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Résumé

Au niveau des dorsales océaniques, véritables chaines de montagnes sous-marines, se
trouvent des structures semblables a de hautes termitieres d’ou s’échappe un panache noir.
Baptisées « fumeurs noirs », ces cheminées hydrothermales expulsent de I'eau chaude (~ 400°C)
riche en métaux. C’est a partir de ces environnements extrémes que les organismes les plus
hyperthermophiles connus, capables de vivte a plus de 100°C, ont été isolés : les archées
hyperthermophiles. Mais a ce jour, aucune observation 7 situ de ces organismes n’a pu étre réalisée.
On ne sait pas a quel point les fumeurs noirs ont été colonisés. La vie prolifere-t-elle a I'intérieur
méme des cheminées ?

L’objectif de cette thése a été de déterminer si les cheminées des fumeurs noirs hébergent
une vie hyperthermophile. Pour ce faire, jai adopté une approche pluridisciplinaire dans le but
d’identifier des biosignatures minérales a rechercher dans les cheminées modernes, i.e. des phases
minérales particulieres dont la production résulte de P'activité des microorganismes.

Dans un premier temps, j’ai mené une approche expérimentale au laboratoire. Des archées
hyperthermophiles (Thermococcus kodakarensis souche KOD1) ont été cultivées dans un milieu qui
simule les environnements hydrothermaux, i.e. enrichi en soufre et en fer ferreux, a 85°C et en
absence d’O». L’activité métabolique des archées produit des sulfures et du soufre colloidal. Cela
mene a la formation de sulfures de fer dans une dynamique soufre-fer-phosphore qui permet la
libération de phosphates biodisponibles. En particulier, 'activité des Thermococcales conduit a la
formation de sphérules de pyrite d’environ 1 um de diametre, composées de nanodomaines
cristallins anisotropes de 15 x 10 nm? et contenant des composés organiques cellulaires.

Afin de confirmer que ces sphérules de pyrite peuvent servir de biosignatures, des
expériences de synthese de pyrite ont été conduites en absence de vie mais en présence de différents
composés organiques et de soufre colloidal. Des sphérules de pyrite similaires se forment
uniquement en présence de lysats cellulaires de KOD1. Ce témoin particulier reproduit d’ailleurs
en tous points la configuration étudiée pour la formation de sphérules biologiques, a savoir un
assemblage de composés organiques identiques et la présence de souftre colloidal. Ces composants
apparaissent indispensables a la formation de sphérules de pyrite, qui pourraient donc attester de
la présence d’archées hyperthermophiles.

A la lumicre de ces résultats expérimentaux, jai caractérisé la minéralogie d’échantillons
naturels de cheminées issues du site hydrothermal TAG (Trans Atlantique Geo-Traverse Active
Mound). Des pyrites ont été identifiées dans différentes portions de la cheminée. Contrairement
aux pyrites massives et cubiques des portions internes chaudes, certaines pyrites se présentent sous
la forme de sphérules dans les parties externes de plus basse température. Ces sphérules, bien que
thermiquement plus matures que les sphérules produites en laboratoire, présentent une
microtexture complexe et contiennent des composés organiques. Ces pyrites pourraient donc étre
considérées comme des biosignatures indiquant la présence d’archées dans ces portions de la
cheminée, sous réserve de I'absence d’un éventuel transport des réactifs.

Identifier ces biosignatures dans des échantillons plus anciens permettrait de discuter de
I’évolution de ces écosystemes au cours des temps géologiques. Pour ce faire, il conviendra de
déterminer expérimentalement comment ces biosignatures changent — en termes de morphologie,
de structure, de texture et de composition chimique — au cours des processus de fossilisation au
sens large, i.e. au cours d’une histoire géologique.



Abstract

At the level of oceanic ridges - veritable submarine mountain ranges - we find structures
resembling tall termite mounds from which a black plume escapes. Known as "black smokers",
these hydrothermal vents expel hot, undiluted, metal-rich water (~ 400°C). Most
hyperthermophilic organisms known capable of living at over 100°C — hyperthermophilic archaea
— have been isolated from these extreme environments. But to date, no in situ observations of
these organisms have been made. We do not know to what extent the black smokers have been
colonized. Does life proliferate inside chimneys?

The aim of this thesis was to determine whether black smoker chimneys harbor
hyperthermophilic life. To this end, I have adopted a multidisciplinary approach with the aim of
identifying the mineral biosignatures to be sought in modern chimneys, i.e. specific mineral phases
whose production results from the activity of microorganisms.

Firstly, I conducted an experimental study. Hyperthermophilic archaea (Thermococcus
kodakarensis strain KOD1) were grown in a mineralizing medium simulating hydrothermal
environment, i.e. enriched in sulfur and ferrous iron, at 85°C and in the absence of O,. The
metabolic activity of the archaea produces sulfides and colloidal sulfur. This leads to the formation
of iron sulfides in a sulfur-iron-phosphorus dynamic that enables the release of bioavailable
phosphates. In particular, the activity of Thermococcales leads to the formation of pyrite spherules
around 1 um in diameter, composed of anisotropic crystalline nanodomains measuring 15 x 10 nm?
and containing cellular organic compounds.

To confirm that these pyrite spherules can serve as biosignatures, pyrite synthesis
experiments were carried out in the absence of life but in the presence of various organic
compounds and colloidal sulfur. Similar pyrite spherules form only in the presence of KOD1 cell
lysates. This particular control reproduces in every aspect the configuration studied for the
formation of biogenic spherules, namely an assembly of identical organic compounds and the
presence of colloidal sulfur. These components appear to be essential for the formation of pyrite
spherules, which could therefore attest to the presence of hyperthermophilic archaea.

In the light of these experimental results, I have characterized the mineralogy of natural
chimney samples from the TAG (Trans Atlantique Geo-Traverse Active Mound) hydrothermal
site. Pyrites were identified in various parts of the chimney. In contrast to the massive, cubic pyrites
of the hot inner parts, some pyrites appear as spherules in the lower-temperature outer parts. These
spherules, although thermally more mature than the spherules produced in the laboratory, have a
complex microtexture and contain organic compounds. These pyrites could therefore be
considered as biosignatures indicating the presence of archaea in these parts of the chimney,
assuming absence of complex organic matter transport.

The identification of these biosignatures in older samples would enable us to discuss the
evolution of these ecosystems over geological time. To do this, it will be necessary to determine
experimentally how these biosignatures evolve - in terms of morphology, structure, texture and
chemical composition - during fossilization processes in the broadest sense, i.e. over the course of
geological history.
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Introduction

Introduction

« Pouvait-on étre str de ce qui git ou non [...] dans les abysses aveugles et insondables des eaux les plus profondes de
la Terre ? »!

H. P. Lovecraft, Les montagnes hallucinées (1936)

N Tlaube du XIX¢siécle, les fonds océaniques se dessinent comme un univers froid,
inaccessible et impropre a la vie : « les abimes les plus profonds des mers, de méme que
les sommets de nos montagnes les plus élevées, sont éternellement glacés, méme sous I'Equatenr»
(Péron, 1804). L’analogie avec les montagnes continentales trouve une

résonance particulicre chez Matthew-Fontaine Maury, le pere de 'océanographie, qui imagine en
1850 Pexistence d’un plateau culminant dans I’abime de 'océan Atlantique (Maury, 1855 ; Péton,
2018). L’exploration des abysses repose alors sur des relevés topographiques. C’est sous 'impulsion
de Mary Tharp et de Bruce Heezen que les premieres cartes du plancher océanique sont tracées a

partir de 1950 et contribuent a faire connaitre I'existence de ces chaines de montagnes sous-
marines : les dorsales médio-océaniques (Heezen et al., 1959 ; Barton, 2002) (Fig 1).

Figure 1 | Carte du plancher océanique par Tanguy de Rémur, d’aprés les études bathymétriques réalisées par
Mary Tharp et Bruce Heezen dans les années 1950. Projection Mercator. (US Navy, Office of Naval Research).

1« Could one be sure of what might or might not linger [...] in the lightless and unplumbed abysses of earth's
deepest waters? » (traduction personnelle).
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A partir de cette révélation topographique, Harry Hammond Hess développe une
hypothese dans les années 1960 : la croute océanique est créée au niveau des dorsales et recyclée
au niveau des fosses océaniques (Hess, 1962). Reprenant les travaux de Hess, Robert Dietz baptise
ce phénomeéne « expansion des fonds océaniques » (sea floor spreading). Ce recyclage continuel
entraine un effet de tapis roulant qui affecte aussi les continents, la « dérive des continents ». C’est
ainsi que la théorie de la tectonique des plaques, paradigme actuel des sciences de la Terre, voit le

jout.

L’exploration des fonds marins progresse ensuite de facon notable dans les années 1970
avec la mise au point de petits submersibles capables d’aller, a cette époque, jusqu’a 3000 metres
de profondeur. Facilement manceuvrables, équipés d’un systeme vidéo et de bras mécaniques pour
rapporter des échantillons, ces instruments sont au centre des nouvelles campagnes
océanographiques et permettent de visiter ces abysses que « L homme ne verra jamais |...] » (Maury,
1855)°. Au cours des missions réalisées avec ’Alvin et le Cyana de 1972 a 1974, une équipe franco-
américaine met en évidence la présence de dépots métalliques sulfureux et de « lave en coussins »
a 2700 metres de profondeur sur la dorsale médio-Atlantique (Scott et al., 1974 ; Rona, 1980) (Fig
2A, B, C et D). Peter Rona et collaborateurs évoquent alors I’hypothese d’une activité
hydrothermale dans cette zone.

C’est en 1977, au niveau de la dorsale des Galapagos dans le Pacifique, que des preuves
photographiques rapportent la présence de structures semblables a de hautes termiticres percées
de fissures d’ou s’échappe un panache noir : les cheminées hydrothermales (Cotliss et al., 1979 ;
Spiess et al., 1980) (Fig 2E et F). Baptisées « fumeurs noirs », ces cheminées émettent un fluide
constitué d’eau chaude (~ 400°C) riche en métaux et coincident avec une faune endémique
insoupgonnée. Des communautés animales, denses et diversifiées, peuplent les zones autour des
cheminées (Fig 2G et H).

Des leur découverte, ces écosystemes attisent la cutiosité de 'ensemble de la communauté
scientifique, toutes disciplines confondues. Les géosciences se penchent sur le réle fondamental de
ces environnements dans I'échange de chaleur et de flux entre I'eau de mer et les roches océaniques
(Edmond et al., 1979 ; Stein and Stein, 1994 ; Elderfield et Schultz, 1996 ; Wheat et al., 2000). La
quantification des rejets des cheminées démontre un impact non négligeable sur les cycles
biogéochimiques dans l'océan (Elderfield et Schultz, 1996). A cela s’ajoutent des motivations
d’ordres économique et commercial, ce qui conduit a la réalisation d’inventaires des sites
hydrothermaux océaniques dans une perspective d’exploitation (Hannington et al., 2011 ; Beaulieu
etal., 2015).

En particulier, la fascination exercée par ces environnements s’étend a la question des
origines du vivant. Peu de temps aprés leur découverte, les fumeurs noirs cristallisent les hypotheses
et les controverses sur 1'émergence de la vie et son évolution primitive (Baross et Hoffman, 1985 ;
Wichtershauser, 1990 ; Russell et al., 1994 ; Huber et Wachtershauser, 1997). 11 est aisé d’imaginer
des milieux aussi extrémes comme le théatre de réactions chimiques et thermodynamiques ayant
faconné le vivant.

2 « Man can never see — he can only touch the bottom of the deep sea, and then only with the plummet. »
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Figure 2 | A) Le submersible Alvin & Woods Hole, crédits US Navy. B) Le submersible Cyana a la Cité de la Mer,
Cherbourg, crédits A. Bonfiglio, Genavir, Ifremer. C) Exemple de lave en coussin océanique. (Submarine Ring of
Fire 2002 Exploration, NOAA-OE). D) Dépdts de sulfures massifs sur le site TAG, dorsale médio-Atlantique (photo
prise par le HyBIS RUV, B. Murton, National Oceanography Center). E) Photo d’'une cheminée hydrothermale
découverte sur le site TAG (Rona et al., 1986). F) Photo récente d’'une cheminée hydrothermale (MARUM Center
for Marine Environmental Sciences, Université de Bremen). G) Photo d’'une cheminée hydrothermale sur la ride
des Galapagos, colonisée par un groupe de vers tubicoles Riftia pachyptila (Corliss et al.,1979). H) Photo de
crevettes du genre Rimicaris colonisant des cheminées hydrothermales (Chris German/WHOIS/NSF/NASA/ROV).
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Bactéries Eucaryotes

Archées

HT

LUCA

Figure 3| Arbre phylogénétique universel simplifi€, montrant les trois domaines du vivant : les bactéries (bleu), les
archées (rouge) et les eucaryotes (vert). Au sein des archées, les branches encadrées représentent le phylum des
crénarchées, a I'époque contenant des souches exclusivement (hyper)thermophiles (HT). Adapté d’aprés Woese
et al., 1990.

Ces oasis dans les abimes océaniques s’accompagnent d’une autre découverte qui repousse
la conception des fronticres de la vie et alimente le débat sur son évolution primitive. Des
microorganismes isolés a partir d’environnements hydrothermaux — terrestres et océaniques —
présentent la remarquable capacité de se développer a une température de plus de 100°C : les
archées hyperthermophiles (Stetter, 1982). Anciennement considérées comme issues de bactéries
extrémophiles, c’est a la lumiere des travaux de Carl Woese que les archées apparaissent comme un
domaine du vivant a part enticre, avec les bactéries et les eucaryotes (Woese et al., 1990) (Fig 3). Et
C’est au niveau des cheminées hydrothermales des grands fonds océaniques, percus un siecle plus
tot comme un milieu éternellement inerte et froid, que I'archée la plus hyperthermophile connue
(113°C), Pyrolobus fumarii, est isolée (Blochl et al., 1997).

En grande partie griace aux travaux de Karl Stetter, ces microorganismes se retrouvent au
centre de questionnements sur les origines du vivant, au méme titre que les fumeurs noirs. Les
hyperthermophiles auraient été les premiers a diverger du dernier ancétre commun universel
(LUCA), ils en seraient donc ses plus proches parents parmi les étres vivants actuels (Woese et al.,
1990 ; Stetter, 1992) (Fig 3). L'implication évidente est que la vie aurait pu évoluer pour la premiére
fois dans des conditions hyperthermophiles, en particulier dans des environnements de type
fumeurs noirs (Weiss et al., 2016). Cependant, les données et interprétations de Woese et Stetter
ne font pas 'unanimité et 'origine hyperthermophile du vivant reste encore aujourd’hui débattue
(e.g. Lazcano and Miller 1996 ; Arrhenius et al. 1999 ; Brochier et Philippe, 2002 ; Di Giulio 2003 ;
Weiss et al., 2016). Cette controverse reste largement dominée par des considérations
phylogénétiques, essentielles mais a elles seules insuffisantes. Des questions aussi fondamentales
que l'origine de la vie et son apparition dans des conditions hyperthermophiles nécessitent des
connaissances et des perspectives issues d’un ensemble de disciplines, de la chimie a la climatologie,
en passant par la génétique et la géologie.
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Au centre de toutes les attentions sur la question des origines, ces organismes demeurent
pourtant un mystere lorsqu’il s’agit de les étudier dans les fumeurs noirs actuels. La colonisation
des hyperthermophiles dans le corps de la cheminée, leur role dans la formation des structures
hydrothermales ou encore leurs stratégies écologiques de survie en milieu naturel sont autant de
sujets débattus au sein de la communauté scientifique. Leurs adaptations a des facteurs tels que la
température ou la pression sont pour I'instant étudiées de fagon culture-dépendante en laboratoire
dans des conditions dites « optimales de croissance », bien éloignées de celles des systeémes
hydrothermaux naturels, caractérisés par leurs fortes concentrations en métaux tels que le fer, le
zinc ou le cuivre (Sander et Kochinsky, 2011 ; Findlay et al., 2015). A ce jour, les archées
hyperthermophiles n’ont méme jamais ¢été directement observées dans les cheminées
hydrothermales. Malgré les développements technologiques des derniéres années, ces
environnements extrémes et fluctuants représentent toujours un défi pour leur étude 7z sitn.

Une approche interdisciplinaire, mélant minéralogie, géochimie et microbiologie, consiste
a rechercher les traces de ces organismes, c’est-a-dire a en identifier les biosignatures. Elles peuvent
se présenter sous la forme de minéraux ou d’assemblages minéralogiques qui résultent de I'activité
des microorganismes. Ce phénomene, appelé biominéralisation, conduit a la formation de
biominéraux qui se distinguent de leurs équivalents abiotiques de par leur morphologie, leur
structure cristallographique ou encore leur composition chimique et isotopique. Les biosignatures
n’échappent malheureusement pas au sensationnalisme et aux controverses. Les définir est une
tache complexe qui nécessite d’écarter toute possibilité de contamination ou de formation
abiotique. Pour écarter ces hypotheéses, il est essentiel d’avoir une compréhension systématique des
processus menant aux biosignatures et du contexte environnemental dans lequel elles se forment.

Ce travail de thése a pour objectif d’étudier les processus de formation de minéraux
hydrothermaux en présence d’archées hyperthermophiles et en conditions abiotiques, dans le but
de définir des biosignatures. Leur implication majeure serait de pouvoir localiser les
hyperthermophiles dans le corps des fumeurs noirs et d’appréhender leurs interactions avec ces
environnements extrémes. Y a-t-il, ou non, de la vie a I'intérieur méme des cheminées ? Dans une
perspective plus lointaine, ces traces tangibles pourraient étre confrontées aux différents scénatios
phylogénétiques sur 'origine hyperthermophile du vivant.

Cette étude présente les résultats d’une démarche double, a la fois expérimentale et
naturaliste, dont lobjectif est d’identifier et de traquer des biosignatures d’archées
hyperthermophiles. Des expériences simulant les conditions typiques de fumeurs noirs ont été
menées en laboratoire afin d’appréhender Iinteraction des archées avec les minéraux et par
extension les processus de formation des biominéraux. En parallele, des analyses sur des
¢chantillons de fumeurs noirs actuels ont été réalisées afin de guider la recherche expérimentale.

Sept chapitres composent ce document. Le Chapitre 1 dresse un état de lart de nos
connaissances sur (1) les cheminées hydrothermales, de leur formation a leurs communautés
microbiennes en passant par leur impact géochimique a I’échelle de la Terre, et sur (2) les
biosignatures. I’accent est mis sur les controverses inhérentes a cette derniére notion et sur la
démarche adoptée pour tenter de limiter Pambiguité de ces traces. Les phénomenes de
biominéralisation ainsi que les possibles biosignatures présentes dans les cheminées y sont
inventoriées. Ce chapitre détaille également les enjeux de cette these et la stratégie adoptée pour y
répondre.
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Le Chapitre 2 présente les techniques utiles a cette étude, empruntées a un ensemble de
disciplines. Il est question de méthodes associées aux champs de la microbiologie, de la minéralogie,
de la cristallographie ou encore de la chimie analytique, qui ont permis la production des
¢chantillons et leur caractérisation multi-échelle.

Le Chapitre 3 se consacre au métabolisme des archées étudiées afin de mieux contraindre
les conditions de production des biosignatures. En fonction des sources d’énergie présentes dans
le milieu, la souche utilisée au cours de ce travail présente des métabolismes différents qu’il est
essentiel de caractériser. Une attention particuliére est portée sur I'analyse de leurs produits
métaboliques en phase gazeuse.

Le Chapitre 4 porte sur l'interaction entre les hyperthermophiles et le milieu hydrothermal
simulé, riche en fer et en soufre. Les expériences, réalisées a différentes durées, permettent
d’expliquer la séquence et les processus de formation des minéraux en présence des archées. Ces
biominéraux sont caractérisés jusqua I'échelle du nanometre, en se basant sur des critéres
morphologiques, cristallographiques et chimiques.

Le Chapitre 5 détaille les analyses effectuées sur des échantillons naturels de fumeurs noirs
dans le but d’y rechercher les biosignatures, a la lumicre des expériences décrites ci-avant. Les
minéraux ciblés sont analysés selon le méme protocole que précédemment. En plus de leur
caractere biotique ou abiotique, il est question de déterminer s’il y a pu avoir des contaminations
(transport de maticre), notamment zz situ, sur ces minéraux.

Le Chapitre 6 explore la possibilité de produire des minéraux abiotiques dans des conditions
semblables et avec des caractéristiques similaires a celles des biosignatures, c’est-a-dire des
équivalents abiotiques. Ce panel d’équivalents abiotiques est caractérisé selon les mémes criteres et
avec la méme méthodologie que les biosignatures afin de déterminer s’ils peuvent étre discriminés.

Enfin, le Chapitre 7 retrace les conclusions apportées par ce travail de thése sur la recherche
de biosignatures d’hyperthermophiles dans les cheminées hydrothermales. Il expose également la
multitude de pistes encore inexplorées qui seront a réaliser dans des travaux futurs.
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Chapitre 1

Chapitre I.

Etat de Part

I. Les cheminées hydrothermales riches en soufre : les fumeurs noirs

1. Contexte géologique et formation des fumeurs noirs

Les systemes hydrothermaux océaniques profonds sont, pour la plupart, liés a une activité
tectonique d'extension, déclenchée par la convection mantellique (Seyfried et Mottl, 1995). Les
zones hydrothermales les plus étudiées sont localisées le long des dorsales médio-océaniques (MOR
pour Mid-Oceanic Ridges, Fig 1), au niveau des zones de divergence de plaques ou se forment les
fonds marins basaltiques : ’eau de mer percole a travers la croute basaltique nouvellement formée,
chauffe au contact de la chambre magmatique en s’appauvtissant en composés oxydés (O, SO,
NO?) et en se chargeant en espéces minérales dissoutes (Fe**, Mn*", Si*, Zn*") et en gaz (CO,, HaS,
H,, CH,), puis ressort au niveau du fond océanique (Fig 2A). Les cheminées hydrothermales
peuvent également se trouver au niveau des bassins d’arri¢re-arc et des arcs insulaires ou a lieu la
subduction d’une plaque océanique sous une plaque continentale, i.e. le long des marges de plaques
convergentes (Christie et Fisher, 20006). 11 existe aussi des points chauds volcaniques intraplaques,
bien plus minoritaires, qui ne sont pas directement associés aux marges des plaques tectoniques
mais plutot aux panaches mantelliques (Seyfried et Mottl, 1995).
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Figure 1 | Distribution des sites hydrothermaux connus (points noirs) le long des MOR et dans toutes les
configurations tectoniques, i.e. extension, convergence, points chauds intraplaques (carrés vides). Les couleurs
indiquent la vitesse d’expansion des dorsales : trés lente (< 20 mm/an), lente (20-55 mm/an), intermédiaire (55-80
mm/an), rapide (80-140 mm/an), ou trés rapide (4140 mm/an). CR = créte de Carlsberg ; EPR = dorsale est-
Pacifique ; GSC = dorsale des Galapagos ; MAR = dorsale médio-Atlantique ; Pac. Ant. R. = dorsale Antarctique ;
SEIR = dorsale sud-est indienne ; SWIR = dorsale sud-ouest indienne. D’aprés Beaulieu et al., 2015.
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FluidEOQezfse 7 Fluide haute T°

400°C

Convection de
I'eau de mer

Ajout de H*, H,S, H,, CH,,
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H,Si0,, K*, Li*, Pd?*, Ca?",
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Figure 2 | A) Schéma de la circulation hydrothermale le long d’'une MOR. N.B. le schéma n’est pas a I'échelle.
Adapté d'apres Flores, 2011. B) Photo d’un champ de cheminées actives rejetant un panache noir, colonisées par
des Pogonophora (NOAA). C) Photo de sédiments hydrothermaux et de cheminées inactives recouverts de tapis
microbiens, en blanc sur la photo (Schmidt Ocean Institute).
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Au niveau des MOR, les sites hydrothermaux sont constitués d’une série de cheminées
actives (Fig 2B), associées a des sédiments qui recouvrent plus ou moins partiellement d’anciennes
cheminées devenues inactives (Fig 2C). Le site actif recoit un fluide acide (pH ~ 3) de haute
température (~ 400°C) qui provient de la voie d’écoulement principale (Fig 2A). Chargé de
minéraux dissous, ce fluide est a 'origine d’une composition minéralogique dominée par les
sulfures, associés a quelques sulfates, oxydes, hydroxydes et silicates (Rona et al. 1986 ; Rona et al.
1993). Les panaches qui sortent des cheminées des cheminées actives sont composés de sulfures
de fer, en particulier de pyrites (FeSz) nanoparticulaires inférieures a 0.2um (Rona et al. 1986 ; Yiicel
etal, 2011 ; Gartman et al. 2014), et de métaux tels que le fer, le cuivre, le zinc, le plomb ou encore
le cobalt, eux aussi majoritairement sous forme de nanoparticules (Findlay et al., 2015).

