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1 Symbiose chez les Alvinocaridés

1.1 Etat de I'art
(©N
Les milieux extrémes profonds sont des N
. N .y oy N . - g -
écosystéemes privés de lumiere, ou les micro- YRS % I‘
organismes chimiolithoautotrophes sont les RS 25

principaux producteurs primaires. La faune peut
alors soit les ingérer, soit établir des associations

allant de la simple phorésie a des symbioses vraies - ’ Cycle
(relation mutualiste durable a bénéfices )

\ Calvm /

photosynthése

réciproques). L’établissement de symbioses entre  Eeéments chimiaues du fond :

méthane, hydrogéne, fer,

les invertébrés et les micro-organismes permet la | tifue dhvdosene ete. i
colonisation de nouveaux environnements a priori
hostiles pour la faune. Dans ces milieux extrémes,
les exemples de symbioses bactériennes sont
donc nombreux. Plusieurs degrés d’associations
peuvent exister allant de I'épibiose (les micro-
organismes sont présents a I'extérieur des tissus de leur hote, comme chez le ver de Pompéi Alvinella
pompejana et la crevette aveugle Rimicaris exoculata) a I'endosymbiose (internalisation des micro-organismes
dans des cellules spécialisées de I'h6te, comme dans le trophosome du ver géant Riftia pachyptila ou les
branchies des bivalves Bathymodiolinae). Dans le cas des endosymbioses, ou le tube digestif de I'hote est
fortement réduit, voire absent, les bactéries ont un réle nutritif certain pour I’'hote. Ces bactéries sont capables
d’utiliser I'énergie chimique de I'environnement pour fixer le CO, en matiére organique par chimiosynthese
pour assurer la nutrition de I’hote. Dans le cas des épibioses, la présence d’un tube digestif complet et
fonctionnel rend leur réle plus énigmatique.

énergie

Bactéries autotrophes

Figure 1 : schéma chimiosynthése vs photosynthése

Rimicaris exoculata (Williams and Rona, 1986) est probablement le
crustacé le plus étudié dans les milieux profonds, en raison de son importance
dans les écosystemes hydrothermaux de la Ride Médio-Atlantique et de sa
remarquable biologie (Schmidt et al., 2008; Segonzac et al., 1993; Van Dover et
al., 1988). La cavité céphalothoracique des adultes est élargie et presque close,
emprisonnant des chélipédes réduits. Certaines pieces buccales présentent une
hypertrophie caractéristique, ainsi que de nombreuses soies, sur lesquelles sont
observées d’abondantes populations de bactéries filamenteuses épibiontes. Ces
micro-organismes sont principalement localisés sur la partie dorsale de la cavité, |a ou le flux d’eau sortant est
appauvri en oxygene et enrichi en gaz carbonique (Zbinden et al., 2004). L'ensemble de ces évolutions
anatomiques ont été interprétées comme étant une sorte de « chambre de culture » pour les micro-
organismes, micro-organismes dont la crevette pourrait alors se nourrir (Gebruk et al., 2000; Segonzac et al.,
1993) supposant ainsi une épibiose nutritionnelle.

Figure 2: photo R. exoculata

chambreprsbranchial Si les premiéres études semblaient indiquer une diversité
limitée aux Epsilonproteobactéries (Polz and Cavanaugh, 1995), les
résultats récents indiquent la présence d'une diversité plus
importante avec notamment des Gammaproteobactéries et des
Zetaproteobactéries et de plusieurs métabolismes (Guri et al., 2012;
Hugler et al., 2011; Jan et al., 2014, Petersen et al., 2009; Zbinden et
al., 2008). Cela inclut I'oxydation du soufre, du fer, du méthane et
méme de I'hydrogene.

scaphognathite

branchio stegite

Figure 3: schéma de la cavité branchiale
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Un deuxieme compartiment chez R. exoculata abrite une communauté proctEO?et;jngsemémnslimodeu:m
microbienne bien distincte de celle de la téte au niveau du tractus digestif. P L
Concernant le tractus digestif, cet animal posséde un petit estomac au regard
de sa taille (Segonzac et al., 1993). Le tube digestif est long, recouvert a ses
extrémités de cuticule, éliminée a chaque mue. Le mésentéron, partie
médiane relativement longue, est dépourvue de cuticule et est le lieu
privilégié de I"absorption intestinale. Le bol alimentaire a I'aspect d’'une pate
gris-noir, composée de sulfures et d’oxydes de fer. Une communauté microbienne peu diversifiée et distincte
de celle identifiée dans I'environnement y a été mise en évidence (Durand et al., 2015; Durand et al., 2010;
Zbinden and Cambon-Bonavita, 2003) incluant des Deferribacteria, Mollicutes, Epsilon- et
Gammaproteobactéries, qui forment une communauté bactérienne résidente. Bien que la lumiére de la partie
antérieure de l'intestin jusqu'a I'estomac soit enlevée a chaque mue, l'intestin moyen est dépourvu de cuticule
et héberge la plupart des bactéries, ce qui représente un compartiment épisymbiotique interne de la crevette.
Mais le réle de ces symbiontes reste énigmatique.

Par ailleurs, des expériences avec des composés marqués (isotopes stables de carbone inorganique et
composés inorganiques et organiques radiomarqués) ont démontré le transfert nutritionnel direct de ces
substrats depuis les bactéries vers la crevette, en particulier de celles qui vivent dans la chambre branchiale,
ce qui pourrait représenter la principale source de nutrition pour la crevette (Ponsard et al., 2013). Des sources
nutritionnelles supplémentaires pourraient inclure I'ingestion des bactéries provenant de I'exuvie de crevette,
des activités de la microflore intestinale et des bactéries présentes sur les murs de la cheminée hydrothermale
ou vivent les crevettes (Corbari et al., 2008; Durand et al., 2010; Segonzac et al., 1993; Van Dover et al., 1988;
Zbinden et al., 2004)

Il existe des preuves récentes de la différenciation géographique des symbiontes ainsi qu’au cours du
cycle de vie sur différents compartiments de R. exoculata (Cowart et al., 2017; Durand et al., 2010; Le Bloa et
al., 2017; Petersen et al., 2009). De plus, la ségrégation sexuelle et par stade de vie des crevettes a été observée
le long des différents habitats de I'écosystéeme (Hernandez-Avila et al. in prep.). Ces observations soulévent
des questions sur la relation entre la ségrégation de I'habitat de I'hGte, la composition bactérienne symbiotique
et les fonctions putatives liées a la chimiosynthese tout au long du cycle de vie, ce qui a déja été exploré par
des analyses préliminaires (Hernandez-Avila et al., 2015). Il subsiste donc encore des inconnues dans la
compréhension du cycle de vie de R. exoculata, de sa biologie, de sa reproduction, de sa dispersion et au niveau
de ses bactéries symbiotiques.

De plus, il y a des questions similaires sur une autre
crevette hydrothermale, présente également sur les mémes sites,
Rimicaris chacei et sur le réle de ses communautés symbiotiques.
Cette derniere, autrefois nommée Chorocaris chacei
(Vereshchaka et al., 2015) vit en petits groupes d’individus autour
des agrégats denses de Rimicaris exoculata. Son céphalothorax
présente une hypertrophie nettement moins marquée mais celui-
ci héberge aussi des bactéries filamenteuses mais en moindre quantité au regard de Rimicaris exoculata
(Segonzac et al., 1993). Par contre, son estomac est moins réduit et elle semble avoir un régime alimentaire
mixte : symbiose et prédation. Aujourd’hui cette espece est moins étudiée car peu représentée sur les sites et
relativement difficile a prélever. Les différents compartiments comportant des bactéries associées (chambre
branchiale et tractus digestif) ont démontré une diversité bactérienne tres proche de celle de Rimicaris
exoculata (Apremont et al., in prep).

Le but de ce rapport est de décrire les échantillonnages et les différentes expérimentations menées en
laboratoire durant la campagne BICOSE2 concernant I'étude de la composition des bactéries symbiotiques de
R. exoculata et R. chacei et I'expression fonctionnelle.

Figure 4: schéma du systéme digestif

Figure 5: photo de R. chacei
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1.2 Fonctionnement des communautés symbiotiques chez la crevette hydrothermale
Rimicaris sp. par approches in situ

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, Ivan Hernandez-Avila, Marie-Anne Cambon-Bonavita.
Aide de Bruce Shillito et Louis Amand pour récupération des crevettes dans Periscop© et incubations dans
IPOCAMPO.

1.2.1 Objectifs

Chez Rimicaris exoculata, de nombreuses questions restent ouvertes sur le fonctionnement des bactéries
de la téte en fonction de la chimie présente dans son environnement proche, et le réle des communautés
microbiennes présentes dans le tractus digestif reste a élucider.

Jusqu'ici, les études réalisées au laboratoire ont permis d’obtenir des pistes et des réponses partielles grace
a des incubations a bord en aquariums pressurisés (Shillito et al., 2001) dans lesquels peuvent étre incubés nos
animaux modele avec différents types de substrats (sulfures, fer, méthane, hydrogéne, etc...), mimant les
conditions présentes au fond. Ainsi, certains métabolismes actifs ont pu étre mis en évidence par la présence
d’ARNm codant pour des enzymes impliquées dans des voies métaboliques précises (RT-PCR, Q-RT-PCR). Par
ailleurs, des résultats obtenus en métatranscriptomique suite a différents types d’incubations sur la mission
BICOSE1 sont en cours d’exploitation au laboratoire. Mais ces expériences n’activent que certaines voies
métaboliques, substrat par substrat. Elles ne permettent pas d’avoir une vue d’ensemble de ce qui est actif in
situ.

