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Nouvelles approches d’étude des réseaux microbiens

M. Bianchil

Mots-clés : réseaux microbiens, techniques d’études, comptages bactériens, survie, résistance aux stress, distribution spécifique
et diversité.

Les écosystémes aquatiques sont des milieux privilégiés pour les transports d’organismes, les échanges entre individus, les
évolutions rapides de communautés, combinés 2 la propagation rapide de signaux physiques et chimiques dans I’environnement.
Les réseaux microbiens, composés d’une grande variété de micro-organismes (des bactéries au phytoplancton et aux proto-
zoaires) dans divers états physiologiques, sont la base du fonctionnement de ces écosystémes. L’identification des micro-orga-
nismes présents, et de leurs activités in situ, sont des défis technologiques permanents pour le microbiologiste.

Les différentes évolutions technologiques concernent : i) L’amélioration des techmques de dénombrement des bactéries vi-
vantes. ii) L’adaptation des techniques de cytométrie (en image et/ou en flux) associées a des marqueurs fluorescents au compta-
ge des micro-organismes in situ. Ces comptages peuvent concerner la présence d’une espéce ou d’une fonction métabolique (as-
sociation de I’immunofluorescence avec la microscopie ou la cytométrie de flux, ou encore utilisation de sondes phylogénétiques
fluorescentes a différents niveaux taxonomiques). iii) La combinaison des techniques décrivant 1’état et les fonctions des micro-
flores (biomasse, production, vitesse et rendement de croissance, diverses activités métaboliques intervenant dans les cycles bio-
géochimiques et/ou les processus de pollution ou de bioremediation) avec des techniques de chimie analytique fine décrivant le
milieu nature] (HPLC, chromatographie gazeuse, spectrométrie de masse). iv) La recherche au niveau, cellulaire de la réponse
bactérienne aux conditions de stress par la mise en évidence de systémes protéiques nouveaux.

New approaches to study microbial networks

Keywords : microbial networks, methods of study, bacterial counts, survival and stress resistance, specific diversity.

Aquatic ecosystems are characterised by physical and chemical fluctuations and gradients as well as by the resulting transpor-
tation’s of organisms, modifications of communities and exchanges between individuals. The microbial networks, from the phy-
toplankton to the bacteria and protozoa, all in various states of activity, are a major component for the functioning of the pelagic
ecosystems. The measurement of in situ numbers and activities of the micro-organisms is a permanent challenge for the micro-
biologist. Recent advances in techniques and technologies has provided new concepts to study micro-organisms in natural aqua-
tic environments. They concern i) the improvement of counts of viable bacteria, ii) the combination of cytometry techniques
(image analysis and/or flux cytometry) with fluorescent markers (fluorochromes, fluorescent genetic probes) to determine spe-
cies or metabolic function, iii) the use of radioactive compounds combined with techniques of fine chemistry like GC, HPLC,
mass spectrometry to describe metabolic rates, interaction with the chemical environment, iv) the assessment of bacterial res-
ponse to external stresses at the molecular level.

d’eau et d’échanges avec les écosystémes environnants
par le biais d’apports latéraux et éoliens et d’exports
(Fig. 1). Les organismes qui constituent les réseaux
microplanctoniques, sont de taille microscopique et
souvent sous forme unicellulaire, ils sont ainsi directe-
ment soumis aux nombreux changements de leur mi-
lieu environnant ce qui implique une adaptation
constante des individus et des communautés. Par
ailleurs, ces micro-organismes sont 1’objet de trans-

1. Introduction

Les caractéristiques principales des environnements
aquatiques sont la présence de fluctuations rapides et
la distribution sous forme de gradients des paramétres
physiques et chimiques. Par ailleurs, ces écosystémes
sont en permanence le site de mouvements des masses
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ports sur des distances variables, de rencontres et
d’échanges avec d’autre individus.
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Fig. 1. Ecosyst2me aquatique et téseaux microplanctoniques.

Fig. 1. Aquatic ecosystem and microplanktonic networks.

