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• IPBES : 29 avril – 4 mai 2019
• 5 facteurs majeurs
• GIEC – depuis 1950
• Anomalies de température

Anomalies de température. Source : NASA GISS
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Contexte
• Méthane 
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• ½ vie : 4 ans • PRG: 28
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Contexte
• Méthane 
• Dégradé par radicaux OH.

• Source thermogénique
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Allen 2016: Rebalancing the global methane buget 
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Hydrogénotrophique, 
méthylotrophique, 
acétoclastique

• C. Woese – 1977 ARNr16S
• Procaryotes
• Métabolisme unique
• Méthanogènes
• Grande diversité

E. F. DeLong et al 2001 : Environmental diversity of bacteria and archaea

Contexte

Evans et al 2019 : An evolving view of methane metabolism



• Tractus intestinal

Contexte
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• Tractus intestinal
• Surface d’échange
• Microbiote
• Miller et Wolin 1982
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Methanobrevibacter smithii
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• Tractus intestinal
• Surface d’échange
• Microbiote
• Miller et Wolin 1982
• Chez les ruminants
• Fermentation de bactérie
• 22% source anthropogène

Contexte

Methanobacterium ruminantium
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Contexte

• Distribution biomasse
• Mammifère vs Poissons
• Rôle du microbiote
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Contexte

• Distribution biomasse
• Mammifère vs Poissons
• Rôle du microbiote
• Service écosystémique :
Nourriture, recyclage, 
régulation des réseaux 
trophiques
• Rejets CH4 en milieu 

aquatique mal compris
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BMJ 2017 : The role of the microbiome in human health and disease



Exemple d’étude
• Bonaglia et al. 2017
• Activités de la MF et 

pression anthropique ?
• Filtration et absorption
• Bioturbation
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Exemple d’étude
• Bonaglia et al. 2017
• Activités de la MF et 

pression anthropique ?
• Filtration et absorption
• Bioturbation
• Excrétion
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Stief et al 2006 : Probing the microenvironment of freshwater sediment macrofaunaPetersen 2018 : Nutrient Extraction Through Bivalves



Exemple d’étude
• 1) Mésocosme : 

Altération des flux 
• 2) Incubation : rejets 

directs
• 3) Source 

méthanogènes via 
mcrA 

Conclusion : 10% des 
émissions de la mer 
Baltique
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Problématique: 
Thèse (2018 à 2021) : biodiversité microbienne intestinale

Interaction hôte-symbiote  Flux de matières et de gaz

Archaea méthanogène Mesure des flux de CH4

Le microbiote intestinal des poissons contribue-il de 
manière significative à la production globale de CH4?

Hypothèses : dépendance régime alimentaire :
Les herbivores rejetteront plus de méthane que les carnivores
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Modèle biologique

• Sardine, Saupe, Mulet

• Régime alimentaire:
- Planctonophage
- Herbivore
- Détritivore

Mugil cephalus

Sarpa salpa

Sardina pilchardus
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• Avantages: 
Ø Abondance: commun
Ø 

Modèle biologique
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• Avantages: 
Ø Abondance: commun
Ø Biotope: lagunes et 

zones côtières
Ø Pêche : mars – 

septembre, avant la 
reproduction

Modèle biologique
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• Inconvénients:
Ø Identification difficile
Ø 

Modèle biologique
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Liza aurataMugil cephalus



• Inconvénients:
Ø Identification difficile
Ø Techniques de pêche
Ø Impact de la météo

Modèle biologique
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Sardina pilchardus Atherina presbyter

Mugil cephalus



Matériel et Méthodes
Echantillonnage
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2A) Chromatographie en Phase 
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Matériel et Méthodes
I) Echantillonnage

n = 6

n = 3 n = 3

n = 24Label: M00x+ H1/2 or L1/2 + S (syringe) or N 
(needle) 

Label: M + number 
00x

• Palavas / Thau
• 6 individus adultes / 60 juvéniles
• Test du matériel
• Réduire le stress : 25min de repos
• Incubation 1h en conditions constantes
• Test des méthodes de prélèvement
• Espace de tête et partie aqueuse
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Matériel et Méthodes
II) A) Chromatographie en phase gazeuse• Objectif: détection CH4

• Mélange homogène
• Méthane trace
• Injection : manuelle
• Gaz vecteur : He / N2

• Colonne : capillaire
• Détection : TCD
• Traitement des résultats
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Matériel et Méthodes

II) B) Analyse génétique

• Objectif: caractérisation 
des communautés 
d’archaea
• Nécessite d’amplifier
• Caractéristiques poisson
• Extraction tractus 

intestinal
• Stockage Azote liquide
• Extraction ADN au labo
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Matériel et Méthodes

II) B) Analyse génétique
1) PCR amorces gène 16S :
Diversité, optimisation

2) PCR amorces gène mcrA: 
Diversité méthanogènes

3) qPCR amorces gène mcrA:
Abondance méthanogènes

4) Séquençage ADN
Diversité taxonomique
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II) B) Analyse génétique