Au cours de ces études, les spécimens vivants ont été récoltés avec les aspirateurs a faune des sous-marins
Nautile ou ROV Victor 6000, remontés soit avec I’engin (bols de I'aspirateur), soit a I'aide d’un compensateur
de pression, PERISCOP® (Shillito et al., 2008). Malheureusement, ces techniques de récolte ne permettent pas
de préserver la totalité des ARNm présents dans I'organisme au moment de son prélevement, témoins de
signatures métaboliques actives. En effet, chez Escherichia coli par exemple, les ARNm ont une durée de vie
comprise entre 3 et 8 min. Or, entre le moment de prélevement des animaux in situ et leur récupération a
bord, il se passe souvent plusieurs heures, le temps de remontée dépendant de la profondeur et du type
d’engin sous-marin utilisé. Les animaux, soustraits a leurs conditions de vie naturelles, sont stressés durant la
remontée, ce qui entraine un biais di au remaniement transcriptomique d’adaptation a ces conditions de
stress. La perte de signal a été évaluée selon certaines études a environ 90%. Il est donc impossible d’avoir une
vision globale des métabolismes actifs chez les bactéries présentes sur des animaux ainsi conditionnés.
L’hybridation in situ, utilisée au laboratoire sur ’ARNr16S, plus stable, ne peut donc pas étre appliquée aux
ARNm. Or, cette utilisation sur ARNm permettrait d’identifier des microorganismes et d’inférer des
métabolismes par co-localisation.

Plusieurs équipes se sont déja penchées sur la réalisation de systémes de préléevement permettant la
fixation in situ de sédiments ou dans la colonne d’eau et ont démontré leur intérét (Edgcomb et al., 2016). Une
équipe américaine a développé un systeme, I'ISMASH, permettant la fixation in situ d’animaux, associée a leur
broyage (Sanders et al., 2013) mais leur systéme ne permet pas de prélever des animaux mobiles tels que les
crevettes.

Il est donc apparu intéressant d’associer un sujet de these sur le « Fonctionnement des communautés
symbiotiques chez la crevette hydrothermale Rimicaris sp. par approches in situ » au développement d’un
nouvel outil permettant de fixer les animaux mobiles in situ : FISH (Fixateur In-situ de Substrats Homogénéisés
- ANR Carnot DEEPECOS).

L' objectif porte sur I'analyse des métabolismes microbiens actifs (ARNm) chez Rimicaris exoculata dans son
environnement naturel, étudiés via des approches de métatranscriptomique et de RT-PCR, RT-Q-PCR. Ceci
permettra d’élucider le fonctionnement des communautés microbiennes et de mieux comprendre leur réle.
Sur le plan méthodologique, ce projet de thése permettra de valider un nouvel outil de collecte développé au
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laboratoire, couplant le préléevement de faune mobile et la fixation in situ des échantillons (boite FISH, projet
Carnot DEEPECOS). Ces objectifs se déclinent sous forme de 2 types d’expériences :

1.2.1.1 Etude du métatranscriptome a partir de prélevements avec la boite FISH vs des
remontées d’individus en PERISCOP vs des remontées d’individus avec |'aspirateur a
faune du Nautile

L’objectif principal est de valider le principe de la boite FISH qui permet de fixer les ARN au fond avec du
RNA later en comparant le métatranscriptome tel qu’exprimé au fond avec une fixation immédiate apres la
soustraction aux conditions de vie environnementales avec le métatranscriptome encore actif aprées le temps
de remontée (PERISCOP et bols aspirateur a faune) tant en termes de quantités d’ARNm que de leur qualité.
Cette expérience était a réaliser sur chacun des sites TAG et Snake Pit.

1.2.1.2 Comparaison du métatranscriptome tel qu’exprimé au fond dans les conditions
naturelles de vie avec les métatrancriptomes obtenus suite a des incubations en
IPOCAMP®O avec des substrats énergétiques fixés.

Lors de BICOSE1, des incubations dans IPOCAMP®© avaient déja été réalisées avec différentes sources
d’énergie permettant I'activation de voies métaboliques bactériennes spécifiques, substrat par substrat (H,
CH,4, soufre, fer). Mais les conditionnements n’avaient pas été prévus pour étudier I’ARN bien que les
échantillons aient servis a une étude en cours de traitement des données (post-doc Julie Réveillaud). C’'est
pourquoi il parait intéressant d’étudier a nouveau le métatranscriptome exprimé durant les incubations selon
la source d’énergie apportée (accepteur d’électron) en comparaison du métatranscriptome exprimé au fond
(conditionnements a partir des fixations avec la boite FISH) pour compléter les données de Julie Réveillaud
avec un conditionnement adéquat. Ces expériences d’incubations sont également prévues sur les 2 sites
d’étude de la mission : TAG et Snake Pit.

1.2.2 Matériel et méthodes

Concernant la manipulation de la boite FISH par le Nautile, cet aspect fait I'objet d’un chapitre technique a part
(cf. 2) au niveau des nouveaux outils testés sur cette mission.

1.2.2.1 Prélevements avec la bofte FISH vs des remontées d’individus en PERISCOP vs des
remontées d’individus avec 'aspirateur a faune du Nautile

Des individus provenant de la méme zone d’échantillonnage sont prélevés soit au moyen de la boite FISH suivi
de I'injection de RNA later, ce qui tue les crevettes immédiatement et fixe les ARN directement au fond, soit
avec la Periscopette© avec des individus maintenus sous pression dans PERISCOP® jusqu’a la remontée a bord
du navire, soit avec I'aspirateur a faune du Nautile.

© Ifremer

Figure 6 : différents types de remontée : a) boite FISH, b) PERISCOP, c) bol de I’aspirateur a faune
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Afin de pooler les tubes digestifs et les estomacs par 5 individus de fagon a avoir plus de matériel génétique
extrait, et de facon a avoir suffisamment de réplicat d’expérience, 30 individus par condition de prélevement
et par site (TAG et Snake Pit) devaient étre sélectionnés. Avec des petits individus, une seule boite FISH suffisait
tandis que pour des gros individus, il fallait prévoir 2 envois de boite FISH, le bol permettant de recueillir une
vingtaine d’individus.

A leur remontée, tous les individus étaient transférés dans du RNA later, puis disséqués stérilement dans du
RNA later sur glace. Les différentes pieces anatomiques de la crevette étaient ensuite conditionnées soit dans
du Trizol soit dans du RNA later en cryotubes: branchiostégitel + scaphognathitel + exopoditel,
branchiostégite2 + scaphognathite2 + exopodite2, estomacs poolés par 5, tubes digestifs poolés par 5, ceufs
pour femelles gravides. Le muscle était congelé a -80°C et le reste de la crevette conservé en tube Eppendorf
5 ml a sec a-80°C.

1.2.2.2 Incubations en IPOCAMP®© avec différentes sources d’énergie.

Les spécimens vivants sont récoltés avec l'aspirateur a faune du Nautile connecté a la Periscopette© et
remontés a la pression du fond a I'intérieur de Periscop®©.

Deux incubations différentes d’'une durée de 18h a 350 bars a 10°C en IPOCAMP® sont nécessaires sur chacun
des sites pour assurer la totalité des conditions prévues.

Les crevettes les plus vivaces sont sélectionnées a la sortie de PERISCOP®©. Puis 3 crevettes par condition sont
insérées individuellement dans des pots Nalgéne de 1 L a col étroit remplis d’eau de mer et complété par les
différents substrats préparés (volume total de 1120 ml) : chlorure de fer 100 uM ou thiosulfate 100 uM +
soufre colloidal ou, méthane ou hydrogéne flushés dans les flacons a travers des septums et stabilisés durant
48h avant I'incubation. Du bicarbonate de sodium (750 mM final) a été ajouté comme source de carbone pour
les bactéries symbiotiques.

sw sulfures fer méthane
= [ e ey = e ===
Swi,12L Swi,12L SW1,12L SWi1,12L SwWi,12L
Bicarbonate: 0,84 g Sulfures = soufre colloidal 1,12 ml + H, bullé et stabilisé 48h Meéthane bullé et stabilisé 48h
thiosulfate 1,12 ml a 100 mM (100 Bicarbonate: 0,84 g Bicarbonate: 0,84 g Bicarbonate: 0,84 g

uM)
Bicarbonate: 0,84 ¢

Figure 7 : schéma d'incubation des différents pots pour la métatranscriptomique

Au bout de 18h d’incubation, les spécimens sont transférés dans du RNA later, puis disséqués
stérilement dans du RNA later sur glace. Les différentes pieces anatomiques de la crevette sont ensuite
conditionnées dans du Trizol en cryotubes: branchiostégitel + scaphognathitel + exopoditel,
branchiostégite2 + scaphognathite2 + exopodite2, estomac, tube digestif. Le muscle est congelé a -80°C et le
reste de la crevette conservé en tube Eppendorf 5 ml a sec a -80°C.

Les conditions d’expérimentation ne permettaient pas de pooler plusieurs estomacs et plusieurs tubes
digestifs ensemble. Seul un triplicata d’expérience a pu étre réalisé avec 3 crevettes par type d’incubation.

Lorsque cela a été possible, les extractions d’ARN au Trizol / chloroforme ont été réalisées directement a
bord.
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1.2.3
1231

Expériences réalisées

Prélevements avec la boite FISH vs des remontées d’individus en PERISCOP vs des
remontées d’individus avec 'aspirateur a faune du Nautile

Sur le site TAG, en raison de problémes de fonctionnement de la bofte FISH au fond, la 1" tentative a
échoué, les bouteilles de fixateur ont été injectées avant de pouvoir fermer la boite. Lors de la 2" tentative,
il y avait beaucoup trop de crevettes dans le bol et le fixateur ne les a pas fixées correctement, cela s’observait
a la consistance des tissus. 20 crevettes ont néanmoins été tout de méme conditionnées. En raison de la météo
défaillante, il n’a pas été possible de revenir sur ce site pour une 3™ tentative.

les agrégats des Ruches ou il y avait trés peu de femelles gravides et ou

C’est pourquoi il a été effectué 2 prélevements différents sur le site Snake Pit : 1 de 30 crevettes dans

de 15 crevettes (+ 5 conditionnées en entier) sur Elan ol les crevettes étaient tres grosses.