Les micro-organismes composant les réseaux micro-
biens sont de deux types : les autotrophes comprenant
les organismes photosynthétiques (phytoplancton, pro-
tozoaires chlorophylliens, cyanobactéries) et chimio-
synthétiques (bactéries nitrifiantes par exemple) et les
hétérotrophes (bactéries, protozoaires) aérobies et/ou
anaérobies (Fig. 1). Les premiers sont a I’origine de la
production de carbone organique «autochtone» dis-
sous et particulaire, tandis que les micro-organismes
hétérotrophes vont minéraliser la matiére organique, y
compris celle provenant des apports allochtones éven-
tuels. La minéralisation du carbone peut étre effectuée
en conditions aérobies, le produit final étant le CO,
et/ou en anaérobiose le produit final pouvant étre alors
soit du CO, soit du CH,

Les micro-organismes et les communautés qu’ils
constituent vont devoir faire montre de capacités
d’adaptations pour survivre dans ces écosystémes en
perpétuelle évolution. Au sein du réseau microplancto-
nique (Fig. 2) les bactéries hétérotrophes jouent un ré-
le de premier plan dans la circulation de la matiére or-
ganique, étant les seuls organismes capables d’utiliser
la matiére organique dissoute en concentration micro

ou nanomolaire comme c’est souvent le cas en milieu
aquatique. Cette réintégration de la matiére organique
dissoute dans le réseau trophique est bien connue sous
le nom de «boucle microbienne» («microbial loop» :
Azam et al. 1983). Au sein de cette boucle microbien-
ne, les bacténies vont donc a la fois «limiter» les pertes
en mati¢re organique sous forme dissoute (MOD) en la
transférant en partie vers les échelons supérieurs et,
dans le méme temps, effectuer une minéralisation de
cette MOD. Ce processus va conduire a des pertes en
carbone (sous forme de CO,) et a la remise a disposi-
tion des producteurs primaires de nutriments sous for-
me minérale.

L’ampleur du compartiment bactérien est régulée par
deux facteurs qui sont 1) la source de carbone et d’éner-
gie permettant la croissance des cellules, et ii) la pré-
dation par les protozoaires limitant la biomasse bacté-
rienne. En dehors de zones de rejets 4 pollution bacté-
rienne intense (tels les rejets d’égouts), un équilibre
s’établit entre ces deux facteurs et le nombre total de
bactéries fluctue peu dans les milieux aquatiques, de-
meurant compris entre 105 et 106 cellules par millilitre.
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Fig. 2 Les bactéries dans les réseaux microplanctoniques.

Fig. 2. Bacteria in the microplanktonic networks.

Dans le milieu aquatique, la propagation des fluctua-
tions des paramétres physiques et chimiques s’effectue
sous forme de gradients plus ou moins brutaux. Ainsi,
la fluctuation des paramétres qui vont influencer la
croissance ou la mortalité des bactéries sera toujours
(plus ou moins) graduelle. D’ autre part, au niveau de la
cellule bactérienne, le processus de limitation nutritive
implique des changements séquentiels d’activités mé-
taboliques, physiologiques et ultrastructuraux. De tels
changements peuvent conduire a une réduction de la
taille avec la production de minicellules (Morita 1985),
4 un changement dans les valeurs des constantes d’af-
finité (Km) et de vitesse maximale (Vmax) d’utilisa-
tion des substrats (Nissen et al. 1984, Talbot & Bianchi
" 1997) et enfin, a des changements d’état physiologique
de la croissance vers la mortalité, la latence ou la sur-
‘vie (Fig. 3). Au niveau de la communauté bactérienne,
comme dans toute communauté d’organismes vivants
la diversité spécifique, la dominance de certaines es-
péces et ’abondance relative des individus sont natu-
rellement affectées par les modifications précédem-
ment évoquées.