Matériel et Méthodes
• PCR mcrA

• Préparation du mix

• Thermocycleur

• Electrophorèse

• Détection UV
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H2O

Amorce F et R

ADN

Taq



Résultats
• Site de Palavas
• Conditions météo : 24°C et 15°C
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Résultats
• Site de Palavas
• Conditions météo : 24°C et 15°C
• Pêche au filet maillant : n = 57
• Saupes et sardines juvéniles : 
   TL = 5,6 cm, biomasse: 68,2 g
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Résultats
• Site de Palavas
• Conditions météo : 24°C et 15°C
• Pêche au filet maillant : n = 57
• Saupes et sardines juvéniles : 
   TL = 5,6 cm, biomasse: 68,2 g
• Système de double aiguille
• 5 mésocosmes
• 10 espaces de tête
• 12 prélèvement aqueux
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Résultats
• CPG :
Ø Test air environnant :
  78,1% N2 21,99% O2

Ø Test négatif : baisse O2 et 
CO2

Ø Test positif : Saupe
Ø Idem échantillons Israël
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Discussion

• Test non concluant
• Contamination des flacons
• 24h – comparable à la bibliographie
• Seuil de détection
• Changement de détecteur : FID
• Concentrer nos échantillons?
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Discussion

• Prospection en laboratoire : 
• IFREMER Brest : test 10 échantillons
• EAG Toulouse : seuil à 1ppm
• Antelia Lyon : FID + PDID :
   photo-ionisation
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Résultats
• Extraction ADN puis Spectrophotomètre NanoDrop : n = 52   

• PCR gène 16S

• Détection

• Dimères d’amorce
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Résultats

Introduction Matériel et méthodes Résultats et Discussion Conclusion

• PCR mcrA : pas de détection
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Résultats
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• PCR mcrA : pas de détection

• plan d’expérience

Amorce F et R ADN

n=12 M1(µl) M2(µl) M3(µl) M4(µl)

PF 0,5 1,25 0,5 1,25

PR 0,5 1,25 0,5 1,25

ADN 1 1 2 2

Température d'hybridation : 54 °C - 56°C - 58°C



Résultats
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• Amorces à 1,25 µl - ADN à 1µl

• 1 échantillon qui a réagi

• Autres tests non concluants – y compris 
les positifs 

• Nouveaux tests sur excréments pour 
isoler les amorces

Bp

500
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300
200
100

T - T + M2A1 M2A2



Discussion
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• Présence d’Archaea validée
• Présence d’Archaea méthanogènes 

validée : Van der Maarel 1999
• Activité des méthanogènes ?

Platichthys flesus



Discussion
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• Présence d’Archaea validée
• Présence d’Archaea méthanogènes 

validée : Van der Maarel 1999
• Activité des méthanogènes ?
• Stabilisation amorces
• Contamination des échantillons
• Faible quantité d’ADN
• qPCR: besoin d’une gamme 

d’étalonnage

METH-F : RTRYTMTWYGACCARATMTG

METH-R : YTGDGAWCCWCCRAAGTG

(Colwell et al., 2008) : sédiments Canada

ME3M- F : ATGTCNGGTGHGTMGGSTTYAC 

ME2M- R : TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT 

(Nunoura et al., 2008) : sédiments Japon



Conclusion
• Méthode de caractérisation de l’activité des archaea méthanogènes 

chez plusieurs espèces de poissons

1) Echantillonnage 
Ø  Validé pour juvéniles

ØAdultes ? Mulets ?

ØPlanification
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Echantillonnage



Conclusion
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2A) Chromatographie en 
phase gazeuse :
Ø Premiers tests non concluants
Ø Modification de la détection
Ø Modification du protocole ?

2A) Chromatographie en Phase Gazeuze



Conclusion
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2B) Réaction en chaine par 
polymérase : 
Ø Méthode adaptée 
Ø Communauté d’Archaea 

méthanogènes
Ø Qualification et quantification de 

leur activité

• Conclusion : 
Ø Niche écologique
Ø Niche scientifique
Ø Variabilité inter-individuelle

2B) Analyse génétique



Limites
• CPG - de multiples contraintes :
• Biologique : anoxie, stress et 

libération d’ammonium
• Bactéries nécrophages
• Détection : réduire l’espace de tête? 

Augmenter le nombre d’individus? 
• Transport : échanges gazeux 

• PCR : nombre d’Archaea
• Précision PCR pour réplicats

• Première phase avant séquençage 
ADN et identification
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Vibrio vulnificus



Perspectives
• Partenariats : Stockholm
• Autre technologie : BID
• Bilan
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Perspectives
• Mesure statique : baisse O2

• Modèle dynamique: 
• Maintien des espèces
• Evolution des concentrations
• Conditions expérimentales
• Fonctionnement
• Respirométrie Palavas
• Variations du régime 

alimentaire, salinité
• Plusieurs espèces ?

Introduction Matériel et méthodes Résultats et Discussion Conclusion

25 cm

Septum

Pompe à eau : 
Débit : 1,9 L/min

Sortie
Eau de mer filtrée 0,2 µmEntrée

35
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m

Couvercle 
hermétique

Filtre 
0,2 µm



Ouverture
• Le microbiote : 
Ø Interaction et influence sur 

l’écosystème
Ø Evolution individuelle et 

collective

• Les flux de méthane : 
Ø Baltic Blue Growth Project
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Des 
questions?