es crevettes étaient tres petites et 1

Plongée Date, site station in,st\rument nbre Type échantillon Manip
plongée prélévement
PLO1 04/02/2018|TAG Active Mount [ASPI5 12[R. exoculata adulte femelle gravide métatranscriptomique ASPI
PLO1 04/02/2018|TAG Active Mount [ASPI5 14[R. exoculata adulte femelle métatranscriptomique ASPI
PLO1 04/02/2018|TAG Active Mount [ASPI5 4[R. exoculata adulte male métatranscriptomique ASPI
PLO1 04/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 10[R. exoculata adulte femelle gravide métatranscriptomique Periscop
PLO2 05/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 10[R. exoculata adulte femelle gravide métatranscriptomique Periscop
PLO4 09/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 10[R. exoculata adulte femelle gravide métatranscriptomique Periscop
PL10 17/02/2018|TAG Active Mount [FISH1 16[R. exoculata adulte femelle gravide métatranscriptomique FISH fixé non
PL10 17/02/2018|TAG Active Mount |FISH1 4|R. exoculata adulte femelle métatranscriptomique FISH correctement
PL13 20/02/2018[Snake Pit  |Ruches FISH 30|R. exoculata adulte femelle petite métatranscriptomique FISH
PL14 23/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 29(R. exoculata adulte femelle métatranscriptomique Periscop
PL14 23/02/2018[Snake Pit  |Ruches PERISCOP 1[R. exoculata adulte male métatranscriptomique Periscop
PL16 26/02/2018|Snake Pit  |Elan ASPI4 22(R. exoculata adulte femelle gravide métatranscriptomique ASPI
PL16 26/02/2018|Snake Pit  |Elan ASPI4 8|8 R. exoculata adulte femelle métatranscriptomique ASPI
PL18 02/03/2018[Snake Pit  [Elan FISH2 15|R. exoculata adulte non sexé métatranscriptomique FISH
PL18 02/03/2018|Snake Pit  |Elan FISH2 5|R. exoculata adulte non sexée, entiére |[métatranscriptomique FISH
PL18 02/03/2018[Snake Pit  [Elan FISH2 7|R. exoculata juvéniles, entiére métatranscriptomique FISH

Sur Snake Pit, les prélevements avec 'aspirateur a faune proviennent également d’Elan alors que les
prélevements avec PERISCOP© proviennent des ruches, c’est-a-dire au niveau des petites crevettes.

Méme si le plan expérimental de départ montre une faiblesse car il n'y a pas d’échantillonnage correct
avec la bofte FISH sur le site TAG, le fait d’avoir 2 échantillonnages différents de 2 endroits différents sur Snake
Pit avec des analyses de chimie associée a ces sites permet de mettre en ceuvre les expériences prévues.

1.2.3.2

Incubations en IPOCAMP®© avec différentes sources d’énergie.

Les expériences prévues ont pu étre mises en ceuvre sans problémes. Lors des incubations avec
hydrogene, les crevettes étaient mortes a la sortie d'IPOCAMP©.

Plongée Date’ site station in’st\rument nbre Type échantillon Manip
plongée prélevement

PLO9 16/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h SW Trizol

PLO9 16/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h sulfures Trizol

PLO9 16/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h fer Trizol

PL11 18/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h méthane Trizol

PL11 18/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h H2 Trizol

PL14 23/02/2018|Snake Pit  [Ruches PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h SW Trizol

PL14 23/02/2018|Snake Pit  [Ruches PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h sulfures Trizol

PL14 23/02/2018|Snake Pit  [Ruches PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h fer Trizol

PL14 23/02/2018|Snake Pit  [Ruches PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h méthane Trizol

PL14 23/02/2018|Snake Pit Ruches PERISCOP 3|R. exoculata adulte non sexé IPO 18h H2 Trizol
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1.2.33 Extractions d’ARN.

Quelques extractions d’ARN au Trizol© / chloroforme associées a une lyse mécanique ont également
pu étre menées a bord durant la mission. Les culots d’ARN étaient visibles et les ARN extraits stockés par la
suite a -80°C. La suite se fera dés le retour des échantillons au laboratoire 15 jours apreés la fin de la mission.

e Extraction de 24 ARN congelés a -80°C en Trizol le 04/02 au soir

BIC2-PLO1-Rimil1-LB1+S5C+exol

BIC2-PLO1-Rimil1-5-TD

BIC2-PLO1-Rimil-5-EST

BIC2-PLO1-Rimi6-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimi6-10-TD

BIC2-PLO1-Rimi6-10-EST

BIC2-PLO1-Rimil7-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimil7-21-TD

BIC2-PLO1-Rimil7-21-EST

BIC2-PLO1-Rimi22-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimi22-26-TD

BIC2-PLO1-Rimi22-26-EST

BIC2-PLO1-Rimi27-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimi27-31-TD

BIC2-PLO1-Rimi27-31-EST

BIC2-PLO1-Rimi32-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimi32-36-TD

BIC2-PLO1-Rimi32-36-EST

BIC2-PLO1-Rimi37-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimi37-41-TD

BIC2-PLO1-Rimi37-41-EST

BIC2-PLO1-Rimi42-LB1+SC+exol

BIC2-PLO1-Rimi42-46-TD

BIC2-PLO1-Rimi42-46-EST

Les analyses seront réalisées en collaboration avec Johanne Aube (Ifremer, REM/EEP/LMEE), et Julie
Réveillaud (INRA Montpellier).

1.3 Fonctionnement des communautés symbiotiques chez la crevette hydrothermale

Rimicaris sp. : mise au point de FISH (hybridation in situ fluorescente) sur ARNm

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, Ivan Hernandez-Avila, Marie-Anne Cambon-Bonavita.

1.3.1 Objectifs

Le développement de la boite FISH permettra aussi de développer de nouvelles approches de microscopie
pour le laboratoire, associant I'identification des microorganismes présents avec le métabolisme inféré : la
technique du FISH sur ARNm. Chez Rimicaris exoculata, les génes transcrits cibles seront associés au
métabolisme du méthane ou du soufre tels que pmoA ou soxB.

Les crevettes seront, de la méme facon, fixées au fond grace a leur préléevement dans la boite mais un
fixateur différent, du formaldéhyde a 5%, qualité microscopie (formaldéhyde 10% méthanol free, Polysciences)
sera injecté, plus adéquat pour la fixation pour le FISH.

1.3.2 Matériel et méthodes

Des crevettes adultes provenant de la méme zone d’échantillonnage sont prélevées au moyen de la boite
FISH suivi de I'injection de formaldéhyde, ce qui tue les crevettes immédiatement et fixe les ARN directement
au fond.

Environ 30 individus par condition de préléevement et par site (TAG et Snake Pit) sont sélectionnés. Avec
des petits individus, une seule boite FISH suffit tandis que pour des gros individus, il faut prévoir 2 envois de
boite FISH, le bol permettant de recueillir une vingtaine d’individus.

La fixation étant d’une durée de 3h, dés I'arrivée a bord, les crevettes sont directement transférées
dans de I'eau de mer stérile pour rincer les tissus puis disséquées dans de I'eau de mer pour un 2™ rincage. Les
pieces anatomiques disséquées (branchiostégitel, scaphognathitel + exopoditel, branchiostégite2,
scaphognathite2 + exopodite2, estomac, tube digestif, ceufs pour femelles gravides) sont transférées dans des
cryotubes contenant du PBS1X puis celui-ci est remplacé par un mélange PBS2X/éthanol 50 :50 pour un
stockage a -20°C. Le muscle est congelé a -80°C et le reste de la crevette conservé en tube Eppendorf 5 ml a
sec a -80°C.
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1.3.3 Expériences réalisées
Plongée Date . site station ins'tr‘ument nbre | Type échantillon Manip
plongée prélévement

PLO5 10/02/2018 | TAG Active Mount FISH 7 R. exoculata adulte femelle gravide FISH ARNm
PLO5 10/02/2018 | TAG Active Mount | FISH 8 R. exoculata adulte femelle FISH ARNm
PL15 24/02/2018 | Snake Pit Ruches FISH2 29 R. exoculata adulte femelle FISH ARNm
PL15 24/02/2018 | Snake Pit Ruches FISH2 1 R. exoculata adulte male FISH ARNm
PL18 02/03/2018 | Snake Pit | Elan FISH1 2 R. exoculata adulte femelle gravide FISH ARNm
PL18 02/03/2018 | Snake Pit Elan FISH1 12 R. exoculata adulte femelle FISH ARNm
PL18 02/03/2018 | Snake Pit Elan FISH1 1 R. exoculata adulte méle FISH ARNm
PL18 02/03/2018 | Snake Pit | Elan FISH1 3 R. chacei adulte femelle FISH ARNm

Sur le site TAG, en raison de la météo défaillante, seules 15 crevettes ont été conditionnées, il n’a pas
été possible d’envoyer la boite FISH avec du formaldéhyde une 2" fois.

C'est pourquoi il a été effectué 2 prélévements différents sur le site Snake Pit : 1 de 30 crevettes dans
les agrégats des Ruches ou nous n’avons pas recueilli de femelles gravides et ou les crevettes étaient trés
petites et 1 de 14 crevettes Rimicaris exoculata sur Elan ou les crevettes étaient trés grosses et 3 Rimicaris
chacei.

1.4  Transfert de substrat marqué en **C chez Rimicaris exoculata et Rimicaris chacei a
différents stades de vie

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, Marie-Anne Cambon-Bonavita

Aide de Bruce Shillito et Louis Amand pour récupération des crevettes dans Periscop© et incubations dans
IPOCAMP®O©

Aide de Pierre Methou pour identifier les stades de juvéniles et des ceufs.

1.4.1 Objectif

Tout comme cela avait été fait lors de la mission MomarDream-Naut en 2007 sur le site Rainbow et lors de
la mission BICOSE1 sur des Rimicaris exoculata adultes, I'objectif est de compléter la mission BICOSE1 en
étudiant le transfert vers les tissus de la crevette (ou de ses ceufs) de bicarbonate marqué NaH*COs aprés un
passage par les bactéries symbiontes. Ces incorporations sont effectuées en aquariums pressurisés IPOCAMPO
avec différentes sources d’énergie (eau de mer seule ; fer Il, sulfures, méthane et hydrogene), sur les 2 sites
d’étude TAG et Snake Pit sur les 2 especes de crevettes a différents stades de vie :

e Rimicaris exoculata gravides pour voir ce qui se passe au niveau des ceufs,

e Rimicaris exoculata juvéniles trouvées au sein des agrégats, étude de 2 stades différents,

e  Rimicaris chacei adultes,

e Rimicaris chacei juvéniles (bébés des nurseries).

1.4.2 Matériel et méthodes

Les spécimens vivants sont récoltés avec |'aspirateur a faune du Nautile connecté a la Periscopette© et
remontés a la pression du fond a I'intérieur de Periscop®©.

Deux incubations différentes d’'une durée de 9h a 350 bars a 10°C en IPOCAMP®© sont nécessaires sur chacun
des sites pour assurer la totalité des conditions prévues.