La compréhension et I’éventuelle prévision de la ré-
ponse des bactéries aux fluctuations de I’environne-
ment, et inversement de 1’impact des activités micro-

biennes sur Ie fonctionnement de 1’écosysteme, néces-
sitent de prendre en compte un ensemble de questions
qu’il est difficile de-dissocier. Ces questions concer-
nent :

- Le nombre de bactéries présentes dans un échan-
tillon. Cette question qui parait simple devient particu-
lierement difficile a résoudre lorsque I'on s’adresse a
du matériel comme les agrégats en suspension dans la
colonne d’eau au sein desquels il n’est pas toujours fa-
cile de compter les bactéries.

- La proportion de bactéries actives au sein d’un
échantillon, ¢’est-a-dire-: - combien- de bactéries sont
en phase de croissance active ; - combien sont en état
de survie, (cette question peut concerner la totalité de
la communauté ou une seule de ses composantes com-
me des bactéries indésirables rejetées dans le milieu
par des activités humaines) ; - quelle proportion de la
population réalise une activité fonctionnelle précise
(comme la nutrification ou la dénitrification par
exemple) dont I'impact sur 1’écosystéme souhaite étre
évalué et/ou contrdlé.

- Les facteurs et les processus qui régulent ces acti-
vités, qu’ils soient externes (température, sources de
nutriments, prédation,...) et/ou intrinséques (processus
cellulaires mis en ceuvre par les micro-organismes).
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Fig. 3 Les relations entre les bactéries et les substrats nutritionnels dans 1’environnement

naturel.

Fig. 3. Relationships between bacteria and nutrients in the natural environment.

- Les espéces bactériennes présentes dans les échan-
tillons, en terme de diversité taxonomique et en terme
d’abondance respective des différentes especes. Ces
deux questions sont tout a fait complémentaires puis-
qu’il s’agit de déterminer la variation du nombre d’es-
peces en fonction des conditions environnementales et
de mettre en évidence la dominance quantitative d’in-
dividus traduisant leur meilleure adaptation aux condi-
tions du moment.

Malgré la simplicité apparente de ces questions, les
réponses a chacune d’elle représentent de véritables
défis techniques pour les microbiologistes. La taille
microscopique, ’insuffisance de critéres morpholo-
giques permettant une identification visuelle, la rapidi-
té de changement d’état physiologique ne permettent
pas une mesure directe (in situ) des parameétres bacté-
riens. C’est 2 travers le recours a des techniques de
plus en plus sophistiquées, basées sur 1’utilisation
d’appareillages complexes et onéreux, que ’on peut
apprécier 1’évolution de la profondeur et de la qualité
des réponses apportées a ces différentes questions.

2. I’amélioration des techniques de dé-
nombrement de toutes les bactéries pré-
sentes et des bactéries métaboliquement
actives

Pour mettre en évidence des «microbes» dont ils
avaient deviné I’existence et I’importance, le génie des
premiers microbiologistes a été «d’inventer» le milieu
de culture, concept tout  fait étonnant dans le contex-
te de I’époque. Dés 1884, certes, un pionnier de la mi-
crobiologie marine, a publié des dénombrements de
bactéries sur des échantillons d’eau ou de sédiment
profonds, en utilisant des milieux de culture a base
d’eau de mer stérile additionnée de bouillon de poulet
ou de lait. Cette technique de dénombrement a prévalu
pendant de nombreuses années bien que la réalité des
comptages ainsi effectués ait été de plus en plus
contestée. En effet, il est apparu qu’il n’existe pas de
milieu de culture universel et que seule une fraction
souvent infime du peuplement global peut trouver des
conditions favorables a leur prolifération dans un mi-



(5) NOUVELLES APPROCHES D'ETUDE DES RESEAUX MICROBIENS 469

lieu de culture quel qu’il soit. De plus, les bactéries
aptes & croitre sur le milieu choisi (ou disponible)
n’étaient pas forcément celles réellement en activité
dans I’environnement nature).