Certaines cheminées deviennent inactives a la suite d’'un changement dans les voies
souterraines d’écoulement. Le champ de sédiment environnant peut néanmoins continuer a
recevoir des décharges de fluides a plus basse température — autour de 60°C. Les sulfures des
anciennes cheminées sont donc soumis a une altération oxydative a basse température, au cours de
laquelle la fraction réduite du soufre est convertie en SO4” soluble et les métaux, principalement le
Fe, sont convertis en oxyhydroxydes insolubles (Juniper et Tebo, 1995). Les sédiments, alimentés
en sulfures par les fluides de basse température, sont a terme dominés par des phases incorporant
leurs produits d’oxydation tels que des oxydes de fer amorphes, des silicates et des dépots de
minéraux riches en manganese et en fer (Thompson et al. 1985 ; Lalou et al. 1986 ; Thompson et
al. 1988 ; Rona et al. 1993 ; Becker et Von Herzen, 1996).

Bien que chaque site hydrothermal — répertorié ou inféré — soit classifié comme étant
«actif » ou «inactif » (Beaulieu et Szafranski, 2018), il est important de garder a esprit que ces
deux configurations forment un seul et méme site. Ces environnements s’inscrivent dans un
continuum : ils naissent avec les évents actifs et évoluent vers des champs d'évents en déclin selon

la diminution du flux hydrothermal (Van Dover, 2019).

Haymon (1983) définit deux stades de croissance des fumeurs noirs. Le stade I constitue la
phase naissante des cheminées et est dominé par les sulfates, typiquement I'anhydrite (CaSO,).
L'anhyderite précipite lorsque le fluide hydrothermal riche en soufre rencontre I'eau de mer, oxique
et a une température proche de 2°C, construisant les parois initiales de la cheminée vers le haut et
vers l'extérieur a l'interface entre le fluide et I'eau de mer (Fig 3). Le stade II commence lorsque les
parois d’anhydrite limitent significativement les interactions entre le fluide hydrothermal et l'eau de
mer. C’est alors la chalcopyrite (CuFeS;) et la pyrite qui précipitent en équilibre avec le fluide
hydrothermal pur qui refroidit (moins brutalement que durant le stade I). Ces minéraux participent
a la construction interne de la cheminée (e.g. Rona et al. 1986, Thompson et al. 1988 ; Feely et al.
1994 ; Ludford et al., 1996). Au méme stade, la cheminée continue de croitre vers le haut via la
précipitation d'anhydrite. Une partie du fluide pénétre la paroi d’anhyderite, poreuse, ce qui conduit
au remplacement de anhydrite par des sulfures (e.g. Spiess et al., 1980 ; Lafitte et al., 1984 ; Rona
et al.,, 1986 ; Langmuir et al.,1997 ; Rouxel et al., 2004 ; Grant et al., 2018) (Fig 3). Lorsque les
cheminées cessent d’étre actives, 'anhydrite se transforme en gypse et/ou se dissout, ce qui conduit
a l'effondrement de la structure (Haymon, 1983).

11



Les fumeurs noirs

COUPE LONGITUDINALE COUPE TRANSVERSALE

}Z‘Mﬂl fluide hydrothermal

- anhydrite

- grains fins de (pyrrhotite) / pyrite /
sphalérite dans une matrice d'anhydrite

Crolte basaltique

«— T Les fleches indiquent le sens de croissance

STADE Il

COUPE LONGITUDINALE COUPE TRANSVERSALE

;'fm}jl fluide hydrothermal

- chalcopyrite ou cubanite + (pyrrhotite) +
pyrite

sulfures Cu-Fe dans une matrice
d'anhydrite

|
- sulfures / sulfates

idem stade |, avec un plus grand ratio

Crolte basaltique

Figure 3 | Schéma expliquant la croissance d’'une cheminée hydrothermale de type fumeur noir. Au stade |, la
construction commence par l'accrétion vers le haut et vers I'extérieur de parois d'anhydrite (bleu), formées au
contact de I'eau de mer. La couche extérieure présente des excroissances de pyrrhotite ou de pyrite et de sphalérite
(en vert). Au stade I, les parois d'anhydrite protégent les fluides hydrothermaux du mélange et permet aux sulfures
Cu-Fe de précipiter dans le conduit central (rouge). L’anhydrite est peu a peu remplacée par les sulfures (orange).
Le rapport sulfure/sulfate de la cheminée externe augmente a mesure que les grains de sulfures se développent
au détriment de I'anhydrite (bleu et vert). Adapté d’aprés Haymon et al., 1983.
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Ainsi la formation et la croissance des cheminées est-elle médiée par 'interaction entre le
fluide réducteur et 'eau de mer oxique. La pyrite et la chalcopyrite sont les phases minérales
prédominantes dans la partie la plus interne (la plus chaude) de la cheminée, au contact direct du
fluide, tandis que I'anhydrite compose la majeure partie des parties médianes et plus froides de la
paroi, en association avec des sulfures de fer et de zinc tels que la pyrite, la marcassite (FeS») et la
sphalérite. Il s’agit de structures temporaires qui s’alterent et s’effondrent lorsqu’un changement
survient dans les voies souterraines d’écoulement.

2. Impact biogéochimique des fumeurs noirs

Les fumeurs noirs exercent un role fondamental dans les cycles biogéochimiques actuels
(e.g. Elderfield et Schultz, 1996). Que ce soit au niveau des flux de chaleur ou des flux de matiere,
ces environnements sont des zones d’échange primordiales entre la lithosphére et les sphéres
extérieures (hydrosphére et atmosphere) (e.g. Edmond et al., 1979 ; Stein et Stein, 1994 ; Wheat et
al., 2000 ; Judd et Hovland, 2009).

Les systemes hydrothermaux du plancher océanique représentent un élément essentiel de
Pactivité géologique de la Terre. Les estimations géophysiques indiquent que plus de la moiti¢ du
dégagement total de chaleur, associé a la solidification du magma et au refroidissement des roches
magmatiques, se situe au niveau des MOR (McLennan, 2008). De la méme facon, une grande partie
de cette chaleur provient de ces zones et a des répercussions sur les océans (Lowell et
Germanovich, 2004). La chaleur magmatique, transportée depuis le manteau sous les centres
d'expansion océanique (au niveau des MOR), est advectée vers I'océan par des fluides dérivés de
I'eau qui s’échappent des cheminées (Lowell et al., 2008). Le flux diffus au niveau des systemes
hydrothermaux des MOR peut représenter jusqu'a 90 % du flux de chaleur convectif océanique
(Rona, 1984 ; Morton et Sleep, 1985 ; Scott, 1997).

Etant donné que les cheminées hydrothermales sont apparues trés tot dans Phistoire de la
Terre (Fig 4), elles ont certainement eu un impact sur ’évolution de la composition actuelle des
océans (Judd et Hovland, 2009). Les panaches provenant des cheminées s'élevent de 100 a 500 m
au-dessus du fond marin avant d'atteindre un niveau de flottabilité neutre (Kadko et al., 1995). Ils
s'étendent ensuite latéralement sur des centaines de metres et transportent des concentrations
¢levées d’éléments dissous (Kadko et al., 1995). Les fluides sont chargés en gaz, principalement en
CO,, mais aussi en H,S, H,, CHy4, SOz et N, (Dando et al.,, 2000). Et par rapport a 'eau de mer
environnante, les panaches sont enrichis jusqu'a un facteur 10" en Fe, Cu, Mn, S, Zn, Ca, Si et en
nombreuses autres especes (Baker et al., 1995).

Les cheminées de haute température émettent en particulier des quantités remarquables de
minéraux de fer et de soufre, avec une libération de fer estimée a un ordre de 50 Gg par an, ce qui
contribue au pool de fer dissous (dFe) dans 'océan (Raiswell et Canfield, 2011 ; Emerson, 2010).
Ce fer se trouve sous la forme de nano et microparticules de sulfures de fer (Yucel et al., 2011 ;
Gartman et al., 2014) et de fines particules de fer liées a la matiere organique (Toner et al., 2009 ;
Bennett et al., 2011 ; Wu et al., 2011).
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Figure 4 | Chronologie des débuts de I'évolution de la vie sur Terre. Les barres représentent une estimation du
temps de chaque processus. Les domaines archéen (A), bactérien (B) et eucaryen (E) ont évolué au fil du temps
et se sont diversifiés. La courbe de la température moyenne de la Terre (en bas) n'est donnée qu'a titre illustratif et
montre une température supérieure durant la Terre primitive. Adapté d’aprés Morales et Delay (2020).

Dé¢s leur découverte en 1977, les fumeurs noirs sont reconnus comme propices a
P'apparition de la vie (Corliss et al., 1981 ; Baross et Hoffman, 1985). En raison de leur fort potentiel
d'oxydoréduction, de 'abondance de matiere organique et de la présence de certains minéraux, ce
sont des lieux ou se déroule une chimie tres particuliere, dont une chimie impliquant 'oxydo-
réduction des composés organiques.

Gunter Wichterhauser propose un modéle selon lequel des sulfures métalliques couplés
aux conditions hydrothermales seraient impliqués dans les processus prébiotiques : le « Iron-sulfur
wortld » (Wichtershduser, 1988 ; Wichtershiuser, 1990 ; Wichtershiuser, 1992). La précipitation
de pyrite serait 2 méme de fournir 'énergie nécessaire a la réduction de CO, et participerait a la
formation de composés organiques réduits (Wachterhauser, 1990 ; Huber et Wichtershiuser,
1997). Une fois produits, ces composés organiques pourraient étre accumulés sur les surfaces des
sulfures métalliques catalysant les réactions organiques jusqu’a former des molécules plus
complexes (Wichtershiuser, 1992). Des calculs thermodynamiques ont également montré que les
conditions hydrothermales sont favorables a la formation d’acides aminés (Amend 1998).
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Le scénario de Wichtershiuser est cohérent avec les conditions environnementales des
fumeurs noirs ou le HsS, le CO; et le CO sont abondants. Cependant, il s’aveére que le systeme
réducteur FeS/H.,S ne réduit pas le CO; en acides aminés, purines ou pyrimidines (Keefe et al.
1995). Les fumeurs noirs ne semblent pas synthétiser des composés organiques plus complexes
que des hydrocarbures simples tels que le méthane (CHy) et I'éthane (C;He) (McCollom et al. 2010).
En réalité, le consensus actuel s’accorde sur le fait que les cheminées hydrothermales jouent un role
important dans la destruction des composés organiques plutot que dans leur production spontanée,
ce qui leur confére un intérét particulier dans le cycle géochimique du carbone (Cleaves, 2012).

Certains auteurs proposent également que les interactions entre acides nucléiques et acides
aminés nécessaires aux débuts du vivant n’ont pu avoir lieu qu’au sein de protocellules, dotées
d’une membrane composée de lipides ou de protéines (e.g Szostak et al. 2001 ; Koonin 2014 ;
Ghosh et al. 2021). La capacité a se scinder et a fusionner des protocellules aurait permis
Iexploration de nouvelles voies métaboliques et le transfert horizontal de genes. Ces systemes
autocatalytiques, soumis a une pression de sélection, auraient alors rapidement évolué. Or, des
températures modérément élevées (40-90°C) permettent la nucléation, la croissance et la réplication
de protocellules (Jordan et al., 2019 ; Koksal et al., 2020). Il s’avere également que des vésicules
amphiphiles simples a chalne unique sont stables en conditions hydrothermales (Mansy et Szostak,
2008). Les cellules de convection a proximité ou a lintérieur des cheminées hydrothermales
pourraient alors soumettre les protocellules a d’importantes fluctuations thermiques ce qui
permettrait 'amplification des molécules ’ADN (Krishnan et al., 2002 ; Braun et al., 2003 ; Mansy
et Szostak, 2008).

Tandis que de nombreuses études se penchent sur I'impact des fumeurs sur la géochimie
du carbone et leur potentiel role dans les débuts du vivant, beaucoup moins s’'intéressent a 'impact
potentiel de la vie sur la géochimie des fumeurs noirs. Il est pourtant indéniable que la vie influence
son environnement et peut méme modifier jusqu’a la chimie entiere de la surface terrestre.
L’exemple le plus célebre est celui de la Grande Oxygénation (GOE pour Great Oxydation Event)
pour laquelle la photosynthése cyanobactérienne est généralement considérée comme la principale
source d'oxygene (e.g. Cloud, 1972 ; Walker, 1977 ; Kasting, 2013).

I1 est donc légitime de se demander comment la vie pourrait influencer la géochimie des
fumeurs noirs, un environnement impliqué dans des cycles géochimiques majeurs a I’échelle de la
Terre. Comprendre comment le biote utilise les composés chimiques des fluides hydrothermaux et
quel impact il peut avoir sur leur composition est donc d’un intérét considérable. Par exemple,
Crowell et al. (2008) montrent que le H,S est éliminé des évents hydrothermaux par une
combinaison de précipitation de pyrite et d'activité biologique.

Néanmoins, la possibilité d’une vie a l'intérieur méme des cheminées reste débattue, les
gradients géochimiques brutaux imposés par les fluides hydrothermaux étant considérés comme
incompatibles avec le vivant. De ce fait, la possible influence des communautés microbiennes sur
les flux géochimiques n’est pour le moment que peu discutée. Il est donc essentiel d’avoir plus
d’informations sur 'impact que peut avoir la vie dans les cheminées hydrothermales.
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3. Diversité des communautés microbiennes des sites hydrothermaux

Les sites hydrothermaux offrent un large éventail de niches écologiques pour les
communautés microbiennes (Fig 5). Les écosystéemes hydrothermaux reposent principalement sur
la production primaire chimioautotrophe assurée par des microorganismes chimiosynthétiques et
entretenue par le déséquilibre chimique entre 'eau de mer oxique et les fluides hydrothermaux
réduits. Par le biais de réactions d’oxydoréduction (redox) les microorganismes utilisent ’énergie
fournie par les oxydants de I’eau de mer (O, SO4*, NO’", CO») et les agents réducteurs des fluides
hydrothermaux (H,, HzS, HS', S(0), S:0.™, Fe*) pour fixer le CO, dans le matériel cellulaire (Flores,
2011 ; Flores et Reysenbach, 2011). Ce carbone organique est ensuite utilisé comme source
d’énergie pour le reste de la communauté, c’est-a-dire la macrofaune et les microorganismes
hétérotrophes.

Ces organismes opportunistes colonisent tous les environnements, i.e. depuis les sédiments
et les structures inactives des zones les plus froides jusqu’aux cheminées actives, en passant par la
macrofaune et le panache hydrothermal (Fig 2A, Fig 5). Chacune de ces niches présente des
conditions a la fois distinctes, en température et en composition chimique, et variables, en fonction
de Papport des fluides hydrothermaux. Tandis que la colonisation microbienne est évidente dans
certaines configurations — site inactif, macrofaune —, elle demeure plus difficile a établir et surtout

a localiser spatialement dans d’autres cas — structure active, panache hydrothermal.

Figure 5 | Habitats et communautés microbiennes influencés par les fluides hydrothermaux. Adapté d’aprés Flores,
2011.

2.1. Communautés microbiennes psychrophiles et mésophiles

Dans les zones les plus froides, les colonies microbiennes sont bien visibles et se présentent
sous la forme de tapis microbiens recouvrant les anciennes cheminées et les sédiments (Fig 2C).
Dominée par I’eau de mer oxique d’une température de 2°C, la zone éloignée des cheminées actives
héberge des bactéries psychrophiles (< 15°C) capables d’oxyder le fer et le soufre (Edwards, 2004
; Edwards et al., 2005). Bien que 'oxydation se produise aussi de maniére abiotique au contact de
leau de mer, ces bactéries participent activement a laltération des sulfures et favorisent la
dissolution des minéraux sulfurés natifs (Edwards, 2003a; Edwards, 2004). Il s’agit de
chimiolithoautotrophes obligatoires qui tirent leur énergie métabolique de l'oxydation du fer des
phases sulfurées, telles que la pyrite, et des basaltes, qui contiennent environ 10% de FeO (Edwards
et al.,, 2003b). Profitant des fortes teneurs en carbone organique issu de cette production primaire,
des bactéries hétérotrophes peuvent alors proliférer (Li et al., 2017).
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Figure 6 | A) Riftia pachyptila (Van Dover et al., 2018). B) Bactéries prélevées sur un tube de Riftia pachyptila et
observées en microscopie électronique a balayage (Lopez-Garcia et al., 2002). C) Alvinella pompejana recouvert
de bactéries épibiontes (filaments blancs) et D) habitant des tubes minéralisés qui recouvrent les parois d’un fumeur
noir (Le Bris et Gaill, 2007). E) Kiwa tyleri arborant des soies ventrales interprétées comme des « fermes
microbiennes » (Thatje et al., 2015). F) Population de Kiwa tyleri amassé autour d’'un fumeur noir (Thatje et al.,
2015). G) Bathymodiolus azoricus, Lucky Strike Vent Field, Mid-Atlantic Ridge (IFREMER). H) Coupes de branchies
de spécimens de Bathymodiolus hybridées avec des sondes fluorescentes spécifiques du symbiote méthanotrophe
(en vert) et du symbiote thiotrophe (en rouge) (Duperron et al., 2006).
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La macrofaune mésophile qui peuple les zones autour des cheminées hydrothermales
actives héberge des populations microbiennes. Ces microorganismes se développent donc selon la
méme gamme de température que la macrofaune, comprise entre 15°C et 40°C, et présentent, pour
la plupart, des métabolismes chimiautotrophes aérobies a microaérophiles (Fig 5). IIs permettent
I'oxydation de différents composés impliqués dans des processus de détoxification et assurent la
production primaire essentielle a la macrofaune hétérotrophe.

Dans certains cas, il s’agit d’'une colonisation de surface avec une simple relation
commensale. Par exemple, diverses communautés microbiennes — dominées par des bactéries
oxydatives du soufre — colonisent les surfaces extérieures du tube chitineux de Riftia pachyptila, un
ver tubulaire géant (Fig 6A et B) (Lopez-Garcia et al., 2002). Les relations hotes-microorganismes
symbiotiques sont majoritaires, avec une distinction entre les ectosymbioses et les endosymbioses.
Dans les relations ectosymbiotiques, les microorganismes sont situés a 'extérieur des tissus de
I’héte. Elles sont généralement hypothétiques. On peut citer 'exemple du ver polychete Abvinella
pompejana, qui vit dans des tubes a I'extérieur des fumeurs noirs ou la température environne les
70°C (Van Dover, 2000) (Fig 6C et D). Alvinella héberge diverses communautés microbiennes sur
ses surfaces dorsales, notamment des bactéries microaérophiles oxydant le H.S. Bien que la nature
de cette relation ne soit pas encore claire, il est possible que ces bactéries détoxifient le HoS (Le
Bris et Gaill, 2007 ; Flores, 2011). Un autre exemple d’ectoymbiose concerne les étonnants « crabes
yétis », des galathées qui présentent une forte pilosité, en particulier Pespéce Kiwa tyleri. Cette espece
réside dans l'environnement proche des cheminées — quelques meétres — car leur distribution est
physiologiquement limitée par les eaux environnantes et froides de I'océan Austral (Thatje et al.,
2015) (Fig 6E et F). Leur pilosité consiste en des soies ventrales tres denses, colonisées par des
bactéries chimiosynthétiques, constituant donc des « fermes microbiennes » qui font office de
garde-manger (Thatje et al., 2015).

Enfin, il existe des relations endosymbiotiques comme celles entretenues entre les moules
abyssales du genre Bathymodiolus avec des bactéries thiotrophes (oxydation du soufre) et
méthanotrophes (oxydation du méthane) (Fiala-Médioni et al., 2002) (Fig 6G). Les symbiotes sont
logés dans des vacuoles a l'intérieur de cellules épithéliales branchiales appelées bactériocytes, et
permettent a ’animal d'exploiter simultanément I'énergie de ces deux types de réducteurs (Fig 6H).

2.2. Communautés microbiennes du site actif : panache et structure de la cheminée

Les zones les plus exposées au fluide hydrothermal, comme le panache lui-méme, abritent
aussi des microorganismes. Elles sont dominées par des espéces thermophiles (40°C a 80°C) et des
hyperthermophiles (> 80°C) anaérobies ou microaérobies, capables de faire face aux conditions
extrémes imposées par le fluide et d’en tirer parti.

Les panaches ont été relativement bien étudiés. Des études dans les années 1980-1990
suggéraient déja qu’il s’agissait de zones de forte productivité avec une biomasse élevée (e.g. Winn
et al, 1986; Naganuma et al., 1989 ; Juniper et al, 1998). Les sources potenticlles de
microorganismes dans les panaches peuvent étre divisées en trois grandes catégories : (1) les
communautés benthiques autour des cheminées, (2) les communautés pélagiques de la colonne
d’eau, ou (3) les communautés a l'intérieur du panache. Ces communautés microbiennes sont
certainement dynamiques dans le temps et dans l'espace car I'environnement géochimique du
panache évolue, comprenant différents degrés d’oxydation et de dilution (Dick et al., 2013). Il s’agit
majoritairement de microorganismes présents sous forme libre ou attachés a des particules. Ils sont
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aussi autotrophes en majorité, capables d’oxyder les composés soufrés, le méthane, 'ammoniac ou
le fer, comme en attestent des études transcriptomiques (e.g. Baker et al., 2012 ; Lesniewski et al.,
2012 ; Anantharaman et al., 2013). Il été montré que la population des panaches est bien distincte

de celle de la colonne d’eau environnante, avec une concentration cellulaire élevée de 'ordre de
1x107 cellules/ml. (Lam et al., 2004 ; Lam et al., 2008 ; Dick et Thebo, 2010 ; Dick et al., 2013).

Les portions intermédiaires et extérieures des cheminées se caractérisent par une forte
porosité et perméabilité, et par des gradients fluctuants d’oxygénation et de température qui varient
subitement en quelques minutes (Baross et Deming, 1985 ; Tivey et al. 2002 ; Schrenk et al., 2003
; Lin et al., 2016). Ces fluctuations brutales de température et d’oxygénation ne fournissent pas des
conditions optimales pour que la vie y prolifere. Les organismes sont généralement adaptés a des
conditions bien particulicres, par exemple en gamme de température ou d’oxygénation. En outre,
ces fluctuations sont liées a la difficulté d’étudier les microorganismes 7z situ et contribuent aux
interrogations qui subsistent sur la possible/probable colonisation des fumeurs noirs pat le vivant.