Les crevettes les plus vivaces sont sélectionnées a la sortie de PERISCOP®© puis sont insérées dans des pots
Nalgene de 500 ml a col étroit remplis d’eau de mer et complété par les différents substrats préparés (volume
total de 650 ml) : chlorure de fer 100 uM ou thiosulfate 100 uM + soufre colloidal ou, méthane ou hydrogéne
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flushés dans les flacons a travers des septums et stabilisés durant 48h avant l'incubation. La source
radiomarquée (bicarbonate marqué en C) est ensuite ajoutée a raison de 0.5 mCi par pot soit 0.77 mCi/L final
ou 15 uM final.

Les pots sont alors recomprimés a la pression du fond le plus rapidement possible dans IPOCAMPO©.

R.exoculata  R.exoculata
gravide + juvéniles
juvéniles nurserie 2 stades =
SW 650 ml
Bicarbonateen *4C : 1 ml

R. chacei R. chacei

SW 650 ml
Bicarbonate en **C : 1 ml

sulfures

R.exoculata  R.exoculata

gravide + juvéniles
juvéniles nurserie 2 stades #

SW 650 ml

Sulfures = soufre colloidal 0,65 ml

+ thiosulfate 0,65 ml 8 100 mM
(100 pM)
Bicarbonate en *C : 1 ml

sulfures

R. chacei R. chacei

SW 650 ml
Sulfures = soufre colloidal 0,65 ml
+ thiosulfate 0,65 ml 4 100 mM

fer

R.exoculata  R.exoculata
gravide + juvéniles
juvéniles nurserie 2 stades =

SW 650 ml

Bicarbonate en *C : 1 ml

R. chacei R. chacei

SW 650 mi

Bicarbonateen *C : 1 ml

R. exoculata R. exoculata
gravide + juvéniles
juvéniles nurserie 2 stades =
SW 650 ml
H, bullé et stabilisé 48h
Bicarbonate en *C : 1 ml

R. chacei R. chacei

SW 650 ml
H, bullé et stabilisé 48h
Bicarbonate en **C : 1 ml

méthane

R.exoculata  R.exoculata
gravide + juvéniles

juvéniles nurserie 2 stades #

SW 650 ml
Méthane bullé et stabilisé 48h
Bicarbonate en *C : 1 ml

méthane

R. chacei R. chacei

SW 650 ml
Méthane bullé et stabilisé 48h
Bicarbonate en **C : 1 ml

(100 pM)
Bicarbonate en C : 1 ml

Figure 8 : schéma d'incubation des différents pots pour I'incorporation de bicarbonate radiomarqué en 4C

Au bout de 9h d’incubation, les spécimens sont rincés successivement 5 min puis 2 fois 15 min dans 50 ml
d’eau de mer stérile. Un aliquote du 1°" ringage est conservé et les crevettes sont ensuite conditionnées selon
les différents types d’analyses prévues :

1421 Juvéniles

Ne pas disséquer, les conditionner entiers pour dissection fine en laboratoire

e La moitié des individus en fixation glutaraldéhyde 2,5% SW7/10 (4 a 16 h) + rincage NaNs au bout de

15h,
e |’autre moitié pour congélation en cryotubes a -80°C pour dosage de la radioactivité au scintillateur
1422 Rimicaris exoculata ovigere

(Eufs : séparer en 2 parties :

e Une partie pour fixation glutaraldéhyde 2,5% SW7/10 (4 a 16 h) + rincage NaNs au bout de 15h,

e L’autre partie pour congélation en cryotubes a -80°C pour dosage de la radioactivité au scintillateur
(1 tube)

Meére porteuse : congélation en Falcon 50 ml a -80°C
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Crevette 1 : dissection
¢ Fixation glutaraldéhyde 2,5% SW7/10 (4 a 16 h) + rincage NaNs au bout de 15h :

Branchiostégite 1,

Rimicaris chacei adulte

scaphognathite 1, branchie 1, tube digestif partiel

(mésentéron),

d’hépatopancréas, une partie du muscle de I'abdomen + partie ceufs éventuellement
e Congélation en cryotubes a -80°C pour dosage de la radioactivité au scintillateur :

Branchiostégite 2, scaphognathite 2, branchie 2, reste tube digestif, estomac, reste hépatopancréas, reste muscle

Crevette 2 :

abdomen + partie ceufs pour femelles gravides
e Reste crevette = en tube Eppendorf 5 ml, congélation -80°C

143

Sur le site de TAG, tous les échantillonnages prévus ont pu étre réalisés alors que sur Snake Pit, seules les
Rimicaris exoculata ovigeres, 1 stade de juvéniles dans les essaims d’adultes et 7 Rimicaris chacei (sur les 10

Expériences réalisées

congelée entiére a -80°C en Falcon 50 ml|

prévues) ont pu étre incubés avec du substrat radiomarqué.

plongée |date site mont prélévement |spécimens incubation

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 1 Rimicaris exoculata adulte femelle gravide |IPO 9h 14C SW

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 4 Rimicaris. sp. juvénile nurserie IPO 9h 14C SW

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C SW

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata subadulte D IPO 9h 14C SW

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 1Rimicaris exoculata adulte femelle gravide [IPO 9h 14C sulfures
PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 4 Rimicaris. sp. juvénile nurserie IPO 9h 14C sulfures
PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C sulfures
PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 2 Rimicaris exoculata subadulte D IPO 9h 14C sulfures
PLOS 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 1 Rimicaris exoculata adulte femelle gravide |IPO 9h 14C fer

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 4 Rimicaris. sp. juvénile nurserie IPO 9h 14C fer

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C fer

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata subadulte D IPO 9h 14C fer

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 1 Rimicaris exoculata adulte femelle gravide |IPO 9h 14C H2

PLOS 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 4 Rimicaris. sp. juvénile nurserie IPO 9h 14C H2

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C H2

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata subadulte D IPO 9h 14C H2

PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 1Rimicaris exoculata adulte femelle gravide [IPO 9h 14C méthane
PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 4 Rimicaris. sp. juvénile nurserie IPO 9h 14C méthane
PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C méthane
PLO5 10/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 2 Rimicaris exoculata subadulte D IPO 9h 14C méthane
PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 1 Rimicaris chacei adulte gravide IPO 9h 14C SW

PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 1 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C SW

PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 1 Rimicaris chacei adulte gravide IPO 9h 14C sulfures
PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 1 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C sulfures
PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C fer

PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount |PERISCOP 2 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C méthane
PLO8 15/02/2018|TAG Active Mount [PERISCOP 2 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C H2

PL17 01/03/2018|Snake Pit |Elan PERISCOP 1 Rimicaris exoculata adulte femelle gravide [IPO 9h 14C SW

PL17 01/03/2018|Snake Pit [Elan PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C SW

PL17 01/03/2018|Snake Pit |Elan PERISCOP 1Rimicaris exoculata adulte femelle gravide [IPO 9h 14C sulfures
PL17 01/03/2018|Snake Pit [Elan PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C sulfures
PL17 01/03/2018|Snake Pit [Elan PERISCOP 1Rimicaris exoculata adulte femelle gravide |IPO 9h 14C fer

PL17 01/03/2018|Snake Pit |Elan PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C fer

PL17 01/03/2018|Snake Pit [Elan PERISCOP 1 Rimicaris exoculata adulte femelle gravide [IPO 9h 14C méthane
PL17 01/03/2018(Snake Pit |Elan PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C méthane
PL17 01/03/2018|Snake Pit |Elan PERISCOP 1 Rimicaris exoculata adulte femelle gravide [IPO 9h 14C H2

PL17 01/03/2018|Snake Pit [Elan PERISCOP 2 Rimicaris exoculata juvénile stade B IPO 9h 14C H2

PL20 04/03/2018(Snake Pit [Elan PERISCOP 2 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C SW

PL20 04/03/2018|Snake Pit |Elan PERISCOP 2 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C sulfures
PL20 04/03/2018|Snake Pit [Elan PERISCOP 2 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C fer

PL20 04/03/2018(Snake Pit [Elan PERISCOP 1 Rimicaris chacei adulte IPO 9h 14C H2
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Méme si tous les stades de vie chez R. exoculata ni les incubations en H, chez R. chacei n’ont pas pu étre
réalisés sur Snake Pit, les objectifs majeurs ont été atteints.

1.4.4 Dépouillement a terre

Le laboratoire LM2E est équipé pour faire les dosages au scintillateur. Il reste un microscope a acquérir pour
réaliser les microautoradiographies. Ces analyses seront réalisées en collaboration avec Lucile Durand (Ifremer,
REM/EEP/LMEE), Florence Pradillon et Pierre Methou (Ifremer, REM/EEP/LEP) et Magali Zbinden (UPMC,
BOREA AMEX)

1.5 Comparaison de la diversité des symbiontes des males Rimicaris exoculata situés en
périphérie des sites vs celle des males au sein des agrégats denses vs celle des
femelles au sein des agrégats

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, Ivan Hernandez-Avila, Marie-Anne Cambon-Bonavita.

Aide de Bruce Shillito et Louis Amand pour récupération des crevettes dans Periscop©.

151 Objectifs

Lors de la campagne BICOSE1 ol nous avons récoltés pour la premiere fois plein de crevettes femelles ovigeres,
nous nous sommes rendus compte que les males étaient situés essentiellement a la périphérie des sites actifs,
et donc non exposés a la méme chimie que les femelles ovigéres (Hernandez-Avila, in prep). C'est pourquoi
nous voulons comparer la diversité des bactéries présentes entre des males de la périphérie, des males
mélangés dans les agrégats denses avec les femelles et des femelles par des nouveaux échantillonnages sur
chacun des sites TAG et Snake Pit.

Les échantillons récoltés seront ensuite analysés par metabarcoding et par microscopie fluorescente in situ.

1.5.2 Matériel et méthodes

Des crevettes adultes provenant des différentes zones d’échantillonnage définies avec des analyses de
chimie associées sont prélevées soit au moyen de la Periscopette© avec des individus maintenus sous pression
dans PERISCOP® jusqu’a la remontée a bord du navire, soit avec I'aspirateur a faune du Nautile.