En 1977, Hobbie et al. publient une méthode de
comptage au microscope qui permet de visualiser
toutes les bactéries présentes dans les échantillons, en
utilisant un fluorochrome se fixant sur les acides nu-
cléiques des cellules. La réalisation de cette technique
a €té rendue possible grace i) a la microscopie a épi-
fluorescence permettant I’observation sur le filtre de la
lumiére re-émise par le fluorochrome aprés excitation
a une longueur d’onde adéquate, ii) 1’ utilisation de
filtres en polycarbonate, offrant une surface parfaite-
ment plane et permettant I’observation des cellules a
leur surface, iii) la coloration par un fluorochrome sé-
lectif. L utilisation intensive de cette technique, avec
des variantes dans la nature du fluorochrome, a permis
de constater que I’écart entre les comptages de bacté-
ries par mise en culture des échantillons et le dénom-
brement du nombre total de bactéries pouvait atteindre
plusieurs ordres de grandeur. Il faut quand méme sou-
ligner que dans les comptages dits «du nombre total de
bactéries» il n’est encore pas possible de distinguer les
bactéries réellement actives de celles en état de latence
ou encore de déterminer 1’appartenance spécifique des
cellules observées. A partir de ces techniques de base,
différentes variantes ont vu le jour, telles celles utili-
sant des anticorps fluorescents pour la reconnaissance
d’espeéces définies (Josserand & Cleyet-Marel 1979).

Plusieurs techniques ont été développées pour la re-
cherche des bactéries en état d’activité métabolique
dans le milieu naturel. Ainsi, des méthodes de «cultu-
re» dans des milieux & base d’eau de mer de I’échan-
tillon naturel, sans aucune adjonction d’éléments nutri-
tifs, a permis de pettre en évidence les bactéries viables
dans des conditions nutritionnelles proches de celles
du milieu naturel, par le comptage en microscopie a
épifluorescence, de la formation dans le temps de mi-
crocolonies (Bianchi & Giuliano 1996). Une autre ap-
proche concerne la mise en évidence de I’activité res-
piratoire des bactéries par la mesure de 1’activité des
déshydrogénases et divers coenzymes qui forment la
chaine respiratoire (Houni-Davignon & al. 1989). Le
principe est basé sur la réduction d’un substrat oxydé
par exemple un sel de tétrazolium : 2-para-iodophényl
3-para-nitrophényl 5-phényl tétrazolium chloride ou
INT entrand en compétition avec I’accepteur terminal
de la chaine respiratoire (Trevors et al. 1982). Les
échantillons sont incubés avec le substrat (INT) et le
produit.de la réduction (INT-Formazan) est extrait
avec du méthanol puis dosé au spectrophotomeétre a

480 nm (Gammelgaard et al. 1992). Un comptage des
bactéries métaboliquement actives utilise ce méme
principe, mais I'INT est remplacé par du CTC (5-cya-
no-2,3-ditoly! tetrazolium chloride), un accepteur ter-
minal d’électrons qui produit un cristal fluorescent de
CTC-formazan aprés réduction. Les cellules actives
présentent donc une fluorescence qui permet de les dé-
tecter 4 une longueur d’onde de 590 nm aprés excita-
tion du CTC-formazan a 540 nm, les comptages s’ef-
fectuant en cytométrie en flux (Kapreylants & Kell
1993).

3. L’adaptation des techniques de cytomé-
trie en image et/ou en flux au comptage des
micro-organismes

L’ évolution la plus récente concerne 1’introduction
de la cytométrie en flux couplée au marquage des cel-
lules par des fluorochromes ou par des marqueurs gé-
nétiques (sondes moléculaires). Ces techniques per-
mettent de compter et d’identifier des cellules par leur
fluorescence. A I’heure actuelle dans les milieux aqua-
tiques, elles sont surtout utilisées pour les organismes
photosynthétiques dont les pigments chlorophylliens
constituent d’excellents marqueurs. Les premiéres ap-
plications de cette technique aux dénombrements bac-
tériens ont concerné des bactéries présentant un rap-
port direct avec les actions humaines (Steen et al.
1982, Mansour et al. 1985). Depuis peu, cette tech-
nique a commencé a €tre appliquée aux comptages
bactériens dans les échantillons naturels (Montfort &
Baleux 1992, Trousselier et-al. 1993). Dans le milieu
marin, 1’utilisation de nouveaux colorants (TOTO-1,
TO-PRO-1, SYBR Green I) se fixant sur-les acides nu-
cléiques et excités par une lumiére bleue ou U.V. a per-
mis de différencier les prokaryotes photosynthétiques,
comme les Synechococcus et les Prochlorococcus, des
prokaryotes hétérotrophes (Marie et al. 1997). Encore
une fois, ce paragraphe n’a pas pour but une descrip-
tion exhaustive de toutes les avancées techniques ré-
centes, mais.d’en démontrer le foisonnement et la di-
versité.