L'utilisation combinée d'analyses moléculaires et de méthodes de cultute en milieu enrichi
suggérerait la présence de microorganismes reposant sur une grande variété de métabolismes
chimioautotrophes, hétérotrophes et mixotrophes. Ils pourraient étre anaérobies stricts, anaérobies
facultatifs, microaérophiles et aérobies obligatoires (Jannasch, 1995 ; Karl, 1995 ; Takai et al., 2000,
Flores et al., 2011). Néanmoins, les zones les plus chaudes des cheminées sont généralement
appauvries en dioxygene et en nitrates, ce qui limite les métabolismes aérobies (Lilley et al., 1993).
Ces études reposent en particulier sur I’échantillonnage de morceaux de cheminées selon le gradient
de température, qui sont ensuite incubés dans un milieu enrichi et permettent d’isoler des souches
d’intérét. Des archées vivraient donc a l'intérieur des fumeurs noirs, avec une nette prédominance
de Thermococcales, parfois associées a des Archaeoglobales, des Desulfurococcales, des
Methanopyrales ou des Methanococcales (e.g. Takai et al., 2001 ; Nercessian et al., 2003 ; Schrenk
et al., 2003). Ces archées reposeraient sur des métabolismes strictement anaérobies. Elles seraient
alors hétérotrophes, capables de réduction du soufre/sulfate, ou autotrophes et notamment
méthanogenes. La colonisation de la cheminée par une telle communauté hyperthermophile restant
a prouvet, leur importance écologique et géochimique demeure inconnue.

Bien qu’indispensables, ces deux méthodes d’incubation et d’analyses moléculaires ne
suffisent pas a prouver leur présence durable au sein de la cheminée. L’incubation de morceaux de
cheminées dans un milieu riche n’est pas équivalente a une observation 7 sitn (Fortunato et al.,
2021). 11 n’est pas non plus possible de déterminer quelles zones sont peuplées ou non et de
déterminer les températures des zones qui seraient habitées. Il en va de méme pour les analyses
moléculaires. Le géne codant pour PARN ribosomique 168 a été détecté dans toute I’épaisseur
d’une cheminée, de méme que certains lipides archéens et bactériens (Schrenk et al.,, 2003 ;
Blumenberg, 2007). Une étude a méme révélé la présence d’une diversité substantielle I’ADN
ribosomique microbien (ADNr) dans une eau de fumeur noir a plus de 300°C. Cela dépasse de loin
la température maximale de croissance pour Pyrolobus fumari (113°C), pourtant la plus
hyperthermophile connue a ce jour (Bléchl et al., 1997 ; Takai et al., 1999).

Deux questions principales se posent. Les parois des cheminées hébergent-elles le vivant ?
Si oul, quelle épaisseur de la cheminée est-elle concernée ? Les réponses a ces questions sont
indispensables pour déterminer 'impact que peut avoir le vivant sur ces systemes non négligeables
a I’échelle de la Terre.
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I1. Biosignatures et biominéraux

1. Les biosignatures

1.1. Les biomorphes : de fausses pistes dans I'identification de cellules

Comment faire pour déterminer si la vie colonise bel et bien l'intérieur des cheminées
hydrothermales ? Comment localiser des microorganismes dans de tels environnements ?
I’observation, dans des roches, de structures semblables a des cellules n’est pas toujours univoque.

Une controverse célebre illustre ce probleme : la controverse des « microfossiles » de ’Apex
datés de 3.46Ga (Pilbara, Australie) (Awramik et al, 1983 ; Schopf et Packer, 1987). Ces
microstructures carbonées et filamenteuses ont été initialement identifiées comme des fossiles de
cyanobactéries (Schopf, 1993). Peu d’analyses complémentaires sont menées pour vérifier leur
nature biologique, a 'exception d’analyse isotopiques équivoques (Ueno et al,, 2001). Cette
découverte devient donc celle des plus anciennes traces de vie jamais trouvées.

La controverse nait des années apres, lorsque Brasier et al. (2002), révelent la présence
d’autres filaments identifiés comme des phases minérales typiques d’un milieu hydrothermal. Les
microstructures de I’Apex se sont donc formées en conditions hydrothermales. Schopf et al. (2002)
réalisent de la spectroscopie Raman et démontrent la présence de kérogene, ce qui confirmerait
origine biologique des filaments. Cette technique n’est toutefois pas suffisante pour attester de
maniere univoque le caractere biologique des matériaux carbonés (Pasteris et Wopenka, 2003).
Tandis que Brasier et ses collaborateurs multiplient des observations pétrographiques et
géologiques qui renforcent ’hypothese abiotique (Brasier et al., 2004, 2005, 20006), Schopf et ses
collegues continuent de se baser sur la spectroscopie Raman et la microscopie confocale a balayage
laser pour affirmer le caractere biologique des filaments (Schopf, 2006 ; Schopf et al., 2007 ; Schopf
et Kudryavtsev, 2009).

Des contaminants carbonés et des artéfacts abiotiques qui ressemblent a des microfossiles
sont ensuite observés dans les cherts de ’Apex, complexifiant encore le débat (e.g. Pinti et al., 2009
; Marshall et Olcott, 2013). Récemment, des techniques d’imagerie a haute résolution spatiale
permettent a Brasier et ses collaborateurs de démontrer que les microstructures consistent en des
feuillets de phyllosilicates disposés autour de la limite des cristaux, ce qui les fait ressembler a des
filaments carbonés (Brasier et al., 2015 ; Wacey et al., 2016 ; 2019). Le consensus général s’accorde
désormais a dire que ces microstructures ne sont pas des microfossiles.

En effet, des biomorphes, i.e. des structures abiotiques semblables a des cellules, peuvent
se former dans une grande diversité de milieu. On peut citer le cas des biomorphes formés
expérimentalement dans des milieux alcalins riches en silice par Garcia-Ruiz et al. (2002, 2003,
2009) (Fig 7A et B). Des microstructures avec des niveaux élevés de complexité peuvent se former
par des processus d’auto-assemblage (e.g. McCauley et Roy, 1974 ; Gower et Tirrell, 1998 ; Knoll
et Steinbock, 2018) (Fig 7C a F). Bien que les arguments morphologiques soient encore utilisés par
certains auteurs (e.g. Dodd et al., 2017 ; Kremer et Kazmierczak, 2017 ; Rouillard et al., 2020 ;
Coutant et al., 2022), il est désormais plus consensuel de considérer que les morphologies sont
équivoques.
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Figure 7 | A) et B) Images MEB de biomorphes inorganiques a base de silice-witherite (Garcia Ruiz et al., 2002).
C) — F) Formes répandues de biomorphes inorganiques a base de baryum (Knoll et Steinbock, 2018). G) - I)
Images MEB de différents morphotypes de biomorphes organiques, formés en présence de soufre élémentaire,
d’extrait de levure et/ou de peptone (Cosmidis et Templeton, 2016). J) et K) Images MEB de biomorphes
organiques formés en présence de quartz, d’ARN et d’'H20 a 200°C, 15 bars (Criouet et al., 2021). L) Analyses
XANES au seuil du carbone des biomorphes organiques et de la référence d’ARN, comparées aux spectres de
microfossiles organique de Wasselonne (Bernard et al., 2009) et de Strelley Pool (Alléon et al., 2018) (Criouet et
al., 2021).
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Toutefois, c’est surtout 'association étroite entre une morphologie complexe et la présence
de composés organiques qui entraine la définition de microstructures comme étant biogéniques
(e.g. McLoughlin et Grosch, 2015 ; Neveu, 2018). Il existe pourtant des cas de biomorphes
organiques (Fox et Yuyama, 1963 ; Folsome et al., 1975 ; Cosmidis et Templeton, 2016 ; McMahon
et Cosmidis, 2022), dont certains remplissent tous les criteres couramment utilisés pour identifier
des microfossiles organiques dans les roches anciennes (Criouet et al., 2021).

Il existe par exemple des biomorphes carbone-soufre, qui consistent en des objets
micrométriques sphériques ou tubulaires (Cosmidis et al., 2016) (Fig 7G a I). Ces biomorphes se
forment spontanément via des gradients chimiques complexes, a température ambiante, dans des
solutions aqueuses riches en H»S qui va s’oxyder en présence de molécules organiques dissoutes, y
compris des molécules organiques simples telles que la glycine (Cosmidis et Templeton, 2016 ;
Cosmidis et al., 2019).

En conditions hydrothermales, des biomorphes organiques peuvent également se former.
Criouet et al. (2021) ont constaté la formation de spheres organiques dans un mélange d’ARN, de
quartz et ’'H,O a 200°C, en anoxie stricte pendant une vingtaine de jours. Ces spheres, d’un
diametre compris entre 0.5 a 5um, sont souvent reliées entre elles et semblables a des cellules en
cours de division (Criouet et al., 2021) (Fig 7] et K). Qui plus est, leur composition analysée par
structure d'absorption des rayons X au seuil du carbone (XANES au seuil du carbone) ressemble
davantage a la composition de bactéries ayant subies une dégradation thermique qu’a celle de TARN
d’origine (Criouet et al., 2021) (Fig 7L).

Par conséquent, la recherche directe de cellules dans les cheminées hydrothermales peut
s’avérer problématique. Quelle autre piste avons-nous ?

1.2. Les biosignatures minérales

Identifier des biosignatures, i.e. des traces/preuves univoques de vie, pourraient permettre
d’attester de la colonisation de microorganismes dans les parois de la cheminée sans pour autant
avoir a observer directement les cellules.

Certaines phases minérales pourraient étre utilisées comme biosignatures, quand bien
méme aucune phase minérale ne constitue, de manicre intrinseque, une biosignature. En effet, il
n’existe aucune phase minérale qui ne soit produite que par le vivant (Weiner et Dove, 2003). Ceci
dit, les organismes peuvent y imprimer des caractéristiques spécifiques, comme la morphologie, la
composition chimique ou la structure cristallographique. L’identification d’une biosignature
reposera alors sur 'un ou l'autre de ces criteres, indépendamment ou collectivement (Fig 8), méme
si aucun de ces criteres ne permet d’identifier une phase minérale comme d’origine biologique de
facon certaine.

Malgré la grande diversité de microorganismes connus et 'ubiquité des biominéraux, il en
existe peu qui regroupent une texture, une morphologie et une composition (organique, chimique
et/ou isotopique) suffisamment caractéristiques pout que l'on puisse les distinguer de leurs
pendants abiotiques. Qui plus est, la chimie de l'environnement peut venir perturber les
caractéristiques initiales du biominéral. Pour que la signature soit vraisemblable, les mécanismes de
formation et la pertinence biologique de la précipitation doivent étre bien documentés.
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Ces précautions sont d’autant plus importantes qu’il existe des « biomorphes » ressemblant
non pas a des cellules, mais a des structures biominérales comme les coquilles (Fig 9A a D). Ces
structures sont a l'origine d’une autre des controverses les plus célebres sur les traces de vie
anciennes : les faux fossiles d’Eozoon, supposés foraminiferes du Précambrien (revues dans
O’Brien, 1970 ; Gould, 1980 ; Dolan, 2022). Cette controverse a commencé en 1858, avec la
découverte de structures laminées dans des calcaires des ILaurentides (Québec, Canada),
interprétées comme des fossiles de foraminiferes (Logan, 1864). Cette interprétation a fait 'objet
d’un vif débat au XIXéme siecle, opposant ceux qui attribuaient une origine biologique a de telles
structures minérales (e.g. Carpenter, 1865 ; Dawson, 1865 ; Dawson, 1879), a ceux qui leur
attribuaient une origine abiotique (e.g. King et Rowney, 1866 ; Carter, 1874 ; Mobius, 1878).

La controverse a duré une trentaine d’années, d’une part car les détails organiques de la
structure étaient indiscernables, et d’autre part car les structures minérales étaient curieusement
réguliéres. Les partisans de I’Eozoon ne parvenaient donc pas a présenter de preuve irréfutable de
biogénicité, tout comme les partisans de lorigine abiotique ne parvenaient pas a établir une
séquence minéralogique qui en expliquerait la forme particuliere. Dans les années 1890, Johnston-
Lavis et Gregory ont mis en évidence la présence de structures similaires a celles d’Eozoon dans des
roches ignées, i.e. éjectées lors d’éruptions volcaniques (Johnston-Lavis et Gregory, 1894), ce qui a
mis fin a la controverse, soldée par un consensus autour de ’hypothéese abiotique (Anon, 1895).

La définition d’une biosignature releve donc d’un probléme conceptuel. Elle ne peut
reposer uniquement sur des critéres de biogénicité et nécessite de s’intéresser aux processus
abiotiques autant quaux processus biologiques.

Forme et texture

des roches
@
Y
59%@@ cv/%-
< O
§ & 0) ’é
S& % T
S %%

BIOSIGNATURES

/If (G%
D o S
(o) / (S . '(\'a . \)e
-99,7/, 3] (=) ‘d\{(\\O\
U ~oC

Figure 8 | Une biosignature peut étre constituée d’un critére ou d’'un ensemble de critére, ici forme et texture des
roches (bleu), morphologie globale du minéral (rose), présence de matiere organique (vert), signatures
géochimiques (jaune) et microtexture des minéraux (rouge).
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Figure 9 | A) — C) Particules hélicoidales de carbonate de calcium formées abiotiquement et ressemblant a des
coquilles de foraminiferes (Gower et al., 1998).

1.3. Les biosignatures : un probléeme conceptuel

Au fil des années, de nombreux auteurs ont mis en évidence la nature équivoque des
principaux critéres utilisés pour discuter de la biogénicité des traces de vie supposées dans les
roches (e.g. Javaux 2019 ; Bernard et al. 2021 ; McMahon et al., 2021). Le terme "dubiofossile" a
meéme été introduit pour décrire les microstructures archéennes dont l'origine biologique est
difficile a déterminer (Awramik et Grey, 2005 ; Sugitani et al., 2007). Un dubiofossile peut donc
étre soit biologique (microfossile), soit abiotique (biomorphe).

En réalité, 'approche consistant a comparer uniquement une liste de critéres entre un objet
d’origine biologique connu et un échantillon ne peut jamais suffire a déterminer le caractere
biologique. Il n’existe aucun critére univoque de biogénicité d’un minéral. Comme I'expliquent
Benzerara et Menguy (2009), il est également indispensable de prendre en compte les processus de
formation du minéral ainsi que le contexte environnemental dans lequel il s’est formé, d’une part
car les caractéristiques et les processus sont relatifs a Uenvironnement, et d’autre part car il est
indispensable de tester si celui-ci fournit des conditions propices a la vie ou non. Mais dans le cas
de la recherche de biosignatures dans des environnements ou les conditions propices a la vie sont
mal connues, i.e. ici les cheminées hydrothermales, les conditions environnementales ne sont pas
nécessairement plus contraignantes qu’une liste de criteres.

24



Chapitre 1

II est nécessaire de comprendre les processus abiotiques au méme titre que les processus
biologiques pour explorer la probabilité que les objets étudiés soient, vraisemblablement, produits
par le vivant ou par le non vivant. L.a conformité d'une biosignature ne dépend donc pas seulement
du fait qu'elle ait été produite par la vie, mais aussi du fait que des processus abiotiques ne puissent
pas la produire. Il est alors nécessaire de réaliser systématiquement des controles abiotiques afin de
comprendre ce qui est indispensable a la formation de 'objet, ce qui ne I'est pas, et dans quelle
mesure les objets biologiques et abiotiques peuvent se ressembler. Ainsi, plutot que de cocher une
liste de criteres en leur attribuant un caractere biologique ou abiotique, il convient de dresser un
portrait probabiliste de I'objet.

Awramik et Grey (2005) proposent d’introduire des termes modérateurs aux arguments de
biogénicité, a savoir « suggestif », « permissif », persuasif » et « irréfutable », que 'on peut lier a une
appréciation probabiliste. Un argument irréfutable ne permet qu'une seule interprétation. Un
argument persuasif admet une autre interprétation, mais moins probable. Un argument présomptif
admet plusieurs autres interprétations, mais moins probables. Un argument permissif admet
plusieurs interprétations équiprobables. Un argument n’est que suggestif lorsque d’autres
interprétations sont plus probables. Ainsi, multiplier les arguments apparait souvent comme une
démonstration de robustesse, mais rassembler plusieurs arguments suggestifs, permissifs ou méme
persuasifs ne leur donne pas pour autant un caractere irréfutable.

Par définition, une biosignature fournit une preuve irréfutable de biogénicité. Or, il n'y a
pas de critere irréfutable sur lequel s'appuyer pour discuter de la biogénicité de structures minérales
ou organiques. Les biosignatures n’existent donc pas en tant que telles, mais une approche serait
de rechercher des traces de vie en se laissant guider par la question suivante : étant donnés les
processus de formation et les différentes caractéristiques observées, est-il plus vraisemblable que
cet objet ait été formé par le vivant ou par des processus abiotiques ?

En aparté, car ceci n’est pas le sujet de cette thése, nous pouvons soulever que dans le cadre
de la recherche sur les premicres traces de vie ou dans un cadre exobiologique, leur identification
pourrait étre, selon les prérequis actuels, fondamentalement insoluble. En effet, si la vie n’est pas
le résultat d'une grande transition de phase entre vivant et non vivant mais émergerait plutot a partir
d’une complexité inorganique puis organique croissante, la question — autant philosophique que
scientifique — serait plutot de savoir a quelle étape doit étre placé le curseur de la vie (Mathis et al.,
2017 ; Heams, 2019 ; McMahon et al., 2021).

2. La biominéralisation chez les procaryotes

Les caractéristiques d’un minéral permettent donc d’en faire une cible potentielle pour la
recherche de biosignatures ; il faudra ensuite chercher a en comprendre les processus de formation.
La notion de biominéralisation regroupe I'ensemble des processus par lesquels les organismes
vivants forment des minéraux, ces derniers étant qualifiés de biominéraux. Les microorganismes
peuvent étre impliqués dans la formation d’un grand nombre de minéraux, tels que des carbonates,
des phosphates, des silicates, des oxydes, des hydroxydes, des sulfates ou encore des sulfures
(Lowenstam, 1981 ; Weiner et Dove, 2003). La biominéralisation se divise en deux grandes
catégories : la biominéralisation controlée (BCM) (Fig 10A) et la biominéralisation induite (BIM)
(Fig 10B) (Lowenstam et Weiner, 1989 ; Frankel et Bazylinsky, 2003 ; Bazylinsky et Frankel, 2003).
On peut également mentionner le cas de 'abiominéralisation (ABIM), que nous définirons comme
un processus de formation minérale par l'intermédiaire de matiere organique d’origine abiotique.
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A) BCM B) BIM
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Figure 10 | Représentation schématique des deux formes de biominéralisation. A) BCM qui implique des
compartiments cellulaires pour la précipitation contrélée de biominéraux. B) BIM réalisée soit par des sous-produits
métaboliques réagissant avec les composés de I'environnement, soit lors de réactions entre le substrat cellulaire
et les ions métalliques présents dans I'environnement. D’aprés Park et Faivre, 2021.

2.1. La biominéralisation controlée (BCM)

La BCM se définit par la formation, majoritairement intracellulaire chez les procaryotes, de
minéraux dont les caractéristiques cristallochimiques sont contrélées par lorganisme. Le
microorganisme a un controle sur la nucléation, la composition, la morphologie et I'emplacement
final du biominéral. Les minéraux issus de BCM sont généralement bien ordonnés sur le plan
structurel, avec une faible distribution de taille et peuvent présenter des caractéristiques cristallines
spécifiques a la souche (revue dans Bazylinski et Frankel, 2003). L'exemple le plus caractéristique
de BCM est la formation de magnétosomes par les bactéries magnétotactiques’, découvertes en
1975 par Richard Blakemore, qui leur permet de s’orienter selon le champ magnétique (Blakemore,
1975 ; 1982) (Fig 11A et B).

Le magnétosome bactérien consiste en un cristal intracellulaire a domaine magnétique
unique, constitué d’un minéral de fer magnétique enveloppé d’'une membrane (Balkwill et al., 1980).
La membrane du magnétosome comprend une vésicule dans laquelle le magnétosome se nucléarise
et se développe par la suite (Gorby et al., 1988 ; Bazylinski et Frankel, 2003).

2 Le terme "bactéries magnétotactiques" n'a aucune signification taxonomique et doit étre interprété comme un
ensemble hétérogene de bactéries qui possédent le caractere de la magnétotaxie (Bazylinski 1995).
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11 existe deux types de bactéries magnétotactiques en fonction de leurs magnétosomes : les
types oxyde de fer qui minéralisent des cristaux de magnétite (FesO,) et les types sulfure de fer qui
minéralisent des cristaux de greigite (Fe;S4) (e.g. Frankel et al., 1979 ; Mann et al., 1990 ; Heywood
et al., 1990 ; Bazylinski et Frankel, 2000a ; Posfai et al., 2013). La synthése du magnétosome est un
processus complexe qui implique un certain nombre d'étapes telles que I'absorption du fer par la
cellule, la formation de la vésicule du magnétosome, le transport du fer dans la vésicule du
magnétosome et la biominéralisation controlée de la magnétite ou de la greigite a I'intérieur de la
vésicule du magnétosome (Bazylinsky et Frankel, 2003).

Ces biominéraux présentent des propriétés spécifiques qui permettraient de les distinguer
des magnétites/greigites abiotiques (Thomas-Keprta et al., 2000, 2001, 2002). Il a donc été suggéré
que ces magnétosomes seraient des biosignatures effectives dans I'enregistrement géologique. A
partir des propriétés des magnétosomes, des critéres de biogénicité ont été appliqués a des cristaux
de magnétite dans la météorite martienne ALH84001: 25% s’avérent correspondre aux
magnétosomes bactériens (Thomas-Keprta et al. 2000 ; 2001 ; 2002). Tandis que certains y voient
une preuve de vie sur Mars, d’autres y voient plutot la preuve que ces critéres ne sont pas
suffisamment robustes pour distinguer les cristaux de magnétite produits de maniere biotique et
abiotique (Buseck et al., 2001).

2.2. La biominéralisation induite (BIM)

La BIM, deuxi¢me grande catégorie de biominéralisation, se définit par I'interaction entre
les ions présents dans environnement et les produits métaboliques de 'organisme. II s’agit d’une
conséquence incontrdlée de lactivité métabolique qui peut entrainer la dissolution et/ou la
précipitation de minéraux. Le métabolisme microbien peut influer sur I'état d'oxydoréduction des
ions aqueux, sur la composition des solutions environnantes en modifiant le pH, par exemple a
travers la production d'agents complexants organiques ou inorganiques, ou encore sur I’état de
sursaturation du milieu (revue dans Frankel et Bazilinsky, 2003).

Les minéraux formés en tant que sous-produits métaboliques sont généralement
nanoctistallins en raison de leur précipitation rapide a partir de solutions qui, localement, sont
sursaturées. Ils sont souvent caractérisés par une large distribution de taille et I'absence de
morphologies cristallines spécifiques. En outre, 'absence de contréle sur la formation des minéraux
peut se traduite par une faible spécificité minérale et/ou l'inclusion d'impuretés dans le réseau
cristallin (Frankel et Bazylinsky, 2003). Dans ce cas, le minéral n’a pas de fonctionnalité propre
pour Porganisme, ou du moins pas de fonction évidente ; la est certainement la plus grande
différence entre les biominéraux issus de BIM et ceux issus de BCM.