A la remontée, les individus sont sexés puis disséqués stérilement sous hotte a flux laminaire. Les pieces
anatomiques (branchiostégitel, scaphognathitel + exopoditel, branchiostégite2, scaphognathite2 +
exopodite2, estomac, tube digestif, muscle, ceufs pour femelles gravides) sont conditionnées de différentes
facons selon les expérimentations prévues derriere :

e Aseca-80°C pour le metabarcoding

e Fixation de 3h dans formaldéhyde 3% puis rincages et stockage dans mélange PBS2X/éthanol 50 :50
a-20°C pour le FISH

e Fixation de 15h dans glutaraldéhyde 2.5% puis stockage a 4°C dans azide de sodium pour
microscopie électroniqgue MEB/MET

e Dans RNA later a -80°C pour études sur ARN

e Aseca-80°C pour les muscles pour analyses isotopiques

Sur chacun des sites, 10 crevettes de chaque type sont conditionnées selon le schéma suivant :
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Crevette 6

Crevette 7 Crevette 8 Crevette 9 Crevette 10

Figure 9 : schéma de dissections des individus par lot de 10

1.5.3 Expériences réalisées

Les échantillonnages réalisés ont permis de remplir les objectifs fixés avec 10 individus de chaque type sur
chacun des sites TAG et Snake Pit.

Date instrument
Plongée . site station préléveme |nbre Type échantillon Manip
plongée nt
PLO2 05/02/2018|TAG Active Mount marqueurl [ASPI1 10|R. exoculata adulte male agrégat males agrégats
PLO6 13/02/2018|TAG Active Mount marqueurl [PERISCOP 2|R. exoculata adulte femelle agrégat gravide [femelles agrégats
PLO6 13/02/2018|TAG Active Mount marqueurl [PERISCOP 8|R. exoculata adulte femelle agrégat femelles agrégats
PLO9 16/02/2018|TAG Active Mount marqueurl [ASPI3 10[R. exoculata adulte male périphérie males périphérie
PL13 20/02/2018|Snake Pit |Ruches ASPI5 10[R. exoculata adulte femelle agrégat femelles agrégats
PL13 20/02/2018|Snake Pit |Ruches ASPI5 5[R. exoculata adulte male agrégat males agrégats
PL14 23/02/2018|Snake Pit |Ruches PERISCOP 2|R. exoculata adulte male agrégat males agrégats
PL14 23/02/2018|Snake Pit |Elan ASPI2 9[R. exoculata adulte male périphérie males périphérie
PL15 24/02/2018|Snake Pit [Cornet de glace ASPI3 3|R. exoculata adulte male agrégat males agrégats
PL15 24/02/2018|Snake Pit |arriére des Ruches ASPI5 1|R. exoculata adulte male périphérie males périphérie
1.5.4 Dépouillement a terre

Les extractions d’ADN seront réalisées dés le retour des échantillons au laboratoire LM2E. Les expériences
complémentaires aux travaux déja engagés par Ivan Hernandez-Avila, Simon Le Bloa et Valérie Cueff-Gauchard
seront menées avec I'aide de Johanne Aube et Lucile Durand (Ifremer, REM/EEP/LMEE).

1.6  Toxicité du cuivre et du zinc chez Rimicaris exoculata

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, Ivan Hernandez-Avila, Magali Zbinden, Julia Machon, Bruce
Shillito.
Aide de Louis Amand pour récupération des crevettes dans Periscop© et incubations dans IPOCAMP®©.

1.6.1 Objectifs

Lors de la campagne BICOSE1, une expérience avait été menée sur Rimicaris exoculata sur le site TAG pour
mesurer I'écotoxicité chez la crevette du sulfate de cuivre a différentes concentrations : 0.4 uM et 4 uM a
partir d’incubations en IPOCAMP®©. Suite aux remarques des reviewvers de I'article paru (Auguste et al., 2016),
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il est apparu intéressant de refaire I'expérience avec de plus fortes doses de sulfate de cuivre, mais aussi avec
du sulfate de zinc ou en couplant les 2 substrats sur le site Snake Pit.

Les données obtenues en métatranscriptomique sur les symbiontes associés a I’hote lors de la 1% expérience
sont en cours d’analyse.

1.6.2 Matériel et méthodes

Les spécimens vivants sont récoltés avec |'aspirateur a faune du Nautile connecté a la Periscopette© et
remontés a la pression du fond a I'intérieur de Periscop®©.

Deux incubations différentes d’une durée de 72h a 350 bars a 10°C en IPOCAMP®© sont nécessaires pour
assurer la totalité des conditions prévues.

Les crevettes les plus vivaces sont sélectionnées a la sortie de PERISCOPO et mises en attente dans
BALISTO quelques heures a 10°C et 350 bars. Puis 6 crevettes par condition sont introduites dans des topettes
Nalgéne de 3.8 L remplies d’eau de mer et complétées par les différents substrats préparés :

e (CuS04 40 pM : 3.8 ml d’une solution mére a 40 mM

e (CuS04 100 uM : 9.5 ml d’'une solution mére a 40 mM

e ZnSO4 100 uM : 7.6 ml d’une solution mere a 50 mM

e CuS0O4 40 uM +ZnSO4 100 puM : 3.8 ml de CuSO4 40 mM + 7.6 ml d’une solution meére a 50 mM

L'IPOCAMPO est dépressurisé et ouvert toutes les 12h afin de renouveler le milieu d’incubation afin

de renouveler la teneur en oxygene.

Crevette 1a 6 Crevette 7a 12 Crevette 13318
Sulfate de cuivre 40 uM
topette 3,8L
Eau de mer filtrée Eau de mer filtrée + 3,8 ml Eau de mer filtrée + 9,5 ml
de sulfate de cuivre 40 mM de sulfate de cuivre 40 mM

Crevette 19 a 24 Crevette 25 a 30 Crevette 31236
Sulfate de zinc 100 pM Sulfate de cuivre 40 uM + sulfate de zinc 100 uM
topette 3,8L topette 3,8L
Eau de mer filtrée Eau de mer filtrée + 7,6 ml Eau de mer filtrée + 9,5 ml de sulfate de cuivre 40 mM +
de sulfate de zinc 50 mM 7,6 ml de sulfate de zinc 50 mM

Figure 10 : schéma d'incubation des différents pots pour la toxicité cuivre et zinc
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Les crevettes qui meurent sont disséquées au fur et a mesure stérilement jusqu’a la durée maximale
de 72h d’incubation. Au préalable, les crevettes sont sexées et mesurées.

Au niveau des piéces anatomiques disséquées, une partie est dédiée aux études d’écotoxicité, ils sont
donc congelés a sec dans de I'azote liquide avant d’étre transférés a -80°C (Branchies 1, Branchies 2, %
hépatopancréas, ¥: hépatopancréas, % muscle, %2 muscle). L’autre partie des pieces anatomiques est dédiée
aux études des symbiontes pour divers types d’expériences (métatranscriptomique, diversité ADN, FISH,
MEB/MET) : branchiostégitel, scaphognathitel + exopoditel, branchiostégite2, scaphognathite2 +
exopodite2, estomac, tube digestif en respectant le schéma ci-dessous :

Crevette 1 Crevette 2 Crevette 3 Crevette 4 Crevette 5 Crevette 6

Figure 11 : schéma de dissections des individus par lot de 6

1.6.3 Expériences réalisées

Les échantillonnages réalisés ont permis de remplir les objectifs fixés avec 36 individus incubés dans 5
conditions différentes avec 1 témoin eau de mer pour chacune des 2 séries d’expérience.

Plongée Date, site station |n'st\rument nbre Type échantillon Manip mortalité
plongée prélévement

PL13 20/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 6|R. exoculata adulte agrégat écotox SW OK 72h
PL13 20/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 6|R. exoculata adulte agrégat écotox ZnSO4 100 uM OK 72h
PL13 20/02/2018|Snake Pit |Ruches PERISCOP 4|R. exoculata adulte agrégat écotox ZnSO4 100 pM + CuS04 40 uM  [morte a 24h
PL13 20/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 2|R. exoculata adulte agrégat écotox ZnSO4 100 pM + CuS04 40 uM [morte a 36h
PL15 24/02/2018[Snake Pit  |Ruches PERISCOP 6|R. exoculata adulte agrégat écotox SW 0K 72h
PL15 24/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 3|R. exoculata adulte agrégat écotox CuS04 40 uM morte a 24h
PL15 24/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 1[R. exoculata adulte agrégat écotox CuS04 40 uM morte a 36h
PL15 24/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 2|R. exoculata adulte agrégat écotox CuS0O4 40 uM morte a 48h
PL15 24/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 4|R. exoculata adulte agrégat écotox CuSO4 100 uM morte a 12h
PL15 24/02/2018|Snake Pit  |Ruches PERISCOP 2|R. exoculata adulte agrégat écotox CuSO4 100 uM morte a 24h

1.7  Conditionnement de divers types de crevettes pour assurer des stocks au laboratoire

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, Ivan Hernandez-Avila, Marie-Anne Cambon-Bonavita.
Aide de Bruce Shillito et Louis Amand pour récupération des crevettes dans Periscop©

1.7.1 Objectifs

En fonction des expériences a mener au laboratoire, des stocks de crevettes diverses sont importants a
assurer pour notamment des mises au point de protocoles. Ces crevettes comme des spécimens de Rimicaris
chacei ou autres peuvent étre directement disséquées et conditionnées selon différents protocoles ou
congelées entieres a -80°C pour des dissections ultérieures au laboratoire.
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1.7.2 Matériel et méthodes

Des crevettes adultes provenant des différentes zones d’échantillonnage sont prélevées soit au moyen
de la Periscopette© avec des individus maintenus sous pression dans PERISCOP®© jusqu’a la remontée a bord
du navire, soit avec I'aspirateur a faune du Nautile.

Les crevettes non utilisées rapidement par les autres scientifiques sont congelées entieres sur des plateaux a
-80°C puis transférées en sachets de congélation et triées par type de crevettes.