4. La combinaison des techniques de mesu-
re des activités bactériennes et de ’analyse
du milieu naturel

Les populations naturelles comportent des cellules
dans des états physiologiques différents, il est pourtant
nécessaire d’évaluer la production de carbone bactérien
et les activités de minéralisation de la matiére orga-
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nique qui vont conditionner les relations entre les bac-
téries et leur environnement. Les vitesses de croissance
des bactéries planctoniques peuvent étre estimées en
mesurant I’incorporation dans les macromolécules de
précurseurs radioactifs. Ainsi, la synthése d’ ADN (aci-
de deoxyribonucléique) est mesurée par incorporation
de [3H]thymidine (Furhman & Azam 1982) tandis que
la synthése protéinique est démontrée par I’incorpora-
tion de [*H]leucine dans les protéines (Kirchman et al.
1985). Ces techniques ont été trés largement utilisées
ces derniéres années en écologie bactérienne et ce, mal-
gré I’'inconvénient de la nécessité de facteurs de conver-
sion pour convertir les vitesses d’incorporation du tra-
ceur (mesurée) en vitesse de synthése de macromolé-
cules. Ces facteurs étant difficiles voir impossibles a
établir expérimentalement ce sont souvent des facteurs
de conversion «théoriques» qui sont utilisés.

Par ailleurs, 1’action des bactéries hétérotrophes sur la
matiére organique a fait, et fait toujours, I’objet de nom-
breuses mesures a travers deux principales étapes : 1’hy-
drolyse des macromolécules ne pouvant pénétrer dans la
cellule bactérienne et le prélévement et I’incorporation
des molécules de faible poids moléculaire. La premiére
étape est déterminée a I’aide de la technique du substrat
modele fluorogéne qui est un polymeére contenant des
molécules naturelles comme les acides aminés ou les
sucres (Somville & Billen 1983). L’ hydrolyse de ce sub-
strat sous 1’action des enzymes bactériennes libére un
composé fluorescent dont I’intensité est mesurée au
spectrofluorimétre. L utilisation des composés sous for-
me de monoméres et/ou diméres est déterminée par I’in-
corporation de radiotraceurs (acides aminés, sucres, li-
pides) marqués au 14C ou au 3H dans les cellules
(Wright & Hobbie 1966). Ce sont des techniques qui
permettent d’utiliser les traceurs a des concentrations
proches de celles du milieu naturel, quand il est toute-
fois possible de déterminer les concentrations de ces
CoOmposeés.

En effet, pour re-situer et interpréter les processus
bactériens et les vitesses a laquelle ils se réalisent, il est
nécessaire de considérer la matiére organique présente
car elle conditionne la limitation par la ressource du
compartiment bactérien. Cette matiére organique se pré-
sente sous forme plus ou moins complexe, par la taille
moléculaire, la labilité, la famille chimique des compo-
sés qui entrent en jeu. Autant de paramétres qui vont dé-
terminer le développement des bactéries et réciproque-
ment le temps de résidence et le devenir de la mati¢re or-
ganique. Une synthése des processus et des techniques
d’étude est proposée par Bianchi et al. (1996).