11 existe cependant des cas de dépots intracellulaires de minéraux qui floutent la frontiere
entre BIM et BCM, ce que Frankel et Bazylinsky (2003) nomment « BIM intracellulaire », et ce que
d’autres auteurs proposent de renommer « biominéralisation forcée » (Ehrlich et al., 2021). Cette
BIM intracellulaire induit la séquestration de métaux et métalloides dissous dans les minéraux.
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Figure 11 | A) Observation TEM d'une bactérie magnétotactique prélevée dans l'estuaire de la riviere
Pettaquamscutt USA (Devouard et al. 1998). B) Observation MET des magnétosomes de magnétite de
Magnetospirillum magnetotacticum (Bazylinski, 2003). C) Images MEB de cellules BoFeN1 encro(tées apres
incubation dans du fer pendant 1 mois (Picard et al., 2016b). D) Images MEB de cellules BoFeN1 encro(itées aprés
incubation dans du fer pendant 3 jours (Miot et al., 2014). E) Images MEB de cyanobactéries filamenteuses
silicifiées, retrouvées dans un stromatolite du Parc National de Yellowstone (Pepe-Ranney et al., 2012). F) Vue
ventrale de trilobites Triarthrus eatoni pyritisés (Farrell et al., 2011).
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Par exemple, de nombreuses bactéries possédent des protéines de stockage du fer connues
sous le nom de bactérioferritines (Chasteen et Harrison 1999). Ces protéines intracellulaires
contiennent des centres ferroxidases qui catalysent l'oxydation du Fe** et la nucléation d’un
phosphate ferrique amorphe. Le minéral se forme dans une vésicule organique, i.e. enveloppe
protéique, ce qui suggere une stratégie de stockage du phosphate sous forme minérale, bien que
I'organisme ne semble pas controler sa composition ou sa cristallinité (Frankel et Bazylinsky, 2003).

Outre la précipitation, la complexation des métaux par des ligands organiques peut favoriser
la dissolution d'autres phases insolubles (e.g. Pokrovsky et al.,, 2009 ; Oeclkers et Schott, 1998 ;
Welch et Ullman, 1993). Contrairement a la BCM qui produit des biominéraux avec des
morphologies reconnaissables, ceux issus de la précipitation spontanée propre a la BIM peuvent
présenter des caractéristiques similaires a leurs pendants abiotiques (Frankel et Bazylinksy, 2003).

Les surfaces cellulaires et les polymeres dérivés des cellules peuvent également favoriser la
nucléation de minéraux et conduire 2 un encroutement de tout ou partie de la cellule et/ou
conserver les caractéristiques morphologiques de 'organisme (e.g. Miot et al., 2014 ; Kish et al.,
2016 ; Picard et al., 2016a ; Picard et al., 2016b ; Gortlas et al., 2022) (Fig 11C a F). De fait, il est
connu que les substances polymériques extracellulaires (EPS) ou les parois cellulaires forment des
sites d’adsorption favorables a la nucléation de minéraux (Ferris et al., 1987 ; Beveridge, 1989). En
plus de la biominéralisation exercée par les organismes vivants, les matrices organiques et les
composés hérités de ces organismes peuvent conserver des propriétés minéralisatrices apres leur
libération dans le milieu (Défarge et al., 2011).

2.3. I’abiominéralisation (ABIM)

Nous proposons le terme abiominéralisation pour désigner les processus de formation
minérale qui impliquent des structures et/ou des composés organiques abiotiques. En effet, des
composés organiques d’origine abiotiques peuvent eux aussi former des sites d’adsorption
favorables a la nucléation de minéraux, en particulier dans des environnements tels que les fumeurs
noirs ou le lien entre surfaces minérales et matiere organique est au cceur d’hypotheses en chimie
prébiotique (e.g. Huber et Wichterhauser, 1997 ; Mielke et al., 2011 ; White et al, 2015).

L’interaction peut aussi se faire dans lautre sens, ie. les minéraux peuvent altérer
chimiquement des composés organiques simples. Il peut y avoir des changements dans la
composition des molécules organiques lors de la précipitation des sulfures de fer (Huber et
Wichterhauser, 1997). Picard et al., 2021 ont également montré que la précipitation de sulfure de
fer peut induire la polymérisation de peptides et d’acides aminés ou peut induire la formation d’oses
acides en présence d’hexose (C¢Hi2Og). Bien que les cheminées hydrothermales ne semblent
synthétiser que des hydrocarbures simples comme le méthane (CHs) (McCollom et al., 2010), la
mention de l'abiominéralisation est essentielle afin d’introduire l'importance des substrats
abiotiques dans la nucléation hétérogene, 'arrét ou encore le confinement de la croissance des
cristaux (Défarge, 2011).

La formation des minéraux et leurs interactions avec la maticre organique sont
généralement le résultat d’un ensemble de processus, d’un continuum entre BCM, BIM et ABIM
dont les frontieres ne peuvent étre parfaitement définies. La question n’est donc pas de classer les
processus mais de les identifier.
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Cette partie sert aussi a illustrer le fait que méme si des minéraux contiennent de la matiere
organique, ils ne peuvent étre considérés comme des biosignatures vraisemblables tant que 'origine
biologique de leurs composants organiques et leurs mécanismes de formation n’ont pas été
démontrés sans équivoque. La question est donc toute simple : pouvons-nous différencier ces
minéraux les uns des autres, i.e pouvons-nous différencier les biominéraux des abiominéraux ?

3. Biominéralisation de sulfures de fer

Les sulfures métalliques sont les phases dominantes des fumeurs noirs, en particulier les
sulfures de fer. Tandis que de nombreux travaux ont été menés pour comprendre la cinétique et
les processus de formation de la pyrite en conditions abiotiques, 'impact des microorganismes dans
la précipitation et/ou la dissolution des sulfures de fer hydrothermaux demeure énigmatique (e.g.
Benning et al., 2000 ; Rickard et Luther, 2007 ; Rickard, 2012a ; Gartman et al., 2014 ; Matamoros-
Veloza et al, 2018). I est généralement considéré que les sulfures de fer des cheminées
hydrothermales sont abiotiques, alors qu’il est possible que la vie ait joué un role dans leur
précipitation (e.g. Rickard, 1969 ; Gorlas et al., 2018 ; 2022 ; Thiel et al., 2019 ; Duverger, 2020).

3.1 Production de sulfures de fer dans les sédiments de basse température

L’étude du role des microorganismes dans la formation des sulfures de fer a surtout été
menée en contexte sédimentaire de basse température (< 100°C). De fait, les sulfures de fer de
basse température représentent ’écrasante majorité des sulfures de fer a la surface de la Terre et
sont, en grande partie, attribuables a 'activité des procaryotes sulfato-réducteurs (SRP) (Trudinger
etal,, 1985 ; Rickard, 2012b ; Rickard et al., 2017). Les SRP participent a la précipitation de sulfures
de fer a travers des processus de biominéralisation induite. En conditions de surface, le soufre et
le fer se trouvent dans leur état oxydé, c’est-a-dire sous forme de sulfates (SO4*) ou de fer ferrique
(Fe™). Le fer ferrique peut étre réduit grice 2 de nombreux composés réducteurs d’origine
abiotique ou biotique, tels que les composés humiques, les sulfures ou via le métabolisme
d’organismes ferriréducteurs (e.g. Jiang et Kappler, 2008 ; Mortimer et al., 2011 ; Esther et al.,
2015).

A Tinverse, il n’existe pas de processus capables de réduire les sulfates dans les
environnements de basse température, a 'exception de la voie métabolique des SRP (Duverger,
2021). Brievement, il s’agit d’une voie hétérotrophe qui tire son énergie de 'oxydation de la matiere
organique. LLa chaine respiratoire va transporter les électrons générés par 'oxydation d’un composé
organique jusqu’a un composé soufré accepteur d’électrons, les sulfates, qui sont réduits en sulfures
(Duverger, 2021). La présence de SRP peut étre corrélée a 'enrichissement en sulfures de fer dans
certaines zones sédimentaires (e.g. Fortin et al., 1994 ; Labrenz et Banfield, 2004), bien que leur
abondance ne soit pas nécessairement liée aux grands gisements de sulfures métalliques. (Picard et
al., 2016a).

Des études expérimentales conduites en laboratoire ont montré que les SRP sont
impliquées dans la précipitation de sulfures de fer mais rarement de pyrite (Picard et al., 2016a).
Dans la majorité des cas, il s’agit de monosulfures de fer proches de la mackinawite, souvent
amorphes ou peu cristallisés, qui précipitent rapidement en présence des SRP.
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Figure 12 | A) Image TEM de Candidatus Magnetoglobus multicellularis montrant les magnétosomes (fleches
noires) (Abreu et al., 2008). B) Image MET de magnétosomes de greigite cubo-octahédriques. Les fleches noires
indiquent des défauts structuraux dans les cristaux (Posfai et al., 1998). C) Image MET de magnétosomes en forme
de prismes rectangulaires (Bazylinsky et al., 1995). D) Image TEM de magnétosomes de magnétite en forme de
pointes de fleches et de greigite cubo-octahédriques avec des bordures irrégulieres (Lefévre et al., 2011). E) - G)
Images TEM de SRB encroitées dans des sulfures de fer (Picard et al., 2018). H) Stromatolite de la formation de
Tumbiana en vue longitudinale (Coffey et al., 2013). I) Nanopyrites contenues dans les laminations d’un stromatolite
de Tumbiana (Marin-Carbonne et al., 2018).
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Les monosulfures de fer peuvent étre associés a de la greigite lorsque les expériences se
prolongent pendant plusieurs semaines a plusieurs mois (e.g. Rickard, 1969 ; Watson et al., 2000 ;
Gramp et al.,, 2009 ; Zhou et al., 2014 ; Picard et al., 2018 ; Duverger et al., 2020). Quant a la
formation de pyrite, le sulfure de fer le plus stable, elle n’est observée expérimentalement que dans
de rares cas, alors méme qu’il s’agit de la phase la plus répandue dans les environnements naturels
(Rickard, 1969 ; Donald et Southam, 1999 ; Thiel et al., 2019 ; Duverger et al., 2020).

Comme mentionné en partie 2.1, il existe également la formation de greigite intracellulaire
médiée par BCM. Les bactéries magnétotactiques productrices de greigite sont des sulfato-
réductrices appartenant a 'embranchement des Deltaproteobacteria, parmi lesquelles figure le cas
— trés — particulier de Porganisme procaryote multicellulaire Magnetoglobus multicellularis (Abreu et al.,
2007 ; Lefevre et Bazylinsky, 2013) (Fig 12A).

Les magnétosomes de greigite se présentent sous la forme de cubo-octaedres (Fig 12B) ou
de prismes rectangulaires (Fig 12C) avec des bords irréguliers et sont souvent associés a des
magnétosomes de magnétite aux formes plus définies et spécifiques (Fig 12D) (Bazylinsky et al.,
1995 ; Posfai et al., 1998b ; Park et Faivre, 2022). La distribution de taille des magnétosomes de
greigite indique que leur croissance n'est pas aussi strictement controlée que celle des cristaux de
magnétite (Arato et al., 2005). La pyrrhotite et la pyrite ont été proposées comme phases possibles
pour les magnétosomes, mais il s’agissait d’identifications non univoques de la structure cristalline
par diffraction électronique (Farina et al., 1990 ; Mann et al., 1990).

D’apres les analyses d’échantillons environnementaux réalisées par Posfai et al. (1998a), les
données de diffraction suggerent plutét la présence de greigite, de mackinawite non magnétique
(FeS tétragonal) et potentiellement de monosulfure de fer cubique. L'irrégularité des surfaces, les
failles d'empilement et les tensions de réseau trouvées sur les magnétosomes de greigite laissent
penser qu'elles proviennent des restes structurels de la mackinawite ; la mackinawite serait donc un
précurseur de la greigite, phase finale des magnétosomes (Posfai et al., 1998b).

Toutefois, il est peu probable que ces magnétosomes se retrouvent en grandes quantités
dans les minéraux de sulfure de fer des environnements sédimentaires (Posfai et Dunin-Borkowski,
20006 ; Rickard, 2012b). La majeure partie de ces minéraux de sulfure de fer sédimentaires seraient
donc d’autres minéraux, majoritairement formés par BIM sous I'influence de produits métaboliques
microbiens et/ou des structures cellulaires, qui présentent rarement des morphologies ou des
compositions spécifiques (Frankel et Bazylinski, 2003 ; Posfai et Dunin-Borkowski, 2000).

Lorsqu’ils nucléent sur les substrats cellulaires, les biominéraux peuvent incruster tout ou
partie de la cellule, conservant ainsi leur morphologie et leurs composés carbonés (e.g. Picard et al.,
2018) (Figl12E-G). Ils peuvent aussi avoir une composition isotopique distincte de leurs pendants
abiotiques. Pour cela, il est nécessaire de connaitre la composition du réservoir de sulfates afin de
le comparer aux sulfures produits. Cette approche a par exemple permis de mettre en évidence des
traces de sulfato-réduction microbienne grace a Iétude de nanopyrites contenues dans des
stromatolites de la formation de Tumbiana en Australie (Marin-Carbonne et al., 2018) (Fig 12I).
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3.2. Biominéralisation dans les fumeurs noirs : qu’en est-il des hyperthermophiles ?

Le role des microorganismes dans la formation des sulfures hydrothermaux est vu comme
négligeable (Rouxel et al., 2004). Mais une chose est certaine, si des microorganismes sont présent,
ils interagissent avec leur environnement minéral en favorisant la dissolution et/ou la précipitation
des minéraux. Les interactions peuvent impliquer des cas de BIM avec lutilisation directe de
métaux traces (e.g. Fe, Ni, Co, Zn) dans la production énergétique, ou peuvent étre plus passives,
comme lorsque de fines particules de fer se lient a la matiere organique microbienne (Toner et al.,
2009 ; Bennett et al., 2011 ; Wu et al., 2011 ; Holden et al., 2012).

Par exemple, des bactéries ferro-oxydantes telles que la souche mésophile Mariprofundus
ferrooxydans participent a 'oxydation du Fe(II) dans les zones autour des cheminées < 100°C pour
former des oxyhydroxydes de Fe(IIl) en forme de structures filamenteuses semblables a des tiges
(e.g. Emerson et al., 2007 ; Emerson et al., 2010 ; Holden et al., 2012 ; Chan et al., 2016) (Figl3A
a D). L’association de ces bactéries et des minéraux forment des tapis microbiens minéralisés qui
tapissent les surfaces extérieures des cheminées actives (Emerson et al., 2010 ; Chan et al., 2016).
Ces tapis microbiens semblent avoir une structure fonctionnelle liée a I'oxydation
chimioautotrophe du Fe car leur architecture varie en fonction du gradient d’oxydation (Chan et
al.,, 2016).

Ces tapis d’oxyhydroxydes de Fe(Ill) peuvent servir de substrat pour des souches
hyperthermophiles ferriréductrices colonisant 'extérieur de la cheminée (Ver Eecke et al., 2009 ;
Lin et al., 2014 ; Kashyap et al., 2018). Parmi ces souches, on trouve des archées hyperthermophiles
capables de réduire la ferrydrite en magnétite sans aucun intermédiaire (Lin et al. 2014). La
caractérisation a échelle nanométrique de ces magnétites qui mesurent entre 30 et 100nm révele
des cristaux hexagonaux en forme de plaquettes, une morphologie assez unique considérée comme
une biosignature d’(hyper)thermophiles pour certains (Li, 2012 ; Kashyap et al., 2018) (Figl3E a
G).

Néanmoins, des magnétites arborant cette morphologie se sont formées lors d’expériences
abiotiques menées a 450°C dans un systéme komatiite’~H.O—-CO, (Hao et Li, 2015). la
morphologie et les caractéristiques cristallographique ne sont donc pas suffisantes, par contre,
I’association de ce morphotype de magnétites et de tapis microbiens minéralisés en oxyhydroxydes,
présentant une architecture qu’il est possible de corréler avec les conditions environnementales,
constituerait un indice assez robuste quant a leur biogénicité.

Comme dit plus haut, certaines études ont supposé la présence de vie dans les portions
intermédiaires des cheminées (80°C et 150°C). Ces portions seraient colonisées par des procaryotes
hypetrthermophiles avec un métabolisme lié a la réduction du soufre et/ou des sulfates, en
particulier des archées telles que les Thermococcales (Takai et al., 2001 ; Prieur et al., 2004). Des
genes liés a la sulfato-réduction bactérienne ont également été détectés dans les parois externes de
cheminées type diffuseur, i.e. caractérisées par un fluide de plus basse température qui circule dans
des voies d’écoulement secondaire (Kormas et al., 2000).

3 La komatiite est une roche magmatique a olivine et pyroxéne tres riche en magnésium. Elle a la particularité d’étre
quasi exclusive a ’Archéen.
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Figure 13 | A-D) Observation au microscope confocal d’'un tapis microbien en « caillebotis » de bactéries ferro-
oxydantes minéralisée (Chan et al., 2016). A) Les changements de direction des tiges définissent les limites du
caillebotis. B) Interface entre deux directions de tiges : horizontale (bleu) et verticale (jaune). C) et D) Observation
des filaments minéralisés. E) Image MET de magnétites hexagonales produites dans une culture d’archées
hyperthermophiles Pyrodictium delaneyi (Kashyap et al., 2018). F) Image MEB d’une magnétite hexagonale
produite dans une culture de bactérie thermophile (Li, 2012). G) Magnétite hexagonale observée dans la météorite
martienne ALH84001 (Thomas-Keprta, 2000). H)-J) Observation MET et MEB de Thermoccocales incubées avec
du Fe?*. H) Image MET de (a) greigites dispersées dans (b) une matrice organique riche en phosphates de fer
amorphes a proximité de (c) une vésicule de soufre (Gorlas et al., 2018). 1) Image MEB de cellules et vésicules
minéralisées en pyrite. J) Nanocristaux de greigite (fleches noires) et vésicules contenant de la pyrite (fleche rouge)
(Gorlas et al., 2018). K-M) Images MET de Thermococcales produisant des vésicules de soufre et spectre EDXS
associé.
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Les compositions isotopiques des sulfures de fer des cheminées ne semblent pas indiquer
que le vivant ait joué un quelconque réle dans leur formation (Rouxel et al., 2004). Pourtant, des
études expérimentales conduites par Gorlas et al. (2018) suggerent que des hyperthermophiles de
I'ordre des Thermococcales peuvent contribuer a la formation de sulfures de fer. En soumettant
les cellules a un milieu avec une forte concentration en Fe(Il) dissous, soluté majeur dans le fluide
hydrothermal (Taylor et Konhauser, 2011), il apparait que les Thermococcales participent a la
production rapide de pyrite et de greigite. Les débris cellulaires, chargés de phosphates de fer
amorphes, fournissent des substrats pour la nucléation des cristaux de greigite, tandis que les pyrites
semblent précipiter a 'intérieur d’anciennes cellules ou vésicules (Fig 13H a J).

Les Thermococcales sont des hétérotrophes anaérobies qui réalisent de la fermentation
assistée par le soufre élémentaire. Lorsqu’elles sont cultivées dans un milieu riche en soufre
élémentaire, elles produisent des vésicules contenant du soufre qui ont été interprétées comme des
outils de détoxification (Gotlas et al., 2015) (Fig 13K a M). En effet, leur métabolisme réducteur
de soufre élémentaire implique une enzyme NAD(P)H sulfur-oxydoréductase (NSR) (e.g. Kobori
et al., 2010) qui peut conduire a 'accumulation de soufre dans le cytoplasme suite a une exposition
a de fortes concentrations en soufre élémentaire. Cela a par exemple était démontré chez Pyrococcus
Juriosus a partit d’une concentration > 6.4g/L (Schut et al., 2007).

La production de vésicules de soufre permettrait donc de transporter a I'extérieur de la
cellule le soufre en exces dans le cytoplasme. Ces vésicules pourraient participer a la production de
pyrite en présence de Fe*". Dans ce cas, le réactif d’intérét dans la formation de la pyrite ne serait
pas les sulfures — bien que du HuS soit produit lors de la fermentation assistée par le soufre (e.g.
Schut et al., 2013) — mais le soufre détoxifié par les vésicules, peut-étre sous forme de polysulfures
ou de soufre colloidal.

3.3. Séquestration de mati¢re organique par les sulfures de fer

Les matrices minérales peuvent piéger la mati¢re organique (e.g. Keil et Mayer, 2014 ;
Hemingway et al., 2019). C’est aussi le cas des sulfures de fer (Berner, 1982 ; Berner et Raiswell,
1983) et les pyrites framboidales en sont lillustration emblématique. De fait, les pyrites
framboidales sont souvent associées a des milieux riches en matiere organique (e.g. Schallreuter,
1984 ; Bernard et al., 2010 ; Farrell et al., 2011 ; Vietti et al., 2015). Elles se présentent sous la forme
d’agrégats sphériques composés de microcristaux euhédriques (Fig 14A a C). Cette texture
particuliere leur a valu d’étre initialement interprétées comme des microorganismes ou des colonies
bactériennes fossilisés (e.g. Schneiderhohn, 1923 ; Bergh, 1928 ; Love, 1957 ; Massad, 1974).
Jusqua la premiere synthese abiotique de framboides réalisée par Berner (1969), les pyrites
framboidales étaient considérées comme des biominéraux.

On sait maintenant quil ne s’agit pas de biominéraux, ni méme d’abiominéraux, car la
maticre organique ne semble pas nécessaire a leur formation (Ohfuiji et Rickard, 2005). Toutefois,
on ne sait pas quelle influence peut avoir la maticre organique sur leur formation, ou comment
celle-ci se retrouve séquestrée a 'intérieur. Etant donnée leur corrélation avec 'activité microbienne
dans les sédiments anoxiques, il n’est pas incohérent de penser qu’elles puissent en enregistrer les
traces. Des biofilms bactériens ont par exemple été retrouvés dans des framboides (McLean et al.,
2008 ; Wacey et al., 2015) (Fig 16D et E).
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Figure 14 | A) Pyrite framboidale trouvée dans les sédiments récents du lac Pavin (Busigny et al., 2016). B)
Microcristaux équigranulaires disposés en réseau a l'intérieur d’'une pyrite framboidale. Vallée du Nil, sédiments du
Maastrichtien supérieur (Soliman et Gorsey, 2012). C) Amas de framboides provenant de sédiments du bassin de
Nanpanjiang, Chine, sédiments du Trias inférieur (Tian et al., 2014). D) et E) Images MEB d’une matrice de carbone
piégée entre les microcristaux d’'une pyrite framboidale et E) spectres EDXS associés (McLean et al., 2008).

Les phénomenes de biominéralisation peuvent évidemment aussi entrainer la séquestration
de mati¢re organique dans des sulfures de fer. Nous avons vu que les SRP interagissent avec le
Fe(II) présents dans les sédiments et participent a la précipitation de mackinawite et de greigite (e.g.
Rickard et al., 2012b ; Picard et al., 20106a ; Picard et al., 2018). Les SRP peuvent alors se retrouver
incrustés dans les minéraux et en influencer la morphologie globale, ce qui suggere des interactions
entre la maticre organique microbienne et ces sulfures de fer (Picard et al., 2018). Les surfaces
cellulaires, qu’il s’agisse de cellules vivantes ou mortes, sont chargées négativement et vont se lier
directement avec le Fe** (Ferris et al., 1987 ; Beveridge, 1989). Il s’agit d’un mécanisme d’association
des cations aux groupes fonctionnels du carbone relativement connu qui précede la précipitation
de minéraux (e.g. Ferris et al., 1987 ; Beveridge, 1989 ; Chan et al., 2011). La réaction avec les
sulfures va ensuite induire la précipitation de sulfures de fer a la surface des cellules. I existe aussi
des interactions qui ne sont pas seulement électrostatiques, comme la formation de liaisons
chimiques entre les groupements amines des molécules organiques et les atomes de fer de la
mackinawite (Bebié et Schoonen, 2000 ; Plekan et al., 2007 ; Mateo-Marti et al., 2008). Picard et al.
(2019) ont dailleurs démontré une dominance de matériel protéique sur les sulfures de fer.