La partie « cycle de vie chez Rimicaris exoculata » a été traitée en majeure partie par Pierre Methou
au niveau des individus disséqués (Rimicaris exoculata : femelles gravides, juvéniles de la nurserie et autres
juvéniles). C'est pourquoi au niveau des dissections, il s’agissait de se focaliser sur d’autres espéces de
crevettes telles que :

e Chorocaris chacei, gravides si possibles
e Alvinocaris markensis
e Mirocaris fortunuta

A la remontée, les individus sont sexés puis disséqués stérilement sous hotte a flux laminaire. Les pieces
anatomiques (branchiostégitel, scaphognathitel + exopoditel, branchiostégite2, scaphognathite2 +
exopodite2, estomac, tube digestif, muscle, ceufs pour femelles gravides) sont conditionnées de différentes
facons selon les expérimentations prévues en laboratoire :

e Aseca-80°C pour le metabarcoding

e  Fixation de 3h dans formaldéhyde 3% puis ringages et stockage dans mélange PBS2X/éthanol 50 :50
a -20°C pour le FISH

e Fixation de 15h dans glutaraldéhyde 2.5% puis stockage a 4°C dans azide de sodium pour
microscopie électronique MEB/MET

Selon le nombre d’individus, il faut essayer de respecter le schéma suivant :

Crevette 1 Crevette 2 Crevette 3 Crevette 4 Crevette 5 Crevette 6

Figure 12 : schéma de dissections des crevettes "autres"

1.7.3 Stocks réalisés

Les stocks de crevettes entieres ont été essentiellement réalisés sur le site TAG car beaucoup
d’échantillonnages sur le site Snake Pit au niveau des bols de I'aspirateur a faune étaient dédiés aux études de
population (Florence Pradillon, thése Pierre Methou). Par ailleurs, sur Snake Pit, les différentes expériences
menées ont été trés condensées ce qui ne permettait pas d’assurer des stocks en paralléle dans des temps
restreints, nécessaires a la bonne conduite des expériences en aval au laboratoire.

297 crevettes entieres diverses ont donc été conditionnées sur le site TAG et 29 sur Snake Pit. Par ailleurs,
3 Rimicaris chacei adulte males ont été disséquées et conditionnées pour différentes expérimentations sur le
site TAG.
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Plongée plc?:;e site station p:-r;Tg\l/J:r::r:t nbre Type échantillon Manip

PLO8 15/02/2018|TAG Active Mound BIC13 ASPI2 R. chacei adulte male asec-80°C/ FISH

PLO8 15/02/2018|TAG Active Mound BIC13 ASPI2 3 |R. chacei adulte méle FISH / asec-80°C

PLO8 15/02/2018|TAG Active Mound BIC13 ASPI2 R. chacei adulte méale GLUT / a sec-80°C

PLO2 05/02/2018|TAG Active Mound PERISCOP 74 |R. exoculata adulte stock entiéres -80°C

PLO7 14/02/2018|TAG Active Mound ASP14 14 |R. exoculata adulte femelle gravide stock entiéres -80°C

PLO7 14/02/2018(TAG Active Mound ASPI4 9 |R. exoculata adulte femelle avec gonades |stock entiéres -80°C

PLO7 14/02/2018|TAG Active Mound ASP14 35 |R. exoculata adulte femelle stock entiéres -80°C

PLO8 15/02/2018(TAG Active Mound PERISCOP 37 [R. exoculata adulte stock entieres -80°C

PL11 18/02/2018|TAG Active Mound PERISCOP 60 |R. exoculata adulte stock entiéres -80°C

PL11 18/02/2018|TAG Active Mound marqueur5 |ASPI1 7 |R. exoculata adulte male agrégat dense stock entiéres -80°C

PL11 18/02/2018|TAG Active Mound marqueur5 [ASPI1 20 |R. exoculata adulte femelle agrégat dense |stock entiéres -80°C

PL11 18/02/2018|TAG Active Mound marqueur5 |ASPI2 30 |R. exoculata adulte méle agrégat dense stock entiéres -80°C

PL11 18/02/2018(TAG Active Mound marqueur5 [ASPI3 4 |R. exoculata adulte male périphérie stock entiéres -80°C

PL11 18/02/2018|TAG Active Mound marqueur5 |ASPI4 1 |R. exoculata adulte male périphérie stock entiéres -80°C

PL11 18/02/2018|TAG Active Mound marqueur5 |ASP14 6 |R. chacei adulte petite périphérie stock entieres -80°C

PL17 01/03/2018|Snake Pit  |Elan PERISCOP 21 |R. exoculata adulte femelle stock entiéres -80°C

PL17 01/03/2018|Snake Pit Elan PERISCOP 3 |R. exoculata adulte male stock entieres -80°C

PL17 01/03/2018|Snake Pit  |Elan PERISCOP 5 |R. exoculata petite sub-adulte stock entiéres -80°C

1.8 Bilan des objectifs atteints

Manips TAG type prélevement [type individus objectif [réalisé |fait le faitle faitle validé
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 5femelles gravides R. exoculata 5 5|PLO5 05/02 OK
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 10 juvéniles R. exoculata stade 3 10| 10(PLO5 05/02 OK
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 10 juvéniles R. exoculata stade 4 10 10(PLO5 05/02 OK
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 20 juvéniles nurserie 20 20|PLO5 05/02 OK
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 10 Chorocaris chacei 10| 10(PLO8 15/02 OK
métatranscriptomique PERISCOP 30 adultes R. exoculata 30| 30|10 PLO1 04/02 |10 PLO2 05/02 |10 PLO4 09/02 [OK
métatranscriptomique ASPI 30 adultes R. exoculata 30 30(PLO1 04/02 OK
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males vs femelles ASPI/PERISCOP 10 males R. exoculata agrégats 10, 10|PL02 05/02 OK
males vs femelles ASPI/PERISCOP 10femelles R. exoculata agrégats 10, 10|PLO6 13/02 OK
males vs femelles ASPI/PERISCOP 10 males R. exoculata périphérie 10, 10|PL09 16/02 OK
autres : cycle de vie, R. chacei |ASPI/PERISCOP 30individus max 3 3 OK
stocks crevettes entiéres ASPI/PERISCOP R. exoculata : femelles, gravides, males 297
TOTAL 223 198|
Manips SNAKE PIT type préléevement [type individus objectif [réalisé |fait le faitle fait le validé
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 5femelles gravides R. exoculata 5 5|PL17 01/03 OK
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 10juvéniles R. exoculata stade 3 10, 10|PL17 01/03 OK
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 10juvéniles R. exoculata stade 4 10, 0 non
radioactivité 14C IPOCAMP PERISCOP 20 juvéniles nurserie 20 0 non
métatranscriptomique PERISCOP 30 adultes R. exoculata 30 30(PL14 23/02 OK
métatranscriptomique ASPI 30 adultes R. exoculata 30 30(PL16 26/02 OK
métatranscriptomique FISH 30adultes R. exoculata 30 45|30 PL13 20/02 |15 PL18 02/03 OK
métatranscriptomique PERISCOP 15 adultes R. exoculata IPOCAMP 15 15|PL14 23/02 OK
FISH ARNm FISH 30 adultes R. exoculata 30| 47|30 PL14 23/02 |17 PL18 02/03 OK
males vs femelles ASPI/PERISCOP 10 méles R. exoculata agrégats 10, 10(5PL13 20/02 (2 PL1423/02 |3 PL1524/02 |OK
males vs femelles ASPI/PERISCOP 10 femelles R. exoculata agrégats 10 10{10 PL13 20/02 OK
males vs femelles ASPI/PERISCOP 10 males R. exoculata périphérie 10 10{9 PL14 23/02 |1 PL1524/02 OK
toxicité cuivre PERISCOP 18 R. exoculata adultes 18 18(18 PL15 24/02 OK
toxicité zinc/ zinc+cuivre PERISCOP 18 R. exoculata adultes 18 18|18 PL13 20/02 OK
stocks crevettes entiéres ASPI/PERISCOP R. exoculata : femelles, gravides, males 29
TOTAL 256 255
TOTAL mission expériences 479 453 94,57%|
TOTAL mission avec stocks 779
TOTAL mission disséquées 385
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2 Rapport technique sur boite FISH

Participants a bord : Valérie Cueff-Gauchard, lvan Hernandez-Avila, Laurent Bignon.

2.1

Présentation de |'outil

Ce nouvel outil, baptisé FISH (Fixateur In-situ de Substrats Homogénéisés), combine plusieurs fonctions et
AN est actuellement adapté a sa mise en ceuvre par le submersible Nautile :

v' Systéme permettant de prélever de la faune mobile a I’intérieur d’une boite
pouvant ensuite se fermer de fagon étanche ;

v" Injection de différents fixateurs chimiques possibles dans la boite venant
remplacer I’eau de mer prélevée avec les animaux ;

v' Mixage pour homogénéiser le fixateur et blesser les chairs animales afin de
permettre une bonne imprégnation des tissus animaux tout en maintenant 1’état intégre
des tissus.

v Remplacement de la boite de prélévement en cours de plongée par une 2°™ boite de prélévement.

Au cours du développement du projet, différentes options ont été envisagées au niveau de chacune des
fonctions qui ont fait 1’objet de développements successifs. En effet, des essais ont été mis en ceuvre par les
scientifiques et développeurs pour permettre d’améliorer le prototype initial tant d’un point de vue ergonomique
au niveau de sa préparation a la paillasse que dans sa manipulation au fond de la mer par le Nautile :

- sur paillasse en laboratoire au sein de EEP,

- sur la mission HERMINE (mars-avril 2017) avec le Nautile,

- aToulon en atelier de Genavir (juillet 2017) avec le Nautile,

- sur la mission d’essais ESSNAUTL17 (décembre 2017) avec le Nautile.

Le préleveur FISH est donc composé de :

v

un support (Figure 13¢) a poste dans le panier du Nautile équipé d’un moteur hydraulique relié d’une
part facilement a la platine largable du Nautile, et d’autre part a un systéme d’entrainement
magnétique, pour la fonction de broyeur. Ce support est par ailleurs relié en entrée au tuyau de
prélévement de I’aspirateur a faune avec son embout et en sortie aux bols de I’aspirateur a faune ;
un bol de prélevement démontable (Figure 13b) équipé de :
o un couvercle rotatif qui permet 1’étanchéité du bol une fois actionnée sa fermeture grace a
des ressorts entrainés par 1’enlévement d’une goupille.
o lames de mixeur
o des aimants reliés aux lames de mixeur qui forment un accouplement magnétique avec le
support relié au moteur hydrauliqgue pour la fonction de broyeur. Ce systeme
d’accouplement magnétique permet d’échanger 2 bols de prélevement en cours de plongée
pour faire plusieurs prélévements successifs dans la méme plongée.
2 bouteilles en aluminium (Figure 13a) remplies de différents types de fixateur chimiques possibles,
accolées a la boite de préléevement, avec un transfert complet dans le bol de prélévement sans
mélange avec ’eau de mer de prélévement, grace a un systeme de piston déclenché en action
simultanée avec la fermeture du bol de prélévement. L’injection de fixateur entraine la mort quasi
instantanée des animaux en les fixant dans leur état physiologique naturel ;
un raccord droit qui se clipse sur le support a vide pour permettre d’utiliser directement 1’aspirateur
a faune de I’engin en absence de bol préleveur du FISH.
3 supports dont 2 aimantés pour une manipulation aisée a la paillasse et pour maintenir la boite FISH
en bonne position dans 1’ascenseur de 1’engin sous-marin.
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Figure 13 : plans du préleveur FISH
a) Systeme complet du préleveur avec son support
b) Bol de prélevement
c) Support monté dans le panier de I'engin sous-marin
d) Coupe du bol de préléevement monté sur son support
r: ressort, bf : bouteille de fixateur, pt : piston, br : bouchon de remplissage, ea : embout pour raccord tuyau aspirateur, pp : poignée de préhension,

ar : accroches pour ressorts du couvercle, ch : chemisage étanche, pm : péles du mixeur, sam : systéme d’accouplement magnétique, sup : support,
mh : moteur hydraulique.