5. Biologie moléculaire et écologie bacté-
rienne

Durant les cinq derniéres années, 1'intégration des
techniques de biologie moléculaire comme 1’analyse
des séquences d’ ARNr 168 et 23S aprés amplification
des génes par la PCR (Polymerase Chain Reaction) ont
eu pour conséquence une meilleure compréhension de
la diversité phylogénétique, des bases moléculaires des
adaptations physiologiques, de la transduction des si-
gnaux environnementaux et des réponses des micro-
organismes a ces signaux. La réponse & un stimulus
peut étre considérée 2 deux niveaux d’étude : les indi-
vidus d’une méme espéce ou ’ensemble des espéces
d’une communauté.

5.1. Etude des effets de la carence nutritionnelle sur
les cellules bactériennes

Parmi les changements de I’environnement que nous
avons évoqué, les situations de carence sont extréme-
ment courantes pour les bactéries et ces phénoménes
se présentent comme un exemple de résistance a un
stress de ces micro-organismes. D’une part, en milieu
aquatique naturel, il semblerait que les bactéries aient
des systémes multiples de transport de substrat énergé-
tique et carboné (Azam & Hodson 1981, Talbot &
Bianchi '1997), mais 1'étude au niveau moléculaire de
ces processus de transport multiphasiques reste a réali-
ser. D’ autre part, il a été montré que les bactéries ré-
pondent aux changements environnementaux par le
biais de systémes 4 double composants : une protéine
capteur pergoit des signaux physiologiques pertinents
et phosphoryle un régulateur de réponse. La fonction
du régulateur de réponse est souvent, mais pas tou-
jours, de moduler la transcription d’un set donné de
génes (Parkinson 1993).

Si le milieu ambiant contient une source nutrition-
nelle, les cellules bactériennes se divisent. Par contre,
lorsque le milieu est carencé ou ne contient plus un €lé-
ment essentiel, les cellules entrent en phase stationnai-
re, phase qui induit des changements importants dans
la physiologie et la morphologie cellulaire, une altéra-
tion de la composition de la membrane et des diffé-
rences dans I’enroulement et la compacité de I’ADN.
En-dessous d’un certain seuil de concentration d’un
élément majeur, la cellule va répondre en induisant des
systémes de transport & forte affinité pour le substrat et
en mettant en place des voies métaboliques pour I’ex-
ploitation de sources alternatives du nitriment. Les sys-
témes de régulation impliquent le contrble de larges
groupes de génes structuraux.
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Les effets des.carences en carbone, en azote, en
phosphore et de ces trois éléments majeurs combinés
sur une bactérie marine (Vibrio sp. 14) a été étudié par
Nystrom et al. (1992). Les stimulons de carence pré-
sentent un nombre équivalent de protéines (une ving-
taine) pour chacun des éléments séparés, mais seule-
ment 42 protéines sont induites lors de la carence com-
binée de ces trois éléments. Les cellules carencées en
azote et phosphore démontrent un faible taux de survie
et une faible résistance a d’autres stress comme la cha-
leur ou I’exposition aux U.V. Au contraire, la carence
carbonée, tout comme la carence multiple, permettent
une survie a long terme et une meilleure résistance aux
autres stress. D’ autre part, selon les différentes ca-
rences les stimulons ne sont pas identiques, par
exemple 14 sur 42 des protéines induites lors de la ca-
rence multiple sont spécifiques a cette carence et 4/5
des protéines induites lors de la carence en phosphate
ne se retrouvent pas dans le stimulons de la carence
multiple (Nystrém et al. 1992). De plus, il a été mis en
évidence qu’une cyanobactérie (Synechococcus sp.
WH 7803) posséde des «phosphate binding proteins»
homologues a celles d’E. coli dont on connait bien le
Pho régulon qui inclue plusieurs génes et opérons co-
dant pour des protéines dans la prise et 1’utilisation de
sources extracellulaires de phosphore (Mann, 1995).