Des expériences de précipitation de sulfures de fer en présence de divers composés
organiques montrent que la séquestration de composés organiques simples (acides aminés, tryptone
ou extraits de levure) est faible comparée a la séquestration de cellules entieres (Nabeh et al., 2022).
Ainsi la présence de cellules et/ou la structure et l'architecture cellulaires semblent-elles avoir un
role dans 'augmentation de la quantité de carbone organique séquestré (Nabeh et al., 2022). Par
conséquent, outre les caractéristiques morphologiques et texturales des sulfures de fer, la nature et
la quantité de carbone organique séquestré pourrait apporter une information primordiale quant a
sa biogénicité.
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I1I. Enjeux et stratégie

1. Enjeux

Les portions intermédiaires et extérieures des fumeurs noirs se caractérisent par des
gradients fluctuants de pression, d’oxygénation et de température qui peuvent varier subitement,
en quelques minutes (Tivey et al. 2002). Des études ont rapporté la présence du gene codant pour
IPARN ribosomique 16S dans toute I’épaisseur de la cheminée (Schrenk et al., 2003) ainsi que la
présence de lipides archéens et bactériens (Blumenberg, 2007). Néanmoins, la colonisation a
I'intérieur de la cheminée, la localisation selon le gradient de température et le role de ces
microorganismes dans la précipitation de minéraux hydrothermaux sont autant de sujets largement
méconnus et débattus au sein de la communauté scientifique.

La question de la présence de vie dans les cheminées reste ouverte. Il n’est pas simple
d’identifier les microorganismes hyperthermophiles 7z situ. Les adaptations a des facteurs tels que
la température ou la pression ne sont donc pour l'instant étudiées que de fagon culture-dépendante
en laboratoire dans des conditions dites « optimales de croissance ». Ces conditions sont bien
éloignées de celles des systemes hydrothermaux naturels, caractérisés par de fortes concentrations
en métaux tels que le fer, le zinc ou le cuivre (Sander et al., 2011 ; Findlay et al., 2015). Qui plus
est, l'influence de lactivité cellulaire sur la dissolution et/ou la précipitation de minéraux
hydrothermaux n’est pas totalement comprise (e.g. Holden et Adams, 2003 ; Templeton et al., 2009
; Houghton et Seyfried, 2010), en particulier concernant la formation de la pyrite, un minéral
largement connu pour se former en conditions abiotiques (e.g. Yuan et al., 2020).

Certains pensent qu’une part non négligeable des pyrites hydrothermales précipitent du fait
de la sulfato-réduction microbienne (Jannasch, 1995), tandis que d’autres suggérent une
contribution faible, voire nulle, de I'activité microbienne dans la formation des pyrites (Rouxel et
al., 2004). Du fait de I'abondance des sulfures abiotiques provenant du fluide hydrothermal,
I'impact de la biosphere de haute température a longtemps été jugé négligeable.

I1 est donc essentiel d’envisager une autre approche afin de pouvoir, avant tout, confirmer
que des microorganismes hyperthermophiles colonisent bien les fumeurs noirs. Cela permettra
d’apporter des données supplémentaires quant au role des microorganismes dans les cheminées
hydrothermales. Une piste est d’identifier des biosignatures minérales. Une approche
expérimentale, complémentaire d’une caractérisation d’échantillons naturels, pourra permettre de
tester si la formation de pyrite biogénique est plausible ou non en conditions hydrothermales. S’il
y a formation de pyrite biogénique, il est indispensable de tester si ces minéraux peuvent étre
discriminés de leurs équivalents abiotiques afin d’ouvrir la voie a la définition de biosignatures
minérales de microorganismes hydrothermaux.

Ces biosignatures pourraient permettre de localiser les microorganismes hyperthermophiles
dans Iépaisseur de la cheminée pour mieux comprendre leurs interactions avec ces systemes

naturels aux conditions extrémes et fluctuantes.
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2. Stratégie

L’objectif de cette thése est d’identifier des biosignatures minérales de microorganismes
hyperthermophiles, avec toute la complexité qu'implique la notion de biosignature. Une attention
particuli¢re est portée sur I'idée que la conformité d’une biosignature ne dépend pas seulement du
fait qu’elle ait été produite par le vivant, mais aussi du fait que les processus abiotiques ne puissent
pas la produire.

Dans un premier temps, j’ai finement caractérisé le métabolisme de la souche d’archée
hyperthermophile choisie pour cette étude (Thermococcus kodakarensis KOD1) afin de mieux
contraindre les conditions de production des biosignatures minérales. En effet, cette souche
présente des métabolismes différents en fonction des sources d’énergie présentes dans le milieu.
Afin d’exprimer différentes voies métaboliques, les cellules ont été cultivées dans trois milieux de
cultures contenant trois accepteurs d’électrons différents a température optimale de croissance
(85°C). Des suivis de croissance ont été réalisés en couplant différentes méthodes de suivi de
Iactivité cellulaire : comptage cellulaire, mesure de PATP, chromatographie en phase gazeuse (GC-
TCD) et chromatographie en phase liquide (HPLC).

Dans un second temps, j’ai simulé les conditions typiques des fumeurs noirs afin de
documenter les interactions entre les archées et un milieu minéralisant, et de tester la formation de
biominéraux. Le milieu hydrothermal simulé consiste en un milieu riche en soufre et en fer. Les
cellules y ont été placées pour incubation pendant différentes durées a 85°C afin d’étudier la
séquence de production des phases minérales en présence des archées. J’ai caractérisé la
morphologie et la cristallochimie des minéraux formés au cours des expériences a différentes
échelles en combinant des techniques de pointe de la minéralogie : diffraction de rayons X,
microscopie électronique a balayage et a transmission et spectroscopie d'absorption des rayons X
(soufre et carbone).

En parallele, j’ai mené des expériences de production de pyrites abiotiques en présence de
soufre colloidal, de fer ferreux et de différents composés organiques tels que des cellules mortes
(souche KOD1), des membranes cellulaires uniquement (souche KOD1), de extrait de levures ou
encore du carbone graphitique, ainsi qu’en absence de composés organiques. Ce panel d’équivalents
abiotiques a ensuite été caractérisé avec la méme méthodologie que les pyrites produites en
présence de cellules vivantes.

Enfin, j’ai étudié des échantillons naturels de fumeurs noirs fournis par PIFREMER, issus
du site hydrothermal TAG (campagne Bicose 2, IFREMER), en cherchant spécifiquement les
biosignatures identifiées au cours du travail expérimental mené dans le cadre de cette these. J’ai
étudié des profils de cheminée de fagon a comparer la portion interne au contact direct du fluide
hydrothermal, la portion intermédiaire, et la portion externe directement au contact de 'eau de
mer. J’ai employé les mémes techniques de caractérisation que celles utilisées pour les produites
expérimentaux, ce qui m’a permis de discuter de la présence de vie au sein des cheminées des
fumeurs noits.

Il sera ensuite essentiel, lors de travaux futurs, de réaliser des mesures isotopiques — en
particulier du soufre — sur les sphérules de pyrites formées en présence de cellules vivantes et sur
leurs équivalents abiotiques. Cette technique pourrait étre un outil puissant pour mettre en évidence
I'implication biologique dans ces minéraux. Des expériences d’altération seront également
indispensables pour comprendre ce que deviennent ces objets une fois soumis a de forts épisodes
de température.
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Chapitre II

Matériels et méthodes

I. Matériels, dispositifs et protocoles expérimentaux

1. Souche modeéle : Thermococcus kodakarensis IKOD1)

L’ordre des Thermococcales appartient au phylum des Euryarchaeota et comprend deux
genres majoritaires, Thermoccocus et Pyrococens (Huber et Stetter 2001 ; Itoh 2003), et un troisieme

genre comprenant moins d’especes isolées et cultivées en laboratoire, Palacococcns (Takai et al.,
2000).

Thermococcus kodakarensis (souche modele KOD1) (Fig 1A) est une archée hyperthermophile
isolée a partir d’un solfatare (102°C, pH 5.8) sur Ille de Kodakara, Kagoshima, Japon (Morikawa
et al., 1994 ; Atomi et al., 2004). En conditions de laboratoire, KOD1 se développe entre 60° et
100°C, a un pH compris entre 5 et 9 et avec 1 a 5% de NaCl dans le milieu de culture, et de maniére
optimale a 85°C, pH 6.5 et 3% de NaCl (Morikawa et al., 1994). 11 s’agit d’une souche hétérotrophe
et anaérobie stricte, qui se multiplie en présence de composés organiques complexes tels que les
peptides, les acides organiques ou les polysaccharides, et de soufre élémentaire (e.g. Verhees et al.,
2003) ou en présence de composés organiques seuls (Kanai et al, 2013). Les cellules sont
polyploides (7-19 génomes/cellules), en forme de coques irrégulieres et motiles, d’'un diametre
d’environ 1.5um et entourées d’'une membrane diphytanylglycérole di- et tetra-éther lipides, ainsi
que d’une couche externe de glycoprotéines appelée couche S ou S-layer (Atomi et al., 2019).

Figure 1| A) Image cryo-MET d’une cellule de Thermococcales (souche KOD1) avec ses flagelles. B) Image MET
d’une lame fine de cellule de Thermococcales (souche 30-1, T. nautili). CM = membrane cytoplasmique, LPS =
lipopolysaccharides, PS = espace périplasmique et SL = S-layer (Gorlas et al., 2014). C) Cellules de KOD1 avec
des vésicules membranaires (gris) et des vésicules de soufre (noir).
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KOD1 est une souche modele particuliecrement étudiée parmi les hyperthermophiles du
fait de sa croissance rapide. En conditions optimales de croissance (en présence de soufre
élémentaire, 85°C, pH 6.5), son temps de doublement est de 'ordre de 40min, soit un temps
similaire a celui d’E. /. Elle dispose également d’une flexibilité métabolique, c’est-a-dire qu’il est
possible de la cultiver en présence et en absence de soufre élémentaire, mais toujours en conditions
anoxiques. En présence de soufre et de composés organiques, elle est connue pour produire de
I’H.S et elle est particulierement étudiée en absence de soufre (composés organiques seuls) pour sa
faculté a produire de grandes quantités d’Ha (Kanai et al., 2013). Qui plus est, les Thermococcales
produisent de nombreuses vésicules membranaires, ce quelles que soit les conditions de cultures
(Soler et al., 2015). Lorsqu’elles sont cultivées dans un milieu riche en soufre élémentaire, elles
produisent en particulier des vésicules membranaires contenant du soufre (Gorlas et al., 2015) (Fig
1C). KOD1 dispose également d’une compétence naturelle a internaliser de PADN exogene sous
forme circulaire ou linéaire, raison pour laquelle on dispose de nombreux outils génétiques utiles a
son ¢étude (e.g. Sato et al., 2003 ; Atomi et al., 2019).

2. Boite a gants

La boite a gants (BaG) est un dispositif d’enceinte anaérobie dont I'atmosphére est
composée de gaz inerte contenant un taux de dioxygene (Oy) inférieur a 10ppm (Ippm =
Tumol/mol). L’ensemble des manipulations (cultutes et préparations des échantillons) ont été
exécutées en BaG Jacomex™ (Fig 1) sous atmosphére argon (Ar) (< 1ppm Oy) sur le site Buffon
de 'IMPMC, ou sous atmosphere N, (< 1ppm Oy) sur le site Jussieu de FIMPMC et a I2BC afin
d’assurer un milieu anoxique pour la croissance de la souche KOD1 et de limiter le risque
d’oxydation des échantillons au contact de 'air avant les différentes analyses.

Afin de manipuler dans Penceinte anaérobie en (1) (voir figure 2), le matériel est introduit
par le sas en (2) en effectuant trois cycles de vide/gaz (sous vide puis remplissage jusqu’a 1 bar).
Les gants en @ permettent de manipuler directement a l'intérieur de I'enceinte et le moniteur en
® indique les taux d’humidité et d’oxygene a I'intérieur de I'enceinte anaérobie.

1 e | s
Figure 2 | BaG Jacomex™ composée de (1) 'enceinte anaérobie, (2) le sas d’introduction/d’extraction, (3) les gants
de manipulation et (4) le moniteur avec indicateurs de pression, d’humidité (ppm H20) et d’oxygéne (ppm O2).
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3. Fioles de verre et bombes réactionnelles en titane

Traditionnellement, les archées anaérobies sont cultivées dans des fioles de culture en verre qui
peuvent étre serties et rendues étanches (Fig 3A). L’oxygene est éliminé de la phase gazeuse en
effectuant trois cycles de vide/gaz (Ar ou N») a 'intérieur de la fiole sertie, puis éliminé de la phase
aqueuse en ajoutant un agent réducteur, tel que le Na,S, directement dans le milieu de culture. Les
cellules sont ensuite ajoutées et les fioles placées a incuber a la température optimale de croissance
de KOD1 dans des étuves Memmert UN30.

Le matériel géochimique de 'IMPMC a permis de développer une méthode de culture
biologique expérimentale dans des bombes réactionnelles en titane (Fig 3B), qui (1) supportent des
températures jusqu’a 300°C et (2) peuvent étre reliées au GC-TCD pour I'analyse des gaz sous
pression. Les bombes réactionnelles Part® d’une contenance de 22mlL. sont en titane gr4 passivé a
400°C, donc inerte, et n’interagissent ni avec le milieu de culture ni avec les souches ou les
¢chantillons. Les bombes sont rentrées ouvertes dans la BaG puis chargées dans I'enceinte
anaérobie avec les cultures et/ou les échantillons, avant d’étre placées pour incubation dans des
é¢tuves Memmert UN30.

Figure 3 | A) Fiole de culture en verre sertie d’'un bouchon en caoutchouc et d’'une bague en aluminium. B) Bombe
réactionnelle en titane model Parr®.

4. Protocole de cultures en conditions optimales de croissance

Les cellules sont cultivées dans le milieu Ravot, contenant par litre d’eau distillée : 1g NH,4CI,
0.2g MgCL.6H>0O, 0.1g CaCl, .2H20, 0.1g KCI, 0.83g CH;COONa.2H,0O, 20g NaCl, 2g d’extrait
de levure, 2g tryptone, 3g PIPES, 0.001g résazurine (indicateur coloré d’oxydo-réduction) et du
Na2S a 0.05% (w/v) (concentration finale) afin de réduire le milieu de culture. En fonction de la
condition testée (voir Chapitre 3), le milieu est supplémenté, au choix, (1) en soufre élémentaire
(S(0)) a 1g/L, (2) en disulfure organique sous forme L-cystine (CsHi2N2O,4S;) 2 4.1mmolal/L ou
(3) en pyruvate de sodium (CsH3O3Na) a 5g/L.
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Les précultures sont réalisées en fiole de verre et permettent de controler la concentration
cellulaire de départ et la phase de latence. Les cellules sont incubées pendant 12h a 85°C afin
d’atteindre une concentration cellulaire de 'ordre de 1x10% cellules/ml.. Les cellules sont ensuite
inoculées au 1/10°™ dans les bombes réactionnelles en titane pour la durée de 'expérience (suivi
sur 24h avec échantillonnage toutes les 3h de Oh a 12h, puis un échantillonnage a 24h) a une
température de 85°C.

Pour chaque condition, un controle abiotique sans cellules a été réalisé afin de s’assurer
d’une absence de contamination et/ou de réaction abiotique au contact du systeme expérimental.

5. Protocole de cultures en conditions de minéralisation et témoins abiotiques

En conditions de minéralisation, les précultures sont réalisées en fioles de verre selon le
protocole décrit en partie 2.3, dans le milieu Ravot légerement modifié, i.e. contenant moins de
composés organiques, et uniquement supplémenté en soufre élémentaire a 1g/L. Le milieu Ravot
modifié contient par litre d’eau distillée : 1g NH4Cl, 0.2g MgCl..6H>O, 0.1g CaCl, .2H,O, 0.1g KCI,
0.83g CH;COONa.2HO, 20g NaCl, 1g d’extrait de levure, 1g tryptone, 3g PIPES, 0.001g
résazurine (indicateur coloré d’oxydo-réduction) et du Na,S a 0.05% (w/v) (concentration finale)
afin de réduire le milieu de culture. Apres 12h de culture dans ces conditions, les cellules sont en
début de phase de stationnaire.

Pour la minéralisation en fiole, une solution anoxique de sulfates de fer (FeSO4) est directement
ajoutée dans les cultures a une concentration finale de 5mM pour induire la précipitation de
minéraux ferreux. Pour la minéralisation en bombes réactionnelles titane, les cultures sont
transférées en BaG et transvasées dans les réacteurs. La solution de FeSO, est ensuite ajoutée aux
cultures (concentration finale de FeSO4 a 5mM). Les cultures minéralisées (réalisées en triplicat)
sont incubées a 85°C pendant différentes durées, de maniere a pouvoir comparer directement aux
travaux antérieurs de Gorlas et al. (2018 ; 2022), a savoir 5h pour la précipitation de phosphates de
fer amorphes, 96h pour la précipitation de sulfures de fer, 192h pour le phénomene
d’éclaircissement du milieu observé dans Gorlas et al. (2022) et 35j pour documenter une longue
période de minéralisation.

Différents controles expérimentaux ont été produits en triplicat a une température de 85°C et
a une durée de 96h, correspondant au temps d’incubation nécessaire pour produire des sulfures de
fer en présence de cellules :

(1) un contréle biologique consistant en une culture de KOD1 réalisée en milieu Ravot modifié,
supplémenté de S(0) a 1g/L, de Na,S a 0.05 (w/v) en concentration finale, mais sans ajout de
FCSO4.

(2) un controéle abiotique sans cellules consistant en du milieu Ravot modifié, supplémenté avec
1g/L de S(0), du Na2S a 0.05 (w/v) en concentration finale et la solution de FeSO4 a 5mM en
concentration finale.

(3) un controle abiotique sans cellules consistant en du milieu Ravot modifié, supplémenté de
30mmolal de soufre colloidal, de Na,S a 0.05 (w/v) en concentration finale et de FeSO4 2 5mM en
concentration finale.
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(4) un contrdle abiotique sans cellules consistant en du milieu Ravot modifié dépourvu de
matic¢re organique (levure, tryptone et acétate de sodium CH;COONa) supplémenté de 30mmolal
de soufre colloidal, de Na,S a 0.05 (w/v) en concentration finale et de FeSO4 a 5mM en
concentration finale.

(5) un contrdle abiotique sans cellules consistant en du milieu Ravot modifié dépourvu de
matiére organique (levure, tryptone et acétate de sodium CH3;COONa) supplémenté de 2g/L de
patticules de carbone graphitique, de 30mmolal de soufre colloidal, de Na,S a 0.05 (w/v) en
concentration finale et de FeSO4 2 5mM en concentration finale.

(6) un contrdle abiotique sans cellules consistant en du milieu Ravot modifié dépourvu de
mati¢re organique (levure, tryptone et acétate de sodium CH;COONa) supplémenté de lysats
cellulaires de KODT1 (issus de cultures réalisées en Ravot supplémenté de S(0)), de 30mmolal de
soufre colloidal, de Na,S a4 0.05 (w/v) en concentration finale et de FeSO4a 5mM en concentration
finale.

Pour la condition (6), les lysats ont été obtenus a partir de 100mL de cultures réalisées en
présence de S(0). Toutes les manipulations ont été effectuées a I'air libre, en condition aérobie. Les
cultures ont été transférées dans des tubes Falcon 50mL. La plus grosse partie du S(0) a été retirée
en laissant sédimenter les cultures pendant 5min puis en transvasant les cultures dans 2 Falcon
50mL. Les Falcon ont ensuite été placés dans un bain a ultrasons pendant 20mn. Une premicre
centrifugation a été réalisée pendant 15min a 3000g. Le surnageant a été débarrassé et le culot
cellulaire repris dans 5ml. d’eau ultrapure. Une deuxieme centrifugation pendant 15min a 3000g a
été réalisée puis le culot cellulaire repris dans 1.5ml. d’eau ultrapure. Les culots cellulaires ont
ensuite été stockés au congélateur -20°C.
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II. Suivis de croissance et analyses biologiques

1. Comptage cellulaire

Pour le suivi de la croissance, des comptages cellulaires ont été effectués sur une cellule de
Malassez, qui consiste en une lame avec un quadrillage de 5 par 5 unités, représentant un volume
total de 1uL (Fig 4). Le nombre de cellules contenues dans une unité (0.2 * 0.25mm, constituée de
carrés de 0.0025mm?) permet de déduire le nombre de cellules dans la grille totale. Une moyenne
du nombre de cellules a été réalisée sur cinq unités, ramenée au nombre de cellules par millilitre
d’échantillon via un facteur de conversion de 250 000 selon le calcul suivant :

m * 250000 x d = C

avec m la moyenne du nombre de cellules sur 5 unités ; d le facteur de dilution ; C la concentration
de cellules/mlL..

0.25 mm
R

0.20 mm f

ww g

2.5mm i

-
-

Figure 4 | Représentation schématique d'une cellule de Malassez utilisée pour les comptages cellulaires.

2. ATP-métrie

Toute cellule vivante produit et consomme de I'adénosine triphosphate (ATP), la présence
d’ATP dans un échantillon témoigne donc de I'activité métabolique des cellules. L’ ATP-métrie est
une technique qui permet de mesurer la quantit¢ d’ATP présente dans un échantillon par
bioluminescence grace a un luminometre. La réaction de bioluminescence est catalysée par une
enzyme appelée la luciférase, qui controle Tactivation ATP-dépendante de molécules
bioluminescentes appelées luciférines (Lundin, 2000). En présence de dioxygene et I’ATP, la
luciférase active les luciférines qui produisent de la lumicre, l'intensité lumineuse étant
proportionnelle a la quantité I’ATP.
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La réaction de bioluminescence étant catalysée par une enzyme sensible a des facteurs
indépendants de la quantit¢ d’ATP comme le pH, la température ou encore la présence
d’inhibiteurs ou d’activateurs, une standardisation interne est nécessaire pour rendre la mesure
d’ATP quantitativement exploitable. I’intensité lumineuse (I) est mesurée avant (L) et apres
I'ajout d’un standard d’ATP connu (L), permettant de calculer la quantité ’ATP en pmole/mL

de I’échantillon (ATPqmp) selon :
ATPsmp = Ismp / [Ismp + std — Ismp)

11 existe deux types d’ATP :

(1) L’ATP intracellulaire (ATPinm) : ATP contenu dans les cellules vivantes.
(2) I’ATP extracellulaire (ATPeur) : ATP localisé a I'extérieur des cellules.