2.2 Protocole de mise en ceuvre par le Nautile

Avant la plongee

1) Placer le couvercle du bol de préléevement dans sa position initiale (en butée, ressorts tendus) et le
verrouiller avec la goupille de maintien. Dans cette position, les ouvertures du couvercle sont en face de
celles de la boite. Celle-ci est donc ouverte.

2) Mettre les pistons des bouteilles de fixateur en position initiale (en butée, ressort comprimé) et les
verrouiller avec les goupilles de maintien dont le fil de kevlar qui les relient au couvercle du bol doit
préalablement étre passé autour du pivot fixe.

3) Remplir les bouteilles avec le fixateur chimique par les bouchons de remplissage sur les tapes supérieures.

4) En paralléle, installer le support dans le panier du Nautile au moyen d’équerres et relier le moteur
hydraulique a la platine largable du Nautile par des « push pulls ».

5) Positionner I'ensemble (boite + bouteilles) dans le support, de maniere a accoupler la boite de
prélevement avec la platine d’accouplement magnétique montée dans le support. Le préleveur est alors
prét a étre utilisé. Faire attention au sens des pales de fagon a bien choisir le sens de rotation lors de
I"actionnement du moteur.

Au fond

6) Une fois sur site, au signal du scientifique, la pompe de I'aspirateur est mise en marche. Aspirer les
crevettes pendant 2 sec dans un agrégat dense ou grosses Rimicaris exoculata (pas plus de 2 sec, besoin
de 15 grosses crevettes). Attention a ne pas avoir un bol trop compact. La faune est alors aspirée dans le
tuyau (tenu par le bras Sherpa) et se retrouve dans la boite de prélevement (le couvercle est muni d’une
grille en sortie permettant de maintenir la faune dans la boite).

7) Lorsque la boite est pleine, le pilote du NAUTILE doit tirer sur le bout de la goupille du couvercle reliée a

un flotteur (tenu par le bras Maestro) a I’horizontale (ne pas tirer la goupille a la verticale). Les ressorts
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sont supposés entrainer le couvercle en rotation jusqu’a atteindre sa butée (position fermée). Si les
ressorts n’entrainent pas la fermeture du couvercle et la percussion des bouteilles, donner un % de tour a
la poignée pour fermer manuellement la boite (attention a ne pas forcer trop loin, position alignée avec
les picots blancs)

Lors de la rotation du couvercle, les goupilles des bouteilles de fixateur (dont les bouts sont reliés au
couvercle) sont déclenchées. Les ressorts des bouteilles tirent alors sur les pistons, permettant ainsi de
remplacer I'eau de mer de la boite (aspirée sous le piston) par le fixateur chimique (injecté dans la boite).

8) Une fois les bouteilles vidées dans la boite, les lames d’homogénéisation sont mises en rotation afin de
permettre au fixateur de pénétrer a l'intérieur de la faune prélevée : rester a la puissance maximale
pendant 15 sec

9) La phase de prélevement est alors terminée, la boite est retirée du support et rangée dans I'ascenseur
dans un compartiment adapté.

10) Une 2°™ boite de prélévement peut alors étre installée ou le raccord droit vient remplacer la boite pour
rendre I'aspirateur a faune a nouveau utilisable.

Lors de I'insertion de la 2°™ boite, attention au sens d’insertion de la boite, mettre coté grille indiqué sur
boite vers bols ASPI.

2.3 Problemes techniques rencontrés lors de la mise en ceuvre sur la mission BICOSE2

Les boites FISH ont pu étre mises en ceuvre sur 5 plongées différentes dont 3 plongées avec 2 boites
différentes au cours de la plongée :

e PLO5Ile 10/02/2018 sur le site TAG (2 boites)
e PL10le 17/02/2018 sur le site TAG (2 boites)
e PL131e20/02/2013 sur le site Snake Pit au niveau des Ruches (toutes petites crevettes)
e PL151le 24/02/2018 sur le site Snake Pit au niveau des Ruches (toutes petites crevettes)
e PL181le 02/03/2018 sur le site Snake Pit au niveau d’Elan (grosses crevettes) (2 boites).
Lors des 2 premiéres plongées, un certain nombre de probléemes ont été rencontrés, ne permettant pas
forcément un conditionnement adéquat des échantillons prélevés.

2.3.1 Manipulation de la boite, remplacement par une autre boite de prélevement ou par
le raccord droit

Les problémes rencontrés lors de la mise en ceuvre des boites FISH ont principalement concerné les transferts
de boite entre elles ou leur mise dans I'ascenseur, surtout lors de la 1% plongée (plongée 05 de la mission). Le
remplacement d’une bofte par le raccord droit n’a posé aucun probleme, rendant I'aspirateur a faune a chaque
fois fonctionnel.

PLO5 le 10/02/2018 :

Boite FISH1 avec formaldéhyde 5% :

Entre le moment de la séquence de mise en ceuvre de la boite FISH n°1 (2™ boite fabriquée avec corps en
aluminium) et l'arrivée a I'ascenseur, nous nous sommes rendus compte qu’une des bouteilles de fixateur
n’était plus reliée au bol de prélevement, les colsons qui les reliaient ayant été arrachés a l'intérieur du panier.
Cette bouteille de fixateur n’était donc plus reliée au bol que par les tuyaux faisant jonction pour les injections
de fixateur. Au moment de la pose dans I'ascenseur, un des embouts du dessus de la boite sur lequel était
accroché le tuyau de rejet de I'eau de mer s’est arraché. Tant que le Nautile était sous I'eau, ¢a n’a pas posé
de probleme mais lors de sa sortie de I'eau, une partie de la boite s’est donc vidée sur le pont. Néanmoins, la
fixation au formaldéhyde s’étant bien passée dans le temps imparti nécessaire (3h), les animaux ont tout de
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méme pu étre conditionnés a leur remontée. Pour pallier a ce probléme, les colsons en plastique ont donc été
remplacés par la suite par des colliers métalliques.

Boite FISH2 avec RNA later :

Pour ce qui est de la mise en ceuvre de la 2°™ boite FISH n°2 (boite initiale avec corps en plexiglas), suite a sa
récupération dans 'ascenseur, elle a été une 1% fois insérée sans probléme dans son support dans le panier
du Nautile mais insérée a I'envers. En la reprenant avec le bras du Nautile pour la tourner, le bas du bol de
préléevement s’est cassé lors d’un choc, et le guide en plastique blanc accroché au bol de prélevement et
permettant de relier facilement la bouteille de fixateur pivotait du coup sur lui-méme, rendant trés difficile
I'insertion de la boite dans son support. Au bout de plusieurs tentatives, la boite a finalement pu étre insérée
dans le support. Malheureusement, a cause des a-coups donnés lors de la manipulation, une des bouteilles de
fixateur a percuté avant le prélévement.

Cette boite a ensuite été réparée, de la colle a été rajoutée a la vis pour refixer le guide en plastique un peu
plus haut, pour sa mise en ceuvre sur les plongées suivantes.

PL18 le 02/03/2018

Boite FISH1 avec formaldéhyde 5% :

Lors de I'insertion de la boite FISH dans son support dans le panier Nautile (2°™ boite de la plongée), un des
raccords situés sur le dessous d’une des bouteilles de fixateur s’est décroché (Figure 14c). Cela n’a pas géné le
reste de la manipulation, s’agissant du tuyau de sortie d’eau de mer réinjectée normalement dans la bouteille
de fixateur. Il y a donc eu un peu de formaldéhyde dilué libéré dans I'’environnement et dans le panier lors de
la récupération sur le pont. Ce systéme de raccord en plastique a plusieurs parties de forme coudée est a revoir
et a remplacer par des raccords en inox d’un seul tenant.

A=18.8 m ¢c=215.24

Figure 14 : positionnement de la boite FISH dans le panier

a) PLO5 boite 1 : bouteille de fixateur désolidarisée du bol de préléevement
b) PLO5 boite 2 : probléemes pour insérer boite dans le support du panier Nautile
c) PL18 boite 1 : embout arraché avant le début du prélévement
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2.3.2 Fonction prélevement de faune mobile

Il est primordial de ne pas aspirer trop longtemps dans les agrégats de crevettes afin d’avoir la juste
guantité de crevettes vis-a-vis de la quantité de fixateur dans la boite. La boite avec le corps en aluminium ne
permet pas de voir passer les crevettes a I'intérieur du bol de prélévement, ce qui ne facilite pas les choses.
C’est pourquoi lors des premiéres plongées, il y avait trop de crevettes dans les bols, le temps d’aspiration a
ensuite été fixé a 2 secondes.

PL10 le 17/02/2018 :

Boite FISH2 avec RNA later :

L’ensemble de la manipulation a fonctionné mais I'aspiration ayant été réalisée a 2 reprises (total de 17 sec.),
le bol de prélevement était tellement chargé de crevettes que celles-ci n’étaient pas du tout fixées a la
remontée. Une vingtaine de crevettes ont néanmoins été conditionnées pour un test.