5.2. Application des techniques de séquencages
d’ARN, de la PCR et des sondes nucléiques

Les microbiologistes de I’environnement, et en par-
ticulier du milieu aquatique, ont tout de suite percu
I'intérét des méthodes faisant appel aux techniques
s’adressant directement au matériel génétique pour
identifier les bactéries in situ. Ainsi, dés 1990 Atlas &
Bej testaient I’amplification du matériel génétique des
entérobactéries et les sondes nucléiques spécifiques
pour leur connaissance. Le principe est relativement
simple : a partir d’une espeéce connue et cultivée, une
cible (gene) est choisie et des amorces spécifiques en-
cadrant le géne sont identifiées (Fig. 4). Aprés extrac-
tion de I’ ADN total dans les échantillons naturels, une
PCR est réalisée a 1’aide des amorces spécifiques qui
vont donc amplifier une certaine partie de I’ADN.
Aprés clonage dans un plasmide il sera possible de dé-
terminer si la souche (ou la fonction) choisie est pré-
sente ou non dans I’échantillon de départ.

Ces techniques trés prometteuses nécessitent encore
quelques améliorations qui sont d’ailleurs en cours
(Wintzingerode et al. 1997). Par exemple le dénombre-
ment spécifique d’espéces par «PCR quantitative»
commence A apparaitre. Ainsi, les génes codant pour
les deux processus importants du cycle de 1’azote que

sont la nitrification et la dénitrification font 1’objet de
recherches relativement nombreuses (revue de Ward
1995). Contrairement a la nitrification qui est réalisée
par un petit nombre d’especes bactériennes auto-
trophes, la dénitrification peut &tre le fait.de nom-
breuses espéces de bactéries hétérotrophes sans lien
taxonomique. Ce type de sondes moléculaires réalisées
a partir d’un géne codant pour un enzyme présentent
un grand intérét en écologie microbienne en permet-
tant des mesures in situ d’activités importantes pour le
fonctionnement de 1I’écosystéme tout en s’ affranchis-
sant de la nature taxonomique, et par la des besoins
culturaux des bactéries concernées.

La composition taxonomique et la diversité spéci-
fique des bactéries des milieux naturels ont été égale-
ment été abordées par le biais de ces techniques. Une
revue de ces études dans le domaine océanique a été
faite par Giovannoni et al. (1995). Les premiers tra-
vaux montrent une grande diversité taxonomique des
espéces en présence. Malheureusement aucune donnée
n’est encore disponible sur 1’abondance relative des
espéces, critére tout a fait capital pour la compréhen-
sion d’une éventuelle succession de populations lors
de changements des conditions environnementales.

Encore une fois, cet article n’a pas pour vocation une
description exhaustive de toutes les techniques-explo-
rées a I’heure actuelle, mais de donner simplement un.
apercu, par des exemples choisis, des possibilités qui
s’ouvrent pour de nouvelles prospections dans le mi-
lieu naturel. Bien entendu, d’autres techniques sont
proposées aux microbiologistes de I’environnement
comme la comparaison des profils de RNA de faible
poids moléculaire (Hoflé 1992), technique qui nécessi-
te cependant 'la. mise en culture des micro-organismes,
créant une sélection génante des bacténes dés le départ
de |’analyse.

La microbiologie des milieux aquatiques est une dis-
cipline en pleine évolution. Cette discipline a d’abord
adapté et adopté les techniques qui ont permis la
compréhension, au niveau cellulaire, des réactions des
organismes aux variations de leur environnement. Au-
jourd’hui elle profite des derniéres techniques permet-
tant 1I’étude au niveau moléculaire des processus
d’adaptation aux conditions environnementales. Ainsi,
dans les années a venir, la compréhension du fonction-
nement des écosystémes pourra bénéficier des progrés
attendus dans la définition de la diversité des commu-
nautés microbiennes, ainsi que des possibilités de me-
sure, a travers leur régulation génétique, de fonctions
métaboliques majeures.
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Fig. 4. Description schématique du protocole d’une reconnaissance sélective d’une espéce ou
d’une fonction bactériennes par sonde nucléique.

Fig. 4. Description of the protocol for identification of a bacterial species or function by using

a specific nucleic probe.
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