Les mesures d’ATP ont été réalisées avec le kit BioThema, qui permet de mesurer PATP total
(intracellulaire et extracellulaire) et PATP intracellulaire (Fig 5), et de calculer PATP extracellulaire

en pmole/mL selon :

ATchtra = ATPwtal - ATPintra

. Cellule 4 ATPia x ATPeya
. SouL 50uL 400pLde réactif 10pL d'ATP standard
d'échantillon d'extractant + mesure gy, + mesure lgng + i
® x4
x
% 4+
® +
n:é x® x
N
= ®
< 4+ x
x
\/ \./
1 2 3 4
50uL o SouL 50uL 400uLde réactif 10uL d'ATP standard
d'échantillon d'éliminateur d'ATP,,,, d'extractant + mesure |y, + mesure lymp + st
+ ®
® x
£ ® +
o
= @ ®
< x
® +
\'/ \/
1 2

Figure 5| Protocole de mesure de I'ATP total et de I'ATP intracellulaire en utilisant le kit BioThema et le luminomeétre
GloMax® Navigator.
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3. Dosage d’acétate par chromatographie en phase liquide a haute performance

LLa chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une technique d’analyse
séparative des molécules en phase liquide, basée sur la migration progressive des composés dans
une colonne supportant les hautes pressions. En chromatographie par échange d’ions (IC), les
composés sont séparés selon Iinteraction ionique de leurs groupes chargés avec les charges
opposées de la phase stationnaire.

Les mesures HPLC ont été réalisées a I'I2BC, Gif-sur-Yvette, sur un chromatographe
Shimadzu équipé d’une colonne anionique (exclusion et échange d’anions) débit 0.8mL/min a une
pression de 15 bars et a une température de 55°C. Les cultures de KOD1 ont été réalisées selon le
protocole décrit en 2.3, en conditions soufre et cystine. Les cultures ont été centrifugées a 4000g
pendant 10 min a 10°C, le surnageant récupéré puis conservé a -20°C jusqu’a I'analyse. 20uL. de
surnageant ont été injectés dans la boucle d’injection et entrainés dans la colonne via une solution
d’acide orthophosphorique (H;PO4) a 5 mM en concentration finale (phase mobile).

Le temps de rétention de 'acétate a 6.3 min et la quantification du composé ont été déterminés
via la courbe d’étalonnage d’une gamme d’acétate de potassium a des concentrations de 25g/L,
12.5 g/L, 6.25 g/L, 3.125 g/L et 0 g/L (Fig 6). La droite de corrélation a permis d’obtenir le
coefficient de corrélation (R?) indiquant le facteur de dilution de la gamme, et le coefficient
directeur, implémenté dans la méthode du logiciel. L.a méthode permet d’obtenir directement la
concentration en g/L d’acétate dans ’échantillon étudié grace a 'aire du pic d’acétate obtenu sur
les chromatogrammes.

y = 6505,2x R?=0,9781
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Figure 6 | Gamme réalisée a partir de I'aire du pic d’acétate obtenu sur les chromatogrammes en fonction de la
concentration d’acétate de potassium en g/L. Coefficient de corrélation (R?) de 0.9781 et coefficient directeur (y) de
6505.2x.
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4. Chromatographie en phase gazeuse avec détecteur de conductivité thermique

4.1. Principe du chromatographe en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (GC) permet de séparer les molécules d’'un mélange
gazeux. Les composés volatils de 'échantillon sont transportés par un gaz porteur inerte, ici de
Pargon (> 99 .999% - Air Liquide ALPHAGAZ 1), afin de n’interférer ni avec ’échantillon, ni avec
la phase stationnaire. L.a phase stationnaire (colonne) retient les composants contenus dans
I’échantillon et les sépare selon Iaffinité des composants avec cette phase. On peut ainsi analyser
la composition des gaz contenus dans les bombes réactionnelles en identifiant les molécules et en
les quantifiant. Grace a un adaptateur développé a FIMPMC, les bombes réactionnelles en titane
contenant les cultures peuvent étre reliées au chromatographe afin de mesurer et d’analyser les gaz
produits par les archées hyperthermophiles en fonction des conditions métaboliques décrites en
partie 2.3.

A) 1. Circulation d'air chaud dans la ligne externe

v (LD,
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r
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~ .~~~ Céable chauffant
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Figure 7 | Schéma du GC-TCD (en gris) avant I'analyse, adapté d’aprés Lecasble (2023). A) Circulation d’air chaud
pour sécher le circuit externe (en vert). v1 et v2 sont en position ouverte, v94 en position B, v93 en position A. B)
La bombe réactionnelle est connectée au circuit externe et la ligne est mis sous vide. Configuration identique a
celle en A). C) La vanne de la bombe réactionnelle (r) est ouverte et le gaz de I'’échantillon (en violet) s’équilibre
dans la boucle de chargement. v1 est ouverte, v2 fermée, v94 en position B et v93 toujours en position A.
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Les mesures ont été réalisées a 'IMPMC, site Buffon, sur un chromatographe Shimadzu GC-
2014 couplé a un détecteur de conductivité thermique TCD-2014 qui mesure la différence de
conductivité entre le gaz porteur et les gaz de I’échantillon. Le chromatographe est équipé de deux
colonnes, a savoir une HayeSep Q (80/100, 1.8 m x 1/8 pouce, 2 mm) suivie d’une colonne
Molecular Sieve 13X ou Molsieve (60/80, 1.8 m x 1/8 pouce, 2 mm) (désignées HS et MS en Fig
7 et 8, respectivement). L.a Molsieve est congue pour piéger et séparer les gaz les plus volatils (Oo,
N2, Hz, CO et CH,) tandis que la colonne HayeSep sépare les gaz avec un temps de rétention plus
long (CO,, NH; et H>O). Dans cette these, la colonne MS a été isolée afin d’éviter tout risque de
contamination avec 'H,S produit par les cellules dans certaines conditions. L’intégralité des gaz
passe donc uniquement par la colonne HS.

Un prétraitement est nécessaire avant I'analyse (Fig 7). Une pompe a vide DIVAC 1.4HV3C
(<0.01 bar) est reliée au circuit externe (en vert sur la Fig 7A et B) sur lequel sont disposées deux
vannes, vl et v2. L.a pompe a vide permet, avant connexion de la bombe réactionnelle, de faire
circuler de T'air chaud dans le circuit pendant 5min, vl et v2 ouvertes, afin d’empécher une
¢éventuelle humidité (Fig 7A). Une bombe réactionnelle, vanne fermée, est connectée a la ligne
externe qui est mise sous vide par activation de la pompe a vide pendant 10min (Fig 7B). Vanne
v2 fermée, la vanne de la bombe est ensuite ouverte et le gaz (en violet) se détend dans la boucle
de chargement (Fig 7C).

Une fois le gaz équilibré dans la boucle de chargement, le systéeme est prét pour I'analyse (Fig
8). La vanne v94 effectue une rotation et passe en position A, ce qui permet au gaz porteur de faire
circuler le gaz de I’échantillon dans le circuit interne (en bleu) jusqu’a la colonne HS (Fig 8A). La
vanne v94 revient ensuite en position B. L’intégralité des vannes du circuit externe sont ouvertes
et le vide est effectué sur la ligne pour la débarrasser des résidus de gaz (Fig 8B). Pendant ce temps,
le gaz de I’échantillon continue de circuler dans le circuit interne, les différents composés sont
séparés par la colonne HS et arrivent jusqu’au détecteur TCD avec des temps de rétention
différents.

1. Injection du gaz dans le circuit interne
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Figure 8 | Schéma du GC-TCD (en gris) pendant I'analyse, adapté d’aprés Lecasble (2023). A) Injection du gaz
de I'échantillon dans le circuit interne, poussé par I'argon. v1 et v2 sont en position fermée, v94 passe en position
A, v93 en position A. B) Vide sur le circuit externe pour retirer toute trace de gaz. Le gaz de I'échantillon circule
dans le circuit interne et arrive jusqu’au TCD. v1 et v2 sont en position ouverte, v94 revient en position B, v93
toujours en position A.
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4.2. Développement méthodologique

L’utilisation de la seule colonne HS rend plus difficile la séparation séparation des gaz, par
rapport a une configuration a deux colonnes (HS + Molsieve). Un programme spécifique a donc
été adopté en réduisant la rampe de chauffe tout en optimisant la durée d’analyse (Fig 9). Malgré
cette optimisation, O, et Nz ne peuvent étre séparés sans utilisation de la Molsieve (Fig 10).

Le protocole de quantification des gaz a été développé par Lecasble (2023). Brievement, il s’agit
d’analyser des mélanges de gaz de composition connue (Air products), ou gaz de référence, ce qui
permet d’identifier leur temps de rétention (Fig 10). Analysés a différentes pressions, cela permet
d’étalonner la réponse du gaz au détecteur TCD (Table 1). Ce protocole a été utilisé pour étalonner
le détecteur a 'H»S. Trois mesures ont été réalisées a 1 bar en faisant buller 'HoS de référence dans
une solution tampon de nitrate d’argent (AgNO3) a une concentration finale de 0.1M (Fig 11). A
noter que la réponse du gaz au TCD est directement proportionnelle a sa quantité, mais que chaque
gaz présente une conductivité thermique différente et donc une réponse différente (Fig 10).
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Figure 9 | Programme utilisé pour I'analyse des gaz au GC-TCD. La température de départ est de 40°C et la rampe
de chauffe est particulierement ralentie entre 9 et 24min pour optimiser la séparation d’'H20 et d’'HzS.
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Figure 10 | Identification des gaz selon leur temps de rétention. H2 a 1. 1m|n (bleu clair), O2+N2 a 1.4min (vert),
CO2 4.2min (rose), H2S a 15.2min (orange) et H20 a 16.3 (bleu).
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Tableau 1 | Coefficient directeur pour les gaz Hz, Oz, N2, CO2, H2S et H20, basé d’aprés Lecasble (2023).

H» O» N, CO, H,S H,O
Coefficient 14582 1335 1180 1100 1043 1E10’

y = 1043,2x R2 = 0,9556
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Figure 11 | Calibration du H2S mesurés par le GC-TCD.

Il est important de noter que la calibration est effective pour la pression partielle a I'intérieur
de la boucle de chargement, et non a lintérieur de la bombe réactionnelle. Du fait de la
décompression des gaz entre la bombe réactionnelle et la boucle de chargement, la concentration
a l'intérieur de I’échantillon est supérieure a celle mesurée par le GC-TCD. Afin de connaitre les
concentrations absolues, un développement méthodologique additionnel est nécessaire pour
connaitre le volume de la boucle de chargement, les volumes de la bombe a chaque étape du
parcours a 'intérieur du GC-TCD (Fig 7 et 8), ainsi que les volumes qu’occupent les différents gaz
a 'intérieur de la bombe réactionnelle.

Durant cette these, il a principalement été question de réaliser un suivi cinétique (3h, 6h,
9h, 12h et 24h de croissance) des gaz dans des cultures de KOD1 réalisées en bombes réactionnelles
en titane pour trois conditions métaboliques, a savoir en présence de soufre élémentaire, de L-
cystine et de pyruvate de sodium.
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I1I. Analyses sur les cultures en conditions de minéralisation

1. Diffraction de rayons X et affinement Rietveld

Dans une mati¢re amorphe, les molécules et les atomes sont agencés sans ordre a grande
distance, typiquement au-dela de 1nm. Dans le cas contraire, les molécules et les atomes sont
agencés de maniere ordonnée a grande distance, formant un réseau tridimensionnel composé de «
nceuds ». Le matériau est alors défini comme cristallin. Les atomes d’un cristal sont arrangés selon
des plans réticulaires regroupés en familles (hkl) de plans paralleles espacés par une distance
interréticulaire (d).

La diffraction de rayons X (DRX) est une technique particulié¢rement bien adaptée a I’étude des
matériaux cristallins qui donne des informations sur les structures et les orientations privilégiées
des cristaux (texture). La diffraction des rayons X consiste en une interférence constructive (ondes
en phase) d'un faisceau de rayons X avec une longueur d’onde (1) de l'ordre de I'angstrom. Les
conditions d’interférences constructives sont déterminées par la loi de Bragg (Bragg, 1913) :

nl=2dsin 6

avec n Pordre de diffraction, 4 la longueur d’onde des rayons X, d la distance interréticulaire de la
famille de plans responsable de la diffraction et 6 I'angle incident (Fig 12).

Dans le cas de la diffraction sur poudre, I’échantillon est irradié par une source
monochromatique de rayons X selon des angles différents. La distribution aléatoire des cristallites
permet d’avoit, pour chaque famille (hkl), un certain nombre de plans diffractant le faisceau
incident selon la loi de Bragg, ce qui génere des pics d’intensité variable : le diffractogramme. Par
conséquent, le diffractogramme peut étre vu comme I'empreinte digitale d’un matériau donné.

rayon incident
S

distance (d)

Figure 12 | Schéma illustrant le principe de la diffraction des rayons X. Adapté d’aprés Van Meerssche et Feneau-
Dupont (1984).
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1.1. Préparation des échantillons

La préparation des échantillons a été effectuée en BaG Jacomex™ sous atmosphére Ar et/ou

N: (< 1 ppm Oy). 5SmL de chaque suspension a été centrifugé a 3000g/min pendant 10min. Le
culot a été repris dans 500uL. d’éthanol pur puis séché dans I'enceinte anaérobie sans rincage. Les
échantillons ont été placés sur une pastille de Si monocristalline (111) insérée dans une chambre
d'échantillonnage anoxique fabriquée sur mesure a 'IMPMC, équipée d’une fenétre en film
Kapton® La chambre d’échantillonnage a ensuite été sortie de la BaG et les diffractogrammes
acquis via un diffractomeétre XPert Pro Panalytical.

Les données ont été obtenues en utilisant une source monochromatique Co K[ (4 = 1.78901
A) en mode continu. I.’anode de cobalt permet, par rapport a I’'anode traditionnelle en cuivre, de
s’affranchir autant que possible de la fluorescence des phases porteuses de fer. Les
diffractogrammes ont été acquis pour des angles variant de 5 a 100° avec un pas de 0.033° pour un
temps de comptage de 200ms, soit un cycle de 1h30. Deux cycles ont été réalisés afin d’augmenter
le rapport signal/bruit. Les diffractogrammes ont ensuite été raccourcis au domaine 10-100°20
pour éviter la bande diffuse du film Kapton®a 7.2°. Les données ont été analysés avec les logiciels
HighScore et QualX, qui disposent respectivement des bases de données minéralogiques Powder
Diffraction File (PDF2) (Gates-Rector et Blanton, 2019), base de données officielle de
I'International Centre for Diffraction Data (ICDD), et Cristallographie Open Database (COD)
(Grazulis et al., 2012), base de données en libre acces.

1.2. Affinement Rietveld

La méthode Rietveld permet d’extraire des informations structurales a partir dun
diffractogramme, et de quantifier les proportions relatives des différentes phases minérales
contenues dans un échantillon (Rietveld, 1969). Tous les diffractogrammes ont été normalisés au
pic du film Kapton® afin de pouvoir comparer les quantités des phases minérales présentes d’un
échantillon a I'autre.

Les analyses Rietveld ont été réalisées avec le code xnd_1.3 (Berar et Baldinozzi, 1998) en
utilisant des pseudo-fonctions de Voigt pour décrire les profils de pics de diffraction des phases
minérales. Les parametres cristallographiques de départ (groupe d’espace, positions atomiques,
facteurs d’isotropie Debye-Waller) sont issus de Rettig et Trotter (1987) pour le soufre élémentaire
S(0), de Lennie et al. (1995) pour la mackinawite FeS, de Stanjek et Schneider (2000) pour la greigite
FesS, et de Bayliss (1977) pour la pyrite FeS,. La structure de [1-Fe,PO4O a partir de Tjjaali et al.
(1990) a été utilisée pour le composé « barbosalite-like » dans la solution solide Fe4(PO4),0, —
Fe4(PO4)3(OH)s. L’occupation du fer a été raffinée sur le composé « barbosalite-like » pour bien
rendre compte des intensités relatives. Les facteurs d’échelle (S-factor) ont été raffinés pour toutes
les phases minérales puis utilisés pour calculer la fraction massique relative des minéraux dans les
échantillons, en utilisant la procédure de Bish et Post (1993.
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2. Microscopie électronique

Tandis que la microscopie optique repose sur la lumicre visible, le rayonnement utilisé par
la microscopie électronique consiste en un faisceau d’électrons qui permet d’atteindre une
résolution de 'ordre du pm. Les sources d’électrons sont généralement des filaments de tungsténe
(W), des cristaux de LaB6 ou des pointes de tungstene a effet de champ (FEG).

Les premiers microscopes électroniques sont construits par analogie avec les microscopes
optiques et selon les mémes principes optiques (Knoll et Ruska 1932). Il s’agit donc de microscopes
électroniques en transmission qui nécessitent des échantillons trés fins afin de pouvoir étre
traversés par le faisceau d’électrons. Les microscopes électroniques a balayage sont développés
ultérieurement et permettent de produire des images sur des échantillons plus épais sans avoir a les
traverser. Dans les deux cas, les lentilles utilisées sont des bobines électromagnétiques et
électrostatiques qui font converger le faisceau d’électrons. La distance focale peut étre modifiée en
ajustant le courant dans les lentilles.

2.1. Microscopie électronique a balayage

Le microscope électronique a balayage (MEB) permet d’obtenir des images de la surface d’un
¢chantillon épais > 1pum en utilisant le principe des interactions électrons-maticre. Un faisceau
d’électrons primaires (énergie comprise entre 5 et 15kV) est envoyé sur I’échantillon, ce qui conduit
a I’éjection d’électrons secondaires et rétrodiffusés dans le sens inverse du faisceau. Dans le cas de
la diffusion inélastique, il y a perte d’énergie et une faible déviation spatiale : les électrons
secondaires sont peu liés au noyau et proviennent d’atomes proches de la surface, ce qui permet
de visualiser la topographie de I’échantillon avec une bonne résolution spatiale (Fig 13). Les
électrons rétrodiffusés proviennent d’une diffusion élastique, sans perte d’énergie mais avec une
forte déviation spatiale, et sont quant a eux des électrons primaires déviés par la présence des
noyaux atomiques de I'échantillon (Fig 13). IIs proviennent d’atomes situés plus profondément
dans I’échantillon ce qui produit un contraste dépendant des densités électroniques dans les zones
imagées. A densité égale, les zones constituées d’éléments chimiques possédant un numéro
atomique (Z) élevé produiront donc davantage d’électrons rétrodiffusés que celles contenant des
éléments a Z moins élevé.

Dans le cas des échantillons liquides, la préparation a été effectuée en BaG Jacomex™ sous
atmosphere Ar ou N2 (< Ippm Oz). ImL de chaque échantillon a été filtré a travers un filtre
polycarbonate a 0.2um afin de conserver la partie solide de ’échantillon. Les filtres ont ensuite été
déposés sur un scotch carbone, séchés en BaG, puis sortis de la BaG et métallisés au carbone
(épaisseur 16nm). Dans le cas d’échantillons sous forme de poudre, les poudres seches ont été
directement déposées sur un scotch carbone puis métallisées au carbone (épaisseur 16nm).

Les données MEB ont été acquises sur deux plateformes de microscopie : (1) sur le site Jussieu
de PIMPMC a l'aide d'un MEB GEMINI ZEISS™ Ultra55 avec une tension d’accélération de
10kV et a une distance de travail de 7.5mm, (2) sur le site Buffon de PIMPMC a l'aide d'un MEB

TESCAN VEGA II LSU 2 une tension d’accélération de 15kV, a une distance de travail 12.5mm
et un courant de sonde de 300pA.
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EDX

5

Figure 13 | Schéma illustrant les principes d’interaction électrons-matiére et leur volume d’interaction. SE =
électrons secondaires, BSE = électrons rétrodiffusés et EDX = rayons X caractéristiques.

BSE
)

Echantillon

2.2. Couplage avec la spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie

La spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie (EDXS) couplée a 'imagerie MEB permet
d’accéder a I'analyse élémentaire de surfaces dont le diametre est de 'ordre de quelques dizaines de
nanometres, intégrant des profondeurs de quelques microns. L'impact du faisceau d'électrons
primaires sur I'échantillon produit, outre les électrons secondaires précédemment décrits et un
rayonnement X continu (Brehmstrahlung, bruit de fond des spectres EDX), des rayons X
caractéristiques des éléments chimiques présents dans la zone irradiée. Avec une tension
d’accélération suffisante, le bombardement électronique va entrainer une ionisation des atomes de
I’échantillon. En se désexcitant, ceux-ci vont émettre des rayons X caractéristiques ce qui permet
de reconstruire des spectres EDS (Fig 13). Cette méthode analytique peut servir a déterminer des
compositions ¢lémentaires semi-quantitatives ponctuelles ou a produire des cartographies de la
distribution d’éléments a I’échelle d’une image MEB.

De la méme fagon que pour les données MEB, les données EDXS ont été acquises sur les deux

plateformes de microscopie évoquées précédemment dans les mémes conditions de travail. Le
MEB GEMINI ZEISS™ est équipé d’un détecteur Bruker™ et le MEB TESCAN VEGAII LSU
est équipé de deux détecteurs Bruker™ XFlash en positions antagonistes.
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2.3. Microscopie électronique en transmission et diffraction électronique

LLa microscopie électronique en transmission (MET) est une technique d’imagerie électronique
basée sur les mémes principes d’interactions électrons maticre que pour le MEB, c’est-a-dire la
diffusion inélastique et élastique. Elle permet d’analyser la morphologie, la structure et la chimie
d’échantillons a I’échelle atomique et est utile pour réaliser des images a tres fort grandissement sur
des échantillons suffisamment fins pour étre traversés (< 100nm). La résolution spatiale de 'ordre
de I'angstrom, ce qui permet d’obtenir des informations sur le réseau cristallin.

Le faisceau d’électrons est modelé par un systeme de lentilles électromagnétiques (le systeme
condenseur) qui controle son parallélisme et sa convergence, tandis que sa taille est controlée par
une série de diaphragmes. En insérant une lentille objectif avant ’échantillon (plan focal arriere),
I'image va étre reconstruite par sélection du faisceau qui traverse ’échantillon. Cest cette lentille
objectif qui permet de réaliser la mise au point et la résolution de I'image, ensuite agrandie par une
série de lentilles intermédiaires puis projetée sur un écran fluorescent ou une caméra par un systéme
de lentilles projectrices (Fig 14). Classiquement, les images sont obtenues en mode en champ clair
(BF pour bright field) en positionnant le diaphragme dans 'axe du faisceau ce qui permet de
sélectionner les électrons transmis. Les zones sombres sont donc celles qui dévient le plus les
électrons.

Mode image Mode diffraction

source d'électrons

lentille du condenseur
L | diaphragme du condenseur L |

échantillon
lentille objectif

diaphragme objectif <001

sélection d'aire

lentilles intermédiaires

lentilles projectrices —

I L§ LR I

Figure 14 | Schéma représentant le fonctionnement d’'un microscope électronique en transmission en mode
image et en mode diffraction. Adapté d’aprés Duverger, 2021.

[ ~] ecran de projection
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Figure 15 | A gauche, des échantillons de pyrite produites expérimentalement avec la zone ciblée pour la lame
FIB. A droite, les lames FIB réalisées sur les échantillons.

En traversant I’échantillon, les électrons sont déviés de leur trajectoire initiale par un
phénomene de diffusion élastique aussi appelée diffraction, qui dépend directement des
caractéristiques du matériau, telles que la cristallinité, ’épaisseur ou la composition chimique. La
diffusion des électrons par des matériaux cristallins redistribue le rayonnement dans des directions
spécifiques selon la loi de Bragg. Il est donc possible d’obtenir des clichés de diffraction
électronique (SAED) en substituant la lentille objectif par un diaphragme de sélection d’aire, placé
derriere ’échantillon (plan image). La distance (r) entre les points de I'espace réciproque est liée a
la distance interréticulaire (d) des plans de diffraction de la phase cristalline. Il est donc possible de
retrouver les angles de déviation 8 sil’on connait la distance entre I’échantillon et la caméra, appelée
longueur de caméra (L) :

r=Ltan 6

II est alors de calculer les distances interréticulaires (d) auxquels les distances (r) correspondent
selon la loi de Bragg :

2d sin 8 = ni
ot A est la longueur d’onde du rayonnement de ’électron (0.025 A a 200 kV).