Par ailleurs, lors de toutes les plongées ol la boite FISH a été mise en ceuvre, les pilotes du Nautile ont
fortement été génés par la rigidité du tuyau utilisé pour relier I’'embout de prélevement au support de la boite
FISH dans le panier. Le tuyau n’arrétait pas du coup de glisser sous le panier du Nautile, qu’il fallait aller a
chaque fois récupérer, faisant perdre un temps précieux lors des manipulations. Il n’a pas été possible de
trouver a bord un tuyau de substitution mais il faudra veiller lors des prochaines missions a le remplacer par
un tuyau plus souple, de type aspirateur ménager.

233 Fonction fermeture du couvercle

Malgré les tests sur ESSNAUT17 dont le dernier fructueux a 700 m de profondeur, sur aucune des 5 plongées
de mise en ceuvre sur BICOSE2 (soit 8 boites), la puissance des ressorts a suffi a actionner la fermeture de la
boite. Il a fallu a chaque fois que le bras du Nautile saisisse la poignée de préhension et donne % de tour pour
fermer la boite et injecter le fixateur en simultané.

Ceci n’a pas géné le bon déroulement des opérations mais rajoute une étape supplémentaire. Ce point est
donc a revoir lorsque I'on se situe a des profondeurs de 3650m.

PLOS le 10/02/2018 :
Boite FISH2 avec RNA later :

Suite aux difficultés pour insérer cette boite dans son support dans le panier Nautile, le flotteur s’est détaché
de laficelle reliée a la goupille qui retient I'ouverture du couvercle. Il n’était donc pas évident de réussir a saisir
une ficelle seule avec la grosse pince du Nautile. Au bout de plusieurs tentatives, la ficelle a néanmoins pu étre
saisie pour dter la goupille. Malheureusement, lors des différentes tentatives, la 2°™ bouteille de fixateur a
elle aussi percuté avant que le bol ait pu étre fermé.

PL10 le 17/02/2018
Boite FISH1 avec RNA later :

L'orientation du bras pour tirer sur la goupille est trés importante. Sur ce prélevement, le flotteur relié a la
goupille a été tiré a la verticale et non a I’'horizontale, ce qui a cassé la ficelle en kevlar a la base de la goupille,
rendant impossible I'extraction de la goupille a I'intérieur du couvercle. La séquence de manipulation de la
boite FISH n’ayant pas pu étre terminée, ce prélevement a donc été un échec.
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Figure 15 : goupille tirée a la verticale par le bras du Nautile lors de la plongée 10

234 Injection du fixateur.

Si la boite subit des chocs au cours de sa manipulation, vu que le maintien de la goupille dans les bouteilles de
fixateur est trés sensible, il arrive que les bouteilles soient percutées avant la fermeture de la boite. Il est
également arrivé que lorsque les bouteilles sont percutées, une bouteille se vide avant ou plus rapidement
que l'autre dans le bol de prélevement.

PLO5 le 10/02/2018 :

Boite FISH1 avec formaldéhyde 5% :

Une bouteille a percuté avant l'autre (Figure 16), ce qui génére une dilution du fixateur. Pour pallier aux
problémes de dilution éventuelle avec le formaldéhyde, il est préparé a 5% dans les bouteilles de fixateur pour
une fixation prévue a 3% dans les échantillons. Cela permet d’avoir une marge concernant les phénoménes de
dilution partielle avec I'’eau de mer de préléevement.

Boite FISH2 avec RNA later :

Suite aux difficultés pour insérer cette boite dans son support dans le panier Nautile, les 2 bouteilles de fixateur
ont été percutées accidentellement chacune a leur tour avant la fermeture de la boite. Ce prélevement n’a
donc pas été conditionné et a été considéré comme un échec.

Figure 16 : visualisation d'un ressort plus détendu que l'autre lors de la
plongée 05, boite FISH1
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PL18 le 02/03/2018 :

Boite FISH1 avec formaldéhyde 5% :
Méme probleme rencontré que lors de la plongée 5 avec la boite FISH1 mais dilution partielle maitrisée par
une concentration initiale en formaldéhyde plus importante que celle de la fixation prévue.

2.3.5 Fonction de broyage.

Lors de la campagne d’essais ESSNAUT17, les différents tests avaient conduit a abaisser la puissance de la
centrale hydraulique du Nautile a 50 bars et a fixer a 15 sec la durée de broyage nécessaire. A 90 bars, les
aimants décrochaient et s’entrechoquaient, ne permettant pas I'entrainement magnétique de la péale de
mixeur. A 2700m et 12°C, la viscosité de la Morlina 10 est de 47 cSt.

Lors des premiéres mises en ceuvre sur BICOSE2 (PLO5), nous nous sommes donc fixés sur 15 sec de
broyage a 50 bars de pression hydraulique mais aucune crevette n’avait été blessée en apparence. Etant donné
gue les plongées avaient lieu a une profondeur de 3650m avec une eau a 2°C, la viscosité de I’huile hydraulique
du sous-marin se retrouve donc fortement modifiée. C'est pourquoi les expériences suivantes ont été réalisées
a la puissance initiale de la centrale a 90 bars.

Aucune crevette n’est remontée blessée en apparence sur toutes les boites FISH prélevées. Il est difficile
de conclure si la pale du broyeur a tourné mais au ralenti, permettant néanmoins une bonne homogénéisation
du fixateur au sein des crevettes ou si ¢a n’a pas tourné du tout. Néanmoins cette étape n’a pas été limitante
pour la validation des expériences menées. En effet, au vu de la consistance des tissus a I'extérieur et a
I'intérieur des animaux, le fait de blesser les chairs animales apres I'injection du fixateur n’est pas indispensable
pour permettre une bonne fixation des tissus.

2.3.6 Transfert de la boite de prélevement dans I'ascenseur

Suite aux essais sur ESSNAUT17, il avait été convenu de préparer 2 supports assez hauts et aimantés pour
faciliter I'implantation de la bofte FISH dans les ascenseurs. Au cours de BICOSE2, apreés réflexion, ces supports
n’ont pas été utilisés. Seul le support de paillasse de faible hauteur a été utilisé avec des Colsons cassables soit
dans I'ascenseur soit dans le panier Nautile pour y fixer en attente la 2™ boite FISH a envoyer au cours d’une
méme plongée. Pour positionner la boite FISH dans I'ascenseur une fois prélevée, des cases avec des cloisons
en bois ont été installées de facon a ce que la boite FISH reste a la verticale et ne puisse pas basculer a
I’horizontale.

Les nouveaux supports fabriqués ont donc juste servi de supports de paillasse.

2.4 Bilan des prélevements

Aprés des échecs sur les premieres mises en ceuvre liées a des erreurs de manipulation ou a de la
malchance, en particulier sur le site TAG, les prélévements suivants se sont globalement bien passés méme si
la fonction de blessure des chairs animales pour améliorer I'imprégnation des tissus n’a pas fonctionné.

Certains points seront a revoir, notamment les raccords coudés sur lesquels sont branchés les tuyaux qui
servent a relier les bouteilles de fixateur au bol de prélévement. Le systéme de fermeture avec la puissance
des ressorts sera également a reprendre.

La 2°™ boite fabriquée dont le bol est fabriqué en aluminium ne facilite pas la visualisation des crevettes
prélevées méme si elle est plus solide. De plus, elle s’est treés rapidement corrodée, notamment au niveau de
la platine reliée aux aimants dans le fond de la boite. A I'avenir, si un budget le permettait, il faudrait refaire
toutes les pieces de la boite en titane (bol préleveur, bouteilles de fixateur, couvercle, pistons).

Il faudrait aussi trouver un systeme qui permettrait de vérifier que la pale de broyage tourne bel et bien.
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Aprés chaque plongée, le démontage et nettoyage complet de toutes les piéces, pistons des bouteilles de
fixateur y compris, est indispensable pour enlever toutes les petites particules qui sont aspirées avec les
crevettes et qui sont tres corrosives de méme que les fixateurs utilisés.

Plongée Boite

PLO5
10/02

PLO5
10/02

PL10

PL10

PL13
PL15

PL18

PL18

FISH1

FISH2

FISH2

FISH1

FISH2

FISH2

FISH2

FISH1

Probléemes rencontrés

Une bouteille a percuté avant 'autre.

Une bouteille de fixateur s’est décrochée du bol de
prélevement en raison de colsons arrachés avant son
transfert dans I'ascenseur, ce qui a entrainé la casse d’un
embout reliant le bol a la bouteille de fixateur par un tuyau.
Pas de broyage apparent.

Bas du bol préleveur cassé rendant difficile I'insertion de la
boite dans son support installé dans le panier Nautile. Au
cours de la manceuvre, déclenchement accidentel d’une
des bouteilles de fixateur et arrachement du flotteur
rendant difficile I'extraction de la goupille pour la fermeture
de la boite. Au cours des tentatives de fermeture du bol,
déclenchement accidentel de la 2™ bouteille de fixateur.
Donc ensemble du fixateur injecté avant fermeture de la
boite FISH.

Pas de broyage apparent.

Séquence de mise en ceuvre de la boite FISH OK mais trop
de crevettes prélevées, bol de prélevement archi rempli
ayant rendu la fixation des individus en apparence
infructueuse.

Pas de broyage apparent.

Flotteur arraché avec ficelle a la base de la goupille lors de
la fermeture du bol de prélevement donc impossibilité de
fermer le bol de préléevement

Séquence de mise en ceuvre de la boite FISH OK

Pas de broyage apparent.

Séquence de mise en ceuvre de la boite FISH OK

Pas de broyage apparent.

Séquence de mise en ceuvre de la boite FISH OK, un embout
relié¢ a un tuyau décroché mais sans conséquence sur
injection du fixateur.

Pas de broyage apparent.

Une bouteille a percuté avant 'autre.

Pas de broyage apparent.

Bilan prélevement

OK, 15 R. exoculata
conditionnées

Echec,

crevettes néanmoins

partiellement fixées mais
non conditionnées

Echec de la fixation des
crevettes, 20 R. exoculata
néanmoins conditionnées
pour tests

Echec

OK, conditionnement de
30 R. exoculata petites.
Conditionnement de 30 R.
exoculata petites.

OK, conditionnement de
20 R. exoculata grosses.

OK, conditionnement de
14 R. exoculata grosses + 3
R. chacei.

Une adaptation pour son utilisation avec le submersible Rov Victor6000 est a prévoir en prévision de la
mission Chubacarc prévue courant 2019.

Compte-rendu scientifique du groupe symbiose lors de la mission BICOSE2
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