimboldo (1527-1593)



















Quels outils?

De Pasteur au NGS



=



5000 species

>150 000 16S rDNA

0 species

Petite histoire de la microbiologie

>106

16S rDNA

NGS
(New 

Generation

Sequencing)

2010



Picture from culture ?

All microorganisms

Cultivable microorganisms



Microscopie
(+/- colorations)

Isoler des souches
(Tests physiologiques)

Les techniques classiques

Et leurs limitations ...



Haeckel 1866

Plantes

Protistes

Animaux

Le premier arbre 

Van 
Leeuwenhoek

~1700

Microscopie

&

Protistes



Habitat

océans

eau douce

Sédiments

Sol

Boues activées

Cultivabilité (%)

0.001-0.1

0.25

0.25

0.3

1-15

(Amann et al., Microbiol. Rev.,1995)

Diversité Microbienne



“ Many (most ?) of our impressions after microbiology‟s first 

century, dominated as it was by the necessity of cultivating 

micro-organisms, are based on what could be considered to be 

observations of rare species maintained in zoos ”.

David M Ward (Current Opinion in Microbiology, 1998)



5000 species

>150 000 16S rDNA

0 species

Petite histoire de la microbiologie

>106

16S rDNA

NGS
(New 

Generation

Sequencing)

2010



Image avec les outils moléculaires ?

All microorganisms

Cultivable microorganisms

16S rDNA of  microorganisms



Nouveaux outils = nouvelle vision



Outils de description et d‟observation



The 16s Ribosomal DNA and Its Role

chromosome

16S ribosomal RNA
uacgggcuau.....uaacgaug

16S ribosomal DNA

tacgggctat.....taacgatg

Cell

Transcription

Protein synthesis

The 16S rDNA is a highly conserved gene. 

Its sequence is specific for each species. 

The level of 16S ribosomal RNA is correlated with the 

metabolic activity of the cell.



Postulat : 16S rDNA presence, 16S rRNA activity of microorganisms

Favorable Conditions : 1st response

Favorable Conditions : 2 nd response

16S rDNA

16S rRNA



Nucleic acid 

extraction

Total nucleic acids

Microbial ecosystem

16S rDNA amplified

PCR

cloning

16S rDNA clones

sequences

Identification of microorganisms by the 16S rDNA sequence

Molecular tools box :molecular inventory

89
1415

8 77 5

4 4 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2



Arbres phylogénétiques

156

8

10



Cytophagales

Archaea

Bacteria

(1987 - 1990)

~15 lineages

(2003, ~55 lineages)



Extraction

d'ADN

ADN total

Micro-organismes de 

l'écosystème

ADNr 16S amplifiés

PCR

Image complète de la microflore

Image partielle de la microflore

Techniques moléculaires sans connaissances préalables



4 jours

inoculation

21 jours

N° Séquence la plus proche   % de divergence

1 Methanocorpusculum parvum 0.0%

2 MethanobacteriumVeH52 3.3%

3 Methanocalculus halotolerans 2.0-2.2%

4 Methanobacterium formicicum 1.5%

5 Methanosarcina mazei 0.2%

6 non identifié -

7 non identifié -

8 Methanosaeta concilii 0.3-0.5%

1

8

4

3

2

Dynamique et identification de la communauté archaea 

à partir de l‟inoculation du digesteur.(1)

7

6

5



Lisier
16.12.02 

Fosse de stockage
10.02.03 

Fosse de stockage
24.03.03 

Lagune
17.03.03 

Sol avant épandage
17.03.02 

Sol après épandage
17.03.02 

Exemple: liser de porc

Très peu d ’évolution
au cours du stockage

Dans le sol  > dilution
Pas de réels dominants
différences liées à l'échantillonnage 



New generation sequencing principe









Outils de suivi et d‟observation



=



Outils moléculaires de suivi des

communautés microbiennes

les sondes nucléiques
(avec connaissances préalables)

ARNr



3) Lavage et élimination des sondes non

spécifiques (+ coloration DAPI)

10µm

DAPI

10µm

NEU (Nitrosomonas)

Microvirgula aerodenitrificans

Sondes nucléiques

FISH (Fluorescent in situ hybridization)

2) Hybridation à l'ARNr

1) Pénétration de la sonde marquée à 

l'intérieur de la cellule



ACA Cy3 / Eub338 Cy5



Bouchez et al. (2000)
Environ. Microbiol.

Écosystème
nitrifiant

+ acétate + M. aerodenitrificans & acétate



spatialisation Digestion anaérobie en UASB 

Bactéries acidogènes Archaea méthanogènes



Le futur : les puces à ADN? 

Tous les gènes 
d ’un génome

Plusieurs espèces



Le futur : les puces à ADN 

ARNm





Autres outil très utilisé la  PCR quantitative



Aérosols de compost qPCR

Vent

50 m

Abondance de Saccharopolyspora  

rectivirgula (PCRq)

50 m 100 mLieux 

d’échantillonnage

Amont du site Aval du siteRetournement Limite du site

70



Quels concepts?

Somme d‟espece?

Ecosystèmes ?

Organismes pluricellulaire ?



Ça c‟est un écosystème!



Dès sa découverte, le monde microscopique a été vu comme 
copie du monde visible

Mêmes concepts, même dogmes, mêmes paradigmes, même 
vision des organismes, etc.

Aujourd’hui, pourquoi pas la même écologie ?



Les macro-organisques ne sont qu’un phénomène ‘récent d’une 
grande proximité phylogénétique



Les macro-organisques ne sont qu’un phénomène récent d’une 
grande proximité phylogénétique

Our planet has always been in the "Age of Bacteria," ever since the first ... bacteria
are—and always have been—the dominant forms of life on Earth

Stephen Jay Gould

http://www.stephenjaygould.org/library/gould_originoflife.html


500 000 000 ans



Définition de l’écologie : 

‘les interactions entre un organisme vivant et son milieu de vie’

Définir:

• L’organisme vivant
• Son unicité
• Sa spécificité



Premier problème c‟est quoi une espèce



Des points communs ont permit historiquement la confusion

Le ‘modèle’ étant les macro-organismes
Début de la microbiologie

isolement
culture
phénotype



Notion d’espèce ?



MicroMacro

Reproduction et sexualité dissociéesReproduction et sexualité liées

Mortel

Défini l’espèce

Immortel

Pas d’espèce

Pas la même sexualité



Notion d’espèce (classique)

Phénotype

Défini par une fonction( qui peut être inactive ou transférée)

Demande culture et isolement (1% des bactérie)

Pas de fondement moléculaire



Notion d’espèce moléculaire
Si pas de sexualité ?

ADNr 16S

Milieu marin

Nombre d’unités en fonction du % de similarité
Acinas et al, Nature, 2004

97%



Variable avec le biotope !

Ley et al, Cell, 2006



Variable aussi avec les phyla!

continuum

Individus rien d’autre…



Black box

Microbiologist view Engineer view Ecologist view



Notion d’espèce moléculaire
Avec sexualité ?

Notion de core et pan genome

Welch, R. A. et al. (2002) PNAS

Protéines communes à 3 E.coli



Le core génome dépend de la définition préalable
d’une espèce

Exemple: 
on prend l’espèce E coli (sur des critères phénotypiques) et on 
défini le core génome

Actuellement, individu séquencé (NCBI)
En cours => 198 projets
Assemblés => 72 projets
Complet => 38 projets



Abby and Daudin, Trends in microbiology, 2007 

Taille variable du core génome



200 gènes
2800 gènes

Core génome 
universel

60 gènes

Abby and Daudin, Trends in microbiology, 2007 

Core génome 
Gamma proteobacteria

Core génome 
E. coli

Fréquence de recombinaison baisse  avec la divergence des génomes

Un génome est un instantané

continuum



core génome => varie avec l’entité choisie

Pan génome => varie avec le nombre 
d’individus analysés



Taux de recombinaison (données MLST)

Narra and Ochman, Current Biology, 2006



Le séquençage montre que les génome sont des puzzles

Emerveillement ‘curieux’ sur les transfert de gènes

Tout se transfère, juste une question de fréquence et de sélection



?

Horizontal gene transfer (HGT)



HGT: Prokaryotes vs. eukaryotes

PROKARYOTES

• Massive HGT

• No species

EUKARYOTES

• No HGT

• “Discrete” species

HGT is a (the)

major force in

bacterial evolution

HGT is irrelevant

in eukaryotic

evolution



Escherichia coli genome

Taxonomic affinity:

Bacterial

Archaeal

Eukaryotic



Thermotoga maritima genome

Taxonomic affinity:

Bacterial

Archaeal

Eukaryotic



Mais…
Discontinuité évidente au niveau des phyla

OP9

Archaea

Cytophagales

Seul entité pertinente ?



Apparition de la sexualité et 
de l’espèce (si elle existe)



MicroMacro

Temps de division 
20 mn à 3000 ans 

Durée de vie
Qq jours à 1000 ans 

Pas le même temps

Temps de division 
Qq jours à 20 ans 

Durée de vie
infini



Individu versus population

Cellule planctoniques => individu et population

Filament => individu ou population

Biofilm => ?

continuum



Individu/population comment mesurer?

Nombre de cellules?
Copie d’ADN?
Biovolume?

• Cellule
• Colonie
• Ecosystème



Facile

Limite de l’organisme, de l’individu ?

EPS, enzyme extracellulaire, 
ADN extracellulaire

Moins facile à cette échelle

Cellule bactérienne

impossible

Biofilm



Conséquences:

Comment mésuser la richesse spécifique?



Conséquences:
Comment étudier les interactions avec des continuum?

Ce ne sont jamais des interactions entre ‘espèces’ mais entre 
individus

C’est-à-dire des interactions uniques qui n’ont jamais existées et 
qui n’existeront plus jamais



Conclusion

Pas d’espèce que des individus

Pas de frontière entre individu et population

Pas de synchronisation entre différents ‘individu/population’

“... the ultimate scientific goal of biological classification

cannot be achieved in the case of bacteria”

Roger Y. Stanier, 1963 



La microbiologie qui fait quoi? 



Retour à l’éosystème



Exemple  : écosystème 

digestif humain

Fréquence des 57 phylotypes 

les plus abondants

Notion d‟espèces „core‟



core species => espèces toujours présentes 
abondance variable

Pan species => espèces parfois présentes 



Quel grain pour l‟analyse

Ecosystem

Phylogenetic groups

Ecotype

Species

16S rDNA

Génome 

Strain

Protein

Housekeeping gene

+

-



Quel grain pour la stabilité ?

species

diversity 

Genome of 

microbiota mRNA Proteins Metabolites 



Ce que l’on sait…

• Il n‟y a pas d‟écosystèmes microbiens simple (sauf rare exeptions)

• laboratoires, pathologies, Photorhabdus-nematode, Vibrio-méduse) 

• On ne sait pas simplifier un écosystèmes microbien

• Importance de la diversité

• Les écosystèmes microbiens sont dynamique mais stable fonctionnellement

• Les ADNr 16S (phylotypes) sont liés à un environnement plus qu‟a une fonction



Questions ouvertes…

• L'écosystème microbien est une "autre planète" que l'espèce en souche pure

• Les cultures mixtes reconstituées font partie de la planète "souche pures"

• Comment mesurer les interactions

•Quel grain pour l'analyse ?

• 16S, flux de gènes, etc.

• Genèse et maintient de la diversité

• virus

• autres

• limite de la totipotence

• turn-over du vivant

• nombre de gènes versus nombre de contextes cellulaires



Ambition et arrogance 
(d‟après Tom Curtis)

• ~1021 étoiles dans l‟univers

• ~1030 bactéries dans le sol

• ~4x1011 étoiles par galaxie

• ~1018 bactéries dans une 

station d‟épuration

• Les bactéries sont plus 

compliquées que les étoiles ?!

Millions de galaxies à 109 années 

lumières

Virus et bactéries marines