La MET nécessitant des échantillons trés fins, des lames ultrafines ont été extraites des
échantillons étudiés a 'aide d'un SEM équipé d’un faisceau d’ions focalisés (FIB pour focused ion
beam). Le FIB est une technique destructive qui permet de réaliser des coupes fines (typiquement
20um * 5um * 100nm) avec une précision nanométrique sur une zone cible de Iéchantillon. La
lame est dégagée en creusant a I'aide d’un faisceau focalisé d’ions gallium Ga’* a la surface de
I’échantillon. La lame est ensuite soudée sur une demi-grille MET.
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Les lames FIB ont été réalisées sur des pyrites produites expérimentalement dans différentes
conditions et sur des pyrites provenant d’échantillons naturels (Fig 15). Elles ont été faites a
PIEMN, Lille, avec un FEI Strata DB 235. I’usinage par faible courant d’ions Ga’>" permet de
minimiser les artéfacts, a savoir la contamination au Ga, le mélange des composés ou le dépot du
matériau enlevé a la surface de I’échantillon (Bernard et al., 2009 ; Schiffbauer et Xiao, 2009).

Les analyses MET ont été réalisées a 'IMPMC, Jussieu, sur un microscope JEOL 2100F équipé
d’un canon a émission (FEG) Schottky a 200 kV. Le MET est également équipé d’un détecteur
EDXS Jeol (Si(Li)) pour les cartographies chimiques a I’échelle du nanométre (mesure 1nm). Les
analyses EDXS sont généralement effectuées alors que le MET est utilis¢é en mode balayage
transmission (STEM) utilisant une sonde focalisée et un détecteur annulaire a grand angle en champ
sombre (HAADF). Les caractérisations minéralogiques ont pu étre complétées via diffraction
¢lectronique par sélection d’aire (SAED) et microscopie a haute résolution (HRTEM).

3. Spectroscopie et microscopie d’absorption des rayons X
p p y

3.1. Principe de la spectroscopie d’absorption des rayons X

La spectroscopie d'absorption de rayons X (XAS) permet d’explorer I'environnement
électronique d’un atome d’intérét et de caractériser la structure des matériaux a 'échelle atomique
(Fig 16A). Lorsque I’énergie d’un élément est proche de son niveau de transition électronique, il va
absorber des photons X de maniére spécifique (Fig 16B). Le XAS repose sur la mesure de la
différence d’intensité entre le faisceau incident et le faisceau transmis pour une énergie donnée,
permettant de détecter et de quantifier un élément chimique. Les données se présentent sous forme
de spectres avec des pics d’absorption qui correspondent aux occurrences de différentes transitions
¢lectroniques, i.e. le passage d’électrons de cceur (couche K) vers les couches de valence (L, M
et N).

Cette technique nécessite de controler précisément ’énergie des rayons X et repose sur le
rayonnement synchrotron. Dans un synchrotron, les électrons émis par un canon a particules sont
soumis a une accélération centripete jusqu’a atteindre I’énergie souhaitée — 2.75GeV pour le
synchrotron SOLEIL (Bessiere, 1996). Les électrons sont ensuite injectés dans ’anneau de stockage
avant d’étre envoyés dans les lignes de lumiere, disposées sur toute la circonférence du synchrotron.
Un jeu d’optique permet de sélectionner le rayonnement d’intérét propre a chaque ligne pour mener
des analyses selon une gamme d’énergie spécifique (de I'infrarouge aux rayons X).

L’¢tude de la partie la plus proche du seuil d’absorption (seuil K), le XANES (pour X-ray
Absorption Near Edge Structure), s’effectue sur un intervalle d’énergie d’environ 50eV de part et
d’autre du seuil d’absorption, aux états d’énergie les plus bas, avec une résolution de 100meV dans
le seuil (Fig 17). Elle peut étre utilisée pour renseigner sur I’état redox de I’élément ou sur son
environnement local. Quant a la partie la plus éloignée du seuil d’absorption, TEXAFS (pour
Extended X-ray absorption fine structure), elle est constituée d’oscillations qui peuvent s’étendre
jusqu’a 1000eV apres le seuil, aux états d’énergie les plus élevés (Fig 17).
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Figure 16 | A) Structures électroniques de I'atome de soufre et de 'atome de carbone. B) Niveaux d’énergie des
différentes orbitales atomiques.
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Figure 17 | Zones caractéristiques des signaux XANES (en jaune) et EXAFS (en bleu) sur un spectre d’absorption.

3.2. XANES au seuil K du soufre

Les mesures XANES au seuil K du soufre permettent de documenter la spéciation du soufre.
Elles ont été réalisées au synchrotron SSRL de Stanford sur la ligne 4-3 (SSRL, California, CA,
USA) avec un systéme Hitachi™ HTA et un détecteur de dérive Si 4-éléments pour les échantillons
expérimentaux ou un détecteur PIPS pour les échantillons concentrés de référence. I’énergie
d’incidence a été calibrée en mesurant une référence de thiosulfate (seuil d’absorption a 2472¢V)
sur une pastille de Si monocristalline (1 1 1) entre chaque changement de porte-échantillon durant
Pexpérience.

Les échantillons ont été préparés sous forme de poudre en conditions anoxiques dans une BaG
Jacomex™ sous atmospheére de Nz (< 1 ppm O), en centrifugeant 15ml. d’échantillons liquides 2
5000g pendant 10min. Les culots ont été séchés dans la BaG. Les poudres ainsi obtenues ont
ensuite été transportées jusqu’au SSRL dans une boite anoxique et préparées sur place. Quelques
milligrammes de poudre pure ont été déposés sur du scotch Kapton, puis montés sur les porte-
échantillons dans une BaG COY™ et analysés 2 température ambiante sous flux d’hélium. 1 2 4
scans ont été réalisés pour chaque échantillon.

Les données ont été calibrées et moyennées en utilisant le logiciel SIXPACK (Webb, 2005).
Les spectres moyennés ont ensuite été normalisés en utilisant le logiciel ATHENA (Ravel et
Newville, 2005). Pour I'analyse des données, des combinaisons linéaires ont été réalisées sur la base
de composés de référence avec un programme basé sur I'algorithme Levenberg-Marquardt (Morin
et al., 2003). La qualité du fit a été estimée par les facteurs R et chi? et Iincertitude sur chaque
parametre est estimée dans un intervalle de confiance a 99.7% (3 sigma (protocole détaillé dans
Baya et al., 2021).

75



Analyses sur les cultures en conditions de minéralisation

Les spectres mode¢les de la nano-mackinawite (FeS), du soufre élémentaire (S(0)), de la pyrite
nano-crystalline (FeS,) sont disponibles dans Baya et al., 2021. Les composés de référence ont été
synthétisés a FIMPMC (Baya et al., 2021). LLa nano-mackinawite fait référence a une mackinawite
biogénique synthétisée en incubant Desulfovibrio capillatus avec du citrate de fer (III) (Ikogou et al.,
2017). Un aliquot de poudre de soufre élémentaire (Sigma Aldrich, pureté > 99.998) a été utilisé
pour la calibration. La pyrite consiste en de la pyrite pure synthétisée selon le protocole décrit dans
Baya et al. (2021). La greigite (FesS4) nano-cristalline a été synthétisée a température ambiante dans
une BaG atmosphere N» (O, < 1ppm) en mélangeant du chlorure de fer (II) (FeCls) et du chlorure
de fer (II) (FeCly) avec une solution de sulfure de sodium (Na.S), conservé sous agitation

magnétique pendant 3 mois, puis séché en BaG. Ce composé de référence contient des traces de
FeS.

3.3. XANES au seuil K du carbone et microscopie d’absorption des rayons X

Le STXM (pour scanning transmission X-ray microscopy) est une technique de microscopie basée
sur le XAS et qui permet de réaliser des cartographies d’absorption X. Contrairement a la
microscopie optique, I'utilisation de lentilles traditionnelles n’est pas possible avec les rayons X.
Des lentilles de Fresnel sont donc utilisées pour focaliser le faisceau sur I’échantillon a I'aide d’un
réseau de diffraction circulaire. L’absorption du faisceau par I’échantillon peut alors étre mesurée.
Lalongueur d’onde trés courte des rayons X (quelques nm) permet de sonder une trés petite surface
de I’échantillon avec une résolution pouvant aller jusqu’a 15nm en fonction de la lentille utilisée.
L’échantillon est placé sur un support motorisé, ce qui permet de réaliser un balayage (comme pour
le MEB) perpendiculairement a la trajectoire du faisceau et de reconstruire une image dans laquelle
chaque pixel contient un spectre d’absorption X (hypermap).

Les mesures STXM ont été réalisées au seuil K du carbone sur les lames FIB de pyrite (voir
section 2.3) au synchrotron SOLEIL, lignhe HERMES (Saint-Aubin, France, Belkhou et al., 2015 ;
Swaraj et al., 2017). Les analyses XANES-STXM au seuil K du carbone permettent de renseigner
sur la présence de composés organiques dans I’échantillon et sur la nature des groupes fonctionnels
qui les composent. En effet, les orbitales associées a une fonction donnée conduisent a des
transitions variant sur un domaine d’énergie assez restreint, ce qui permet de retrouver la nature
des fonctions chimiques présentes dans I’échantillon (Cody et al. 1995 ; Urquhart et al. 1999 ;
Hitchcock et al. 2001 ; Le Guillou et al., 2018).

Les données XANES hypermap (stacks) ont été acquises avec une résolution spatiale de 100nm
a une énergie d’incrémentation de 0.1eV sur le seuil d’absorption du carbone (270-340eV), avec un
temps de comptage de moins de 1ms/px pour réduire les dégats d’irradiation (Wang et al., 2009).
Les alignements des stacks et le traitement des données XANES ont été réalisés en utilisant le
package Hyperspy en langage python (De la Pefia et al., 2018) et le logiciel aXis2000. La
normalisation des données a été effectuée en utilisant le logiciel en libre acces QUANTORXS (Le
Guillou et al., 2018).
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Chapitre III.

Caractérisation du métabolisme de 7. kodakarensis

I. Enjeux et stratégie
1. Enjeux

Il a été montré précédemment que les Thermococcales produisent différents minéraux de
sulfures de fer et de maniere plus ou moins efficace en fonction du milieu dans lequel elles sont
cultivées (Gotlas et al., 2022). Il est donc nécessaire d’avoir une bonne compréhension de la
réponse métabolique de l'organisme a son environnement afin de comprendre dans quelles
conditions vont se former les minéraux au contact de 'organisme.

Les Thermococcales présentent deux voies métaboliques qui se distinguent selon la teneur
en soufre dans le milieu : (1) un métabolisme réducteur de soufre élémentaire S(0) dans un milieu
riche en soufre (Atomi et al., 2004) et (2) un métabolisme fermentaire de composés organiques,
tels que des acides aminés, des peptides et des sucres, dans un milieu dépourvu de soufre
¢lémentaire S(0) (Kanai et al.,, 2013). Qui plus est, des études réalisées sur la Thermococcales
Pyrococcus furiosus ont montré un changement métabolique, de réduction du soufre a fermentation
de composés organiques, en dega d’un certain seuil de soufre élémentaire (Schut et al., 2013). Une
autre voie métabolique a également été supposée, a savoir (3) la désulfuration de la L-cystine via la
cystéine désulfurase (Hidese et al., 2014), ce qui permettrait la réduction de polysulfures a la place
du soufre élémentaire. D’autres voies métaboliques sont donc envisageables en fonction de la
concentration en soufre dans le milieu.

Bien que plusieurs études aient mis en évidence les genes impliqués dans les voies
métaboliques associées a la présence de souftre et de pyruvate ainsi que leur régulation, il y a encore
trop peu de données concernant la physiologie, I'activité cellulaire et les produits métaboliques au
cours de la croissance cellulaire dans ces deux conditions. De surcroit, aucune donnée n’est
disponible lorsque les Thermococcales sont cultivées en présence de L-cystine alors méme qu’il
pourrait s’agir d’une voie métabolique exprimée dans les environnements naturels car les disulfures
organiques ou minéraux y sont trés nombreux (e.g. Bandy et al., 1982 ; Karpov et al., 1983 ;
Isidorov et al., 1990 ; Gartman et al., 2014).

La caractérisation des produits métaboliques issus des trois métabolismes décrits ci-dessus,
ainsi que de lactivité cellulaire découlant de ces différentes voies métaboliques, sont donc
indispensables. Elles permettront de contraindre la formation des minéraux formés en présence
des Thermococcales, et donc des biosignatures potentielles.
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2. Stratégie

Ce travail a permis d’étudier les croissances cellulaires en fonction des trois voies
métaboliques précédemment identifiées (réduction du soufre élémentaire, fermentation des
composés organiques, désulfuration de la L-cystine). Pour cela, nous avons cultivés les cellules a la
température et au pH optimaux de croissance de 1. kodakarensis KOD1 (soit 85°C a pH 7) dans le
milieu de culture Ravot en présence de trois accepteurs d’électrons différents voir Chapitre 1I) :

e Ravot + soufre élémentaire S(0) : contenant 1g/L de soufre élémentaire S(0) (soit
30mmolal) sous forme de particules de soufre.

e Ravot + L-cystine : contenant 4,1 mmolal de L-cystine (CsH12N204S2), une molécule dimere
de I'acide aminé cystéine (C;H;NO,S) par formation d’un pont disulfure.

e Ravot + pyruvate de sodium : contenant 5g/L de pyruvate de sodium (C;H;O3Na), un

métabolite impliqué dans plusieurs voies métaboliques majeures telles que la glycolyse ou
le cycle de Krebs.

Pour chaque condition, nous avons réalisé des suivis de croissance sur 24h (par des
prélevements toutes les 3h de Oh a 12h, puis un dernier prélevement a 24h), afin (1) d’évaluer le
nombre de cellules par comptage cellulaire et déterminer I'activité cellulaire au cours du temps par
PATP-métrie, (2) d’identifier les produits métaboliques en phase gazeuse a l'aide de la
chromatographie en phase gazeuse (voir Chapitre II pour les méthodes détaillées) et enfin (3)
quantifier la production d’acétate afin d’avoir une premicre idée des produits métaboliques en phase
liquide.

En particulier, la méthode de culture mise en place au cours de cette thése constitue une
innovation méthodologique dans la culture d’organismes hyperthermophiles. Afin de réaliser les
mesures de chromatographie en phase gazeuse, nous avons développé la culture de
Thermococcales dans des bombes réactionnelles en titane traditionnellement utilisées pour les
expériences de fossilisation ou d’altération jusqu’a 300°C. Ces bombes réactionnelles peuvent étre
reliées directement au chromatographe et supportent une pression et une température importantes,
elles sont donc idéales pour la culture d’organismes extrémophiles. Ce systeme permet, d’une part,
d’apporter une information directe sur l'activité métabolique et sur 'impact géochimique des
cellules sur leur environnement a travers la possibilité de mesurer leurs produits métaboliques
gazeux. D’autre part, il permettra de réaliser des expériences en conditions élevées de pression et
de température, ce qui assure une continuité avec des expériences de minéralisation et, dans une
perspective plus lointaine, avec des expériences de fossilisation.

I est a noter que chaque préléevement n’est pas issu de la méme culture, mais de cultures
différentes réalisées chacune dans une bombe distincte a partir du méme inoculum. Néanmoins, la
réalisation de triplicats a permis d’obtenir des données robustes concernant la physiologie cellulaire
et les produits métaboliques.
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I1. Résultats
1. Mesures de I’activité cellulaire

Les courbes de suivi de croissance (Fig 1A) montrent une phase de latence entre Oh et 3h
pour les conditions soufre et cystine, et entre Oh et 6h pour la condition pyruvate ; 'acclimatation
des cellules est donc plus lente lorsque le milieu ne contient que des composés organiques. Noza
bene, au préalable, deux générations de précultures ont été réalisées afin d’assurer 'adaptation de
cellules issues d’un milieu contenant du S(0) aux deux autres milieux.

En condition soufre, la phase de croissance exponentielle a lieu entre 3h et 12h. La vitesse
de croissance maximale est de 1.56 h”, ce qui indique un temps de génération de 27min (Table 1,
Fig 1A). Pour ces temps de croissance, on observe une forte quantité d’ATP (total, intracellulaire
et extracellulaire) dans nos échantillons avec une quantité I’ATP total de 'ordre de 60 pmol/mL.
Les cultures atteignent la phase stationnaire a partir de 12h d’incubation. Cette phase stationnaire
est marquée par une diminution de la quantité d’ATP total, intracellulaire et extracellulaire a lentrée
en phase stationnaire, qui peut étre due a une baisse de la production d’ATP. En effet, ces baisses
d’ATP sont corrélées a une forte baisse de la division cellulaire (Fig 1B, C et D). La trés faible
quantité d’ATP extracellulaire suggere qu’il n’y a pas encore de lyse cellulaire apres 24h de culture.

En condition cystine, la croissance suit une méme tendance qu’en condition soufre avec
une phase exponentielle qui débute a partir de 3h pour atteindre un nombre maximal de cellule
comparable (de I'ordre de 9E107 cellules/mL) 2 24h en phase stationnaire (Table 1, Fig 1A). Malgré
une vitesse de croissance maximale de 1.70 h™' indiquant un temps de génération de 25 min (Table
1, Fig 1A), comparable au temps de génération en soufre, on note des quantités d’ATP total,
intracellulaire et extracellulaire bien inférieures en condition cystine. Apres 12h d’incubation, on
obsetrve une quantité I’ATP total de 20 pmoles/mL en cystine contre 65pmoles/mL en soufre (Fig
1B, C et D). La quantité d’ATP total augmente tres 1égerement entre 12h et 24h (20pmoles/mL et
23.1pmoles/mlL, respectivement) (Fig 1B), et est certainement associée a la faible augmentation
d’ATP extracellulaire (6.3pmoles/mL et 14.5pmoles/mlL, respectivement) (Fig 1C). A I'inverse, on
observe une baisse de PATP intracellulaire (13.7pmoles/mL contre 8.7 pmoles/mL) (Fig 1D).
Cette baisse est corrélée a une forte diminution de la division cellulaire, ce qui pourrait indiquer
une baisse de la production I’ATP comme en condition soufre (Fig 1A). Associée a la faible
augmentation de la quantité d’ATP extracellulaire, cela pourrait indiquer un tout début de lyse
cellulaire.

En condition pyruvate, les quantités I’ATP total, intracellulaire et extracellulaire sont
comparables a celle de la condition cystine (Fig 1B, C et D) alors méme que le temps de génération
est plus faible, a savoir 37min (Table 1, Fig 1A). La phase exponentielle ne démarre qu’a partir de
6h (Fig 1A). La phase stationnaire est moins marquée que dans les conditions soufre et cystine car
elle survient plus tardivement ; des échantillonnages entre 12h et 24h seraient nécessaires afin de
pouvoir I'observer. La croissance cellulaire est corrélée a la production d’ATP totale avec une
quantité comparable entre 12h et 24h et entre Oh et 12h, soit une quantité d’environ 20pmoles/mL
(Fig 1B). Cette grande quantité d’ATP totale peut étre liée a la quantité I’ATP extracellulaire, qui
augmente drastiquement entre 12h (6.8 pmoles/mL) et 24h (48.7 pmoles/mL) (Fig 1D). A
linverse, la production d’ATP intracellulaire diminue nettement (11.9pmoles/mL et
2.6pmoles/mlL, respectivement). De fortes quantités d’ATP extracellulaire pourraient indiquer une
lyse cellulaire a 24h. Le nombre élevé de cellules lors du comptage cellulaire serait alors erroné a
cause de la présence de cellules fantomes.
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Figure 1 | A) Courbes de croissance en cellules/mL pour les conditions soufre, cystine et pyruvate sur 24h de
suivi. Courbes d’activité B) de I'ATP total, C) de I'ATP intracellulaire et D) de 'ATP extracellulaire en pmole/mL

Table 1 | Résultats des comptages cellulaires en cellules/mL et des mesures d’ATP en pmoles/mL (ATPt = ATP
totale, ATPi = ATP intracellulaire, ATPe = ATP extracellulaire) pour les conditions soufre, cystine et pyruvate.

Temps de
Temps Cellules/mL ATPt ATPi ATPe génération
Condition soufre

Oh 6.6E+5 (1.7E+5) 1.3 (0.6) 0.5 (0.4 0.8 (0.4

3h 2.5E+6 (5.0E+5) 5.0 (1.9 2.6 (1.4 2.4 (1.0)

6h 2.3E+7 (9.1E+06) 29.7 (104 15.1 (4.0) 14.6 (8.2)

9h 5.7E+7 2.7E+7 57.8 (9.4 27.4 (4.8) 30.4 (7.0) 27min
12h 8.0E+7 (3.6E+7) 65.4 (7.1) 38.4 (6.2) 27.1 (8.8)

24h 9.2E+7 (4.7E+7) 17.3 (1.0) 8.1 (1) 9.3 (2.6

Condition cystine

Oh 8.1E+05 (2.0E+5) 1.4 (1.2) 1.0 (0.8) 0.4 (0.2

3h 1.6E+06 (3.9E+5) 2712 2.3 (1.2) 0.5(0.2)

6h 2.3E+07 (1.9E+7 4.9 (0.8 3.6 (0.8) 1.3 (0.4) 25min
9h 4.8E+07 (2.8E+7) 7.7 (0.6) 4.7 (0.2) 3.0 (0.6)

12h 7.2E+07 (3.7E+7) 20.0 (13.2) 13.7. (9.2 6.3 (4.0)

24h 9.1E+07 (1.8E+7) 23.1 (0.1) 8.7 (2.8) 14.5 (2.6)

Condition pyruvate

Oh 1.3E+6 (1.9E+5) 1.6 (0.2) 0.9 (0.6) 0.7 (0.1)

3h 1.9E+6 (9.3E+5) 3304 2.8 (1.8) 0.6 (0.1)

6h 5.8E+6 (8.3E+5) 5.2 0.4 3.0 (0.6) 1.9 (0.1) 36min
9h 2.3E+7 (1.3E+7) 10.8 (0.8) 5.8 (0.2) 3.0 (0.6)

12h 5.5E+7 (4.0E+7) 18.8 (12.2) 11.9 (8.8) 6.8 2.4
24h 1.1E+8 (0) 51.3 (11.0) 2.6 (0.1 48.7 (11.0)

84



Chapitre 111

On observe donc un temps de génération rapide associé a une forte quantité d’ATP
intracellulaire en condition soufre, et un temps de génération plus lent associé a une plus faible
quantit¢é d’ATP intracellulaire en condition pyruvate. Malgré une concentration cellulaire en
augmentation a 24h, on note au méme temps une forte quantité d’ATP extracellulaire en condition
pyruvate, ce qui pourrait suggérer que des cellules fantomes ont été comptées a la place de cellules
vivantes. Quant a la condition cystine, elle présente un temps de génération rapide associé a une
faible quantité I’ATP intracellulaire.

2. Identification et quantification des produits métaboliques
2.1.Mesure des produits métaboliques en phase gazeuse

Nota bene, les pressions partielles des gaz présentées ici sont celles contenues dans la boucle de
chargement. Les gaz se décompriment dans la lighe externe allant de la bombe a la boucle de
chargement, par conséquent leurs pressions partielles absolues sont inférieures a celles de
I’échantillon.

Certains gaz identifiés lors des suivis de croissance résultent de la production métabolique
des cellules tandis que d’autres sont inhérents au montage expérimental. Le H>O provient de
’évaporation du milieu de culture, tandis que le mélange O2/N,, principaux composant de ’air
environnant, peut provenir de micro fuites dans les connectiques du GC-TCD (voir Chapitre II).
Dans le cas des gaz issus de Pactivité métabolique des cultures (Hz, CO, et H.S), on observe une
augmentation progressive de la surface des pics au cours du temps ce qui témoigne d’une
production continue (Fig 2, 3 et 4). Le Hz et le CO; sont observés dans les trois conditions a partir
de 3h de culture tandis que le HoS est observé uniquement en condition soufre a partir de 9h de
culture (Fig 2, 3 et 4). Un pic non identifié a 13 min de rétention a été observé dans certains
¢chantillons (24h en soufre, 6h en cystine et 24h en pyruvate) et pourrait correspondre a de
Iammoniac (Fig 2, 3 et 4). Il ne s’agit pas d’une production progressive, ce qui indiquerait plutot
une contamination.

Bien que le H; soit produit dans les trois conditions, on note une production plus
importante en condition pyruvate par rapport aux conditions soufre et cystine, avec un taux de
production de 0.92 h" contre 0.55 h™ et 0.40 h', respectivement (Fig 5A). En normalisant la
production d’Hz au nombre de cellules, on remarque une production de H, bien plus importante
en condition pyruvate, avec un taux de production de 0.33 h™' (Fig 5B). Par comparaison, le taux
de production est de -0.03 h™' en condition soufre et de -0.18 h' en condition cystine (Fig 5B). Les
cellules sont donc bien plus productives en Hs lorsqu’elles sont cultivées avec du pyruvate.

Le taux de production de COs est plus élevé en condition soufte, a raison de 0.71 h™ (Fig
5C). Il est un peu plus faible en condition pyruvate et relativement bas en condition cystine, a raison
de 0.54 h' et de 0.33 h™, respectivement (Fig 5C). En normalisant les pressions partielles de CO,
au nombre de cellules, on constate, pour chaque condition, une production plus importante de
CO:; durant la phase de latence qui diminue ensuite durant la phase de croissance exponentielle
(Fig 5D).

La production de HsS, uniquement en condition souftre, atteint un taux de production tres
élevé de 1.44 h' (Fig 5E). La production de HS est importante durant la phase exponentielle. On
note un taux de production par cellule de 0.41 h' ce qui est encore plus élevé que le taux de
production par cellule de H en condition pyruvate (Fig 5F).
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Figure 2 | Exemple d’un suivi des gaz produits par des cultures de T. kodakarensis en 24h pour la condition soufre.
Les gaz sont identifiés selon leur temps de rétention : H2 = 1min, O2+N2 &= 1.5min, CO2 = 4.3min, non identifié a
13min, H2S = 15.3min et H20 = 16min. Tous les chromatographes sont normalisés au pic de I'eau.
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Figure 3 | Exemple d’un suivi des gaz produits par des cultures de T. kodakarensis en 24h pour la condition
cystine. Les gaz sont identifiés selon leur temps de rétention : H2 = 1min, O2+N2 a= 1.5min, CO2 = 4.3min,
non identifié a 13min, H2S = 15.3min et H20 = 16min. Tous les chromatographes sont normalisés au pic de
'eau.
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Figure 4 | Exemple d’'un suivi des gaz produits par des cultures de T. kodakarensis en 24h pour la condition
pyruvate. Les gaz sont identifiés selon leur temps de rétention : H2 = 1min, O2+N2 a= 1.5min, CO2 = 4.3min, non
identifié & 13min, H2S = 15.3min et H20 = 16min. Tous les chromatographes sont normalisés au pic de I'eau.

Table 2 | Résultats de la quantification de gaz contenus dans la boucle de chargement du GC-TCD pour les
conditions soufre, cystine et pyruvate. Les pressions partielles de Hz, de CO2 et de HzS sont exprimées en bar. Les
marges d’erreur, calculées a partir des valeurs moyennes sur trois réplicas, sont indiquées entre parentheses.

Temps H, CO, H>S
Condition soufre
Oh 1.0E-4 (3.1E-5) 2.3E-4 (2.3E-4) 0
3h 1.9E-4 (5.5E-5) 1.4E-3 (4.2E-4) 0
6h L.6E-3 (7.4E-4) 4.9E-3 (1.6E-4) 2.0E-3 (8.6E-4)
9h 2.8E-3 (1.7E-5) 1.1E-2 (1.9E-5) 5.5E-3 (1.2E-3)
12h 7.8E-3 (4.0E-4) 3.3E-2 (4.7E-3) 3.5E-2 (7.0E-3)
24h 7.9E-3 (1.9E-3) 9.3E-2 (9.8E-3) 1.3E-1 (2.2E-3)
Taux de production 0.55 0.71 1.44
Condition cystine
Oh 2.0E-4 (1.6E-4) 4.8E-4 (2.7E-4) 0
3h 5.1E-4 (3.0E-4) 1.2E-3 (2.9E-4) 0
6h 1.4E-3 (8.4E-4) 1.8E-3 (6.2E-4) 0
9h 2.6E-3 (1.4E-3) 2.6E-3 (6.0E-4) 0
12h 4.4E-3 (1.2E-3) 3.8E-3 (5.2E-4) 0
24h 5.7E-3 (2.7E-3) 8.4E-3 (2.2E-3) 0
Taux de production 0.40 0.33 na
Condition pyruvate
Oh 3.5E-5 (1.7E-5) 0.9E-4 (1.1E-4) 0
3h 5.4E-4 (2.0E-4) 2.6E-3 (8.1E-4) 0
6h 2.9E-3 (3.5E-4) 3.7E-3 (3.6E-4) 0
9h 5.3E-3 (9.2E-4) 4.4E-3 (4.7E-5) 0
12h 1.0E-2 (2.4E-3) 0.3E-3 (1.3E-3) 0
24h 1.3E-1 (1.5E-2) 7.9E-2 (9.3E-3) 0
Taux de production 0.92 0.54 na
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Figure 5 | Evolution de la pression partielle des gaz mesurée dans la boucle de chargement du GC-TCD et leur
production par cellule (en bar) au cours du temps pour les conditions soufre, cystine et pyruvate. A) Pressions
partielles d’'Hz et B) normalisation des pressions partielles d’'Hz par cellule. C) Pressions partielles de CO: et D)
normalisation des pressions partielles de CO: par cellule. E) Pressions partielles d’'H2S et F) normalisation des
pressions partielles d’H2S par cellule, produit uniquement en condition soufre.
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2.2.Mesures complémentaires : production d’acétate en présence de soufre et de L-cystine
p p p )

Nota bene, ces mesures complémentaires de dosage de 'acétate par HPLC ont été acquises dans
le cadre du stage de M2 de Bouthaina Ben Abdalla. Elles ne concernent que les conditions soufre
et cystine et il ne s’agit pas d’un suivi de croissance sur 24h : les mesures ont été réalisées en phase
exponentielle (apres 5h de culture) et en phase (apres 25h de culture). Elles ne peuvent donc étre
directement associées aux données issues des suivis de croissance, mais apportent toutefois des
informations essentielles sur activité métabolique de T. kodakarensis dans ces deux conditions.

Phase exponentielle Phase stationnaire
16
14
Soufre
12
_ mm Cystine
S 10
2
c 8
@
g :
4
2
0

Figure 6 | Mesure de production d’acétate lorsque les cellules de T. kodakarensis sont cultivées en présence de
soufre et de L-cystine pendant la phase exponentielle (5h) et la phase stationnaire (25h). Les barres d’erreur sont
obtenues a partir de triplicats techniques et de duplicats biologiques.

En parall¢le de la production d’H, détectée en condition pyruvate — connue pour induire un
métabolisme fermentaire — ainsi qu’en conditions soufre et cystine, il s’avere que de P'acétate est
également produit dans ces deux conditions (Fig 6). En phase exponentielle, les quantités d’acétate
produites en conditions soufre et cystine sont similaires, a raison de 6g/L et de 5.3g/L,
respectivement. En phase stationnaire, les quantités d’acétate produites entre les deux conditions
ne présentent pas non plus de différence significative (voir barres d’erreut), a raison de 8.3g/L et
de 9.8¢g/L, respectivement. On constate par ailleurs une augmentation de la production d’acétate
dans les deux conditions entre la phase exponentielle et la phase stationnaire.
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I1I. Discussion et implications des résultats

1. Production I’ATP extracellulaire : lyse cellulaire ou véritable réle fonctionnel ?

Ces résultats démontrent des temps de division cellulaire et des quantités d’ATP différentes
en fonction des conditions de culture, ce qui témoigne de lutilisation de voies métaboliques
différentes au méme titre que la formation des produits métaboliques. Les voies métaboliques
peuvent avoir un impact sur le niveau de maintenance des cellules et sur la lyse cellulaire.

En condition pyruvate, i.e. dans un milieu ne contenant que des composés organiques, nous
avons calculé un temps de génération de T. kodakarensis plus long que dans les autres conditions, a
savoir 37min contre environ 25min (Fig 1). Cette croissance plus lente est associée a une faible
production dI’ATP intracellulaire, proxy direct de lactivité cellulaire (Fig 1A, C). Nous avons
observé une forte production I’ATP extracellulaire entre 12h et 24h — phase stationnaire — ce qui
pourrait témoigner d’une lyse cellulaire importante entre ces deux points du suivi (Fig 1D).

II existe des processus de relargage I’ATP non-lytiques, tels que I'exocytose de vésicules
contenant de PATP ou de protéines membranaires (Bodin et al., 2001). 1l serait intéressant de
quantifier et de comparer la production de vésicules extracellulaires en phase stationnaire dans les
trois conditions afin de tester si ceci est lié a la quantité d’ATP extracellulaire détectée. 1l a
également été démontré que la production d’ATP extracellulaire est régulée par les phases de
croissance (Hironaka et al., 2013 ; Mempin et al., 2013). En effet, nos résultats montrent une forte
quantité d’ATP extracellulaire durant la phase exponentielle en condition soufre (Fig 1D), il est
donc peu probable que cette quantité soit liée a de la lyse cellulaire. Mais en condition pyruvate,
C’est la phase stationnaire qui présente une forte quantité d’ATP extracellulaire (Fig 1D). Or, c’est
durant cette phase que les cellules peuvent commencer a lyser.

L’ATP extracellulaire pourrait toutefois aussi étre un signal dans le quorum sensing, et/ou
pourrait jouer un réle dans la survie des communautés microbiennes en fournissant des molécules
de signalisation et/ou des nutriments. En particulier, la production extracellulaire I’ ATP augmente
la survie en phase stationnaire chez E. coli et Salmonella (Mempin et al., 2013). Les études de
Hironaka et al. (2013) et de Mempin et al. (2013) suggerent toutes deux que la sécrétion d’ATP
extracellulaire est liée a I’étape métabolique de glycolyse. La glycolyse anaérobie est un processus
de régénération I’ATP producteur de pyruvate (C;H4O3) a partir de glucose (CsHi2Og) selon la
réaction suivante :

CH,Og + 2NAD® + 2ADP + 2Pi — 2C;H,0; + 2NADH + 2H* + ATP (1)

ou NAD" = nicotinamide adénine dinucléotide en tant qu’oxydant, ADP = adénosine diphosphate,
Pi = phosphate inorganique, NADH = nicotinamide adénine dinucléotide en tant réducteur.

11 est possible que la libération extracellulaire I’ATP et de pyruvate par certaines cellules de
la population de T. kodakarensis serve de source d’énergie pour les autres cellules, et limite ainsi la
lyse cellulaire en phase stationnaire par la fermentation des produits de la glycolyse. En effet, T.
kodakarensis possede un gene unique codant pour la lyase pyruvate-formiate (TK0289) qui pourrait
étre impliqué dans un chemin alternatif d’oxydation du pyruvate, offrant une voie métabolique
efficace de recyclage des produits carbonés en cas de changement d’environnement extracellulaire
(Fukui et al., 2005).
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Contrairement a la condition pyruvate, nos résultats montrent que les quantités d’ATP
extracellulaires sont bien plus basses aux phases stationnaires des conditions soufre et cystine,
indiquant qu’il n’y a pas ou peu de lyse cellulaire. Il semblerait donc que la présence de composés
soufrés retarde la lyse cellulaire.

En effet, des études ont proposé que la réduction du soufre serait un mécanisme de
détoxification pour réduire la quantité de H produite, car le Hs inhibe la croissance (e.g. Clostridia
dans Gottschalk, 1979 ; Pyrococcus dans Fiala et Stetter, 1986). En présence de S(0), le dihydrogene
serait détoxifié a I'intérieur des cellules grace a la formation de H.S, comme proposé chez Pyrococcus
furiosus (Fiala et Stetter, 1986). Néanmoins, ces études montrent des taux de croissance aussi rapides
en présence et en absence de soufre, ce qui suggere que Pyrococcus ne tire pas d’énergie de la
réduction du soufre (Fiala et Stetter, 1980), tandis que nos résultats montrent que le taux de
croissance est bien plus rapide en présence de S(0) chez Thermococeus kodakarensis (Fig 1A). Le soufre
¢lémentaire S(0) a donc un effet stimulant sur la croissance cellulaire, par conséquent la production
de HsS ne consisterait pas uniquement un moyen de détoxifier le Ho.

2. Produits gazeux, production d’acétate et voies métaboliques

Le métabolisme de T. kodakarensis dans un milieu dépourvu de soufre est au centre de
nombreuses études pour sa forte production de Ha, un gaz convoité pour son intérét énergétique
majeur. Dans ce cas, les cellules peuvent fermenter des composés organiques en présence de
pyruvate (C3H4O3) ou de carbohydrates (Kanai et al., 2005). Ce sont les hydrogénases, des enzymes
oxydatives, qui catalysent la conversion de Hs en tant que donneur ou accepteur d’électrons, et qui
permettent l'utilisation des protons H' en tant qu’accepteurs terminaux d’électrons étant donné
2H" + 2¢" = Hs. Chez les Thermococcales, on distingue deux classes d’hydrogénases orthologues
[NiFe], i.e. avec un complexe hétéro-bimétallique contenant un atome de fer et un atome de nickel,
localisées au niveau de la membrane, et une [NiFe] hydrogénase cytosolique.

La protéine membranaire Mbh, constituée de plusieurs sous-unités, est une hydrogénase
ferrédoxine-dépendante (protéine fer-soufre réalisant des transferts d’électrons) essentielle a la
croissance de 1. kodakarensis en condition dépourvue de soufre élémentaire (Kanai et al., 2011).
Elle est directement impliquée dans la production de H; en fonctionnant a la maniere d’une pompe
a ions redox (Sapra et al., 2003) (Fig 7).

Ce serait Pactivité conjointe de ’hydrogénase membranaire Mbs, structurellement similaire
au type Mbh (Silva et al., 2000 ; Jenney et Adams, 2008 ; Wu et al., 2018), associé¢e a une enzyme
NAPDH :S" oxydoréductase (NSR), qui serait directement impliquée dans la production de HaS
(Fig 7). Kanai et al. (2011) ont démontré que des mutants Mbs-déficients avaient une croissance
réduite si le milieu contient du soufre élémentaire, ce qui suggere que cette enzyme jouerait un role
dans la réduction du soufre bien que le processus soit encore mal connu. En effet, son activité
biogéochimique n’a pour l'instant pas été démontrée (Schut et al., 2007 ; Kanai et al., 2011). On
peut également mentionner la protéine TK1481, une NADPH-oxidase qui participe a la production
de H.S a partir du H» et des polysulfures présents dans le cytoplasme (Harnvoravongchai et al.,
2014) (Fig 7).
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En condition soufre, nous avons observé la production de HsS et de CO, par mesures de
chromatographie en phase gazeuse (Fig 2, Table 2, Fig 5E et F). Depuis la description de T.
kodakarensis — initialement identifiée comme une souche de Pyrococcus sp. — en 1994 (Morikawa et
al., 1994), 1a souche est connue pour réduire le soufre élémentaire S(0) en présence de composés
organiques. Lors de la glycolyse, du pyruvate se forme et des électrons sont libérés :

CH1,06 — 2 GG HO; + e + H* (2)

Ces électrons permettent la réduction de la ferrédoxine et I'activité des hydrogénases Mbh en
condition pyruvate et Mbs en condition soufre (Fig 7). De récentes études ont proposé un
mécanisme de respiration chez Pyrococcus furiosus pour expliquer la production de H»S par Pactivité
de ’hydrogénase membranaire Mbs (Wu et al., 2018). Elle utiliserait la ferrédoxine réduite pour
générer des polysulfures ou du soufre colloidal, ce qui est cohérent avec les études montrant
'accumulation de polysulfures dans le cytoplasme (Schut et al., 2007). Ces polysulfures généreraient
ensuite spontanément du H»S et du S(0) selon la réaction suivante (Wu et al., 2018) :

S+ 2¢ + 2H' — S,./> + H.S 3)

Mais nous avons également démontré que cette production de H.S s’accompagne d’une
production de Hset d’acétate (Fig 5A et 0), des produits métaboliques typiques de la fermentation
de composés organiques. Kanai et al (2005) ont également détecté la production de H, en condition
soufre, mais cette étude s’est surtout focalisée sur la production de H, en condition pyruvate et en
présence d’amidon et n’a pas proposé de nouvelle voie métabolique pour expliquer la production
de H»S associée au Ho. D’aprés nos résultats, en accord avec ceux de Kanai et al. (2005), nous
suggérons que la réduction du soufre élémentaire S(0) chez T. kodakarensis s’accompagne d’un
mécanisme de fermentation, comme c’est le cas pour d’autres espeéces de lordre des
Thermococcales telle que Pyrococcus furiosus (Schicho et al., 1993 ; Adams et al., 2001). En accord
avec les hypotheses de Schicho et al. (1993) chez Pyrococcus furiosus, nos résultats obtenus pour T.
kodakarensis suggérent que la présence de polysulfures S ou de soufre élémentaire S(0) dans le
milieu de culture ne change pas radicalement le métabolisme basal des cellules, a savoir la
fermentation des composés organiques, mais plutot activité des hydrogénases membranaires (Fig
7).

Enfin, la NiFe hydrogénase cytosolique (Hyh) chez T. &odakarensis consiste en une enzyme
NADPH-dépendante (Bryant et Adams, 1989). Elle est impliquée dans I’absorption de H, pour
permettre la régénération de NADPH (Silva et al., 2000 ; Kanai et al., 2011). Il a ét¢ démontré que
des mutants Hyh-déficients se développent aussi bien en présence ou en absence de soufre

élémentaire, ce qui suggere un role non essentiel dans la production de Hz et de HoS (Kanai et al.,
2011).

Dans le cas des cultures de T. kodakarensis en présence de L-cystine, les polysulfures ne sont
pas directement accessibles. Une étape de désulfuration de la L-cystine en L-alanine et polysulfures
via la cystéine désulfurase est essentielle avant de pouvoir métaboliser les polysulfures (Hidese et
al., 2014). Qui plus est, la cystéine désulfurase est indispensable a la croissance cellulaire en absence
de S(0) (Hidese et al., 2014). La concentration en polysulfures en condition cystine est donc bien
plus faible que la concentration en S(0). Le fonctionnement des hydrogénases en présence de
polysulfures reste mal contraint, mais nos résultats montrent des quantités d’ATP intracellulaire
tres basses en condition cystine, ce qui semble attester d’une voie métabolique avec un plus faible
rendement énergétique (Fig 1C).
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11 est probable que la voie métabolique empruntée en présence de L-cystine ne soit pas la
plus efficace en termes de production d’énergie. En plus d’une faible quantité d’ATP intracellulaire,
nous ne détectons pas de HS en condition cystine (Fig 3). Par conséquent, la production de HS’
en phase liquide ne doit pas étre suffisante pour passer en H,S en phase gaz, contrairement a la
condition soufre qui présente une activité métabolique plus forte et un bilan énergétique plus
important, comme le démontre la forte production d’ATP intracellulaire (Fig 1C) et la détection de
H.S (Fig 2). Néanmoins, la voie métabolique L-cystine permet la croissance cellulaire dans un
milieu présentant une faible concentration de polysulfures (Fig 1A).

Sur la base de nos résultats — mesure de gaz, d’acétate, ATP-métrie et comptage cellulaire
— nous proposons des voies métaboliques pour les conditions pyruvate, soufre et cystine faisant
intervenir les hydrogénases membranaires (Mbh ou Mbs), ’hydrogénase cytoplasmique (HyH) et
la NADPH-oxidase TK1481 (Fig 7).

Les Thermococcales possedent un régulateur transcriptionnel SurR (Lipscomb et al., 2009).
Sous sa forme réduite, SurR peut se lier a PADN tandis qu’il ne le peut pas sous sa forme oxydée.
En absence de soufre élémentaire, i.e. en condition pyruvate, SurR active la transcription des génes
codant I’hydrogénase membranaire Mbh et réprime I'expression des genes impliqués dans la
réduction du soufre, tels que le complexe Mbs-NSR et TK1481 (Adams et al., 2000 ; Schut et al.,
2007 ; Santangelo et al., 2011). Dans ce cas, la voie métabolique passe par Mbh au niveau
membranaire, directement impliqué dans la production de H», et HyH au niveau du cytoplasme,
qui pourrait jouer un role de détoxification du H, comme TK1481 mais ne maniere moins efficace.
En effet, HyH ne permet pas 'oxydation du NADPH en NADP", ce qui permettrait pourtant
d’oxyder la ferrédoxine pour la réduire a nouveau via I’étape de glycolyse (cf équation (1)). Nous
supposons donc que cela participe a la limitation du rendement énergétique en pyruvate, d’ou une
plus faible quantité d’ATP intracellulaire.

En présence de soufre, SurR ne peut pas se lier a ’ADN et ne réprime donc pas I'expression
des genes impliqués dans la réduction du soufre. Toutefois, bien que SurR peut activer la
transcription des geénes codant pour Mbh, il ne les réprime pas pour autant. Etant donnée la
détection de Hz en condition soufre, nous envisageons une transcription basale des genes codant
pour Mbh et Hyh, i.e. ces hydrogénases sont actives en permanence. En paralléle de la réduction
du soufre, la voie métabolique impliquée dans la fermentation des composés organiques est donc
toujours active. Dans ce cas, le Hy, toujours produit, peut étre éliminé efficacement du cytoplasme
par Pactivité de TK1481 qui réduit les polysulfures grace au H» et entraine la production de HoS
(Fig 7). TK1481 permet également d’oxyder le NADPH en NADP", nous proposons donc que
cela favorise la glycolyse, les cycles d’oxydo-réduction de la ferrédoxine et donc l'activité de Mbs-
NSR au niveau membranaire, ce qui explique le contournement de la barriere énergétique imposée
lorsque SurR s’exprime. Cette hypothése explique la forte production de gaz et la grande quantité
d’ATP intracellulaire que nous avons observées en condition soufre.

Dans le cas de la condition cystine, nous proposons une voie métabolique intermédiaire a
celles exprimées en conditions pyruvate et en soufre. La concentration en polysulfures est peut-
étre insuffisante pour empécher SurR de se lier a PADN. Il y aurait donc une répression, au moins
partielle, des genes liés a la réduction du soufre, et une dominance de la voie HyH et Mbh,
énergétiquement limitée, ce qui explique la faible quantité d’ATP intracellulaire que nous avons
observée. Toutefois, nous nous serions attendus a observer une quantité corrélée d’acétate et de
COo, produits de la glycolyse qui devraient étre limitée si la voie métabolique passe par HyH plutot
que par TK1481. Or, malgré une faible quantité de CO,, on observe une quantité similaire d’acétate
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entre les conditions soufre et cystine. Nous observons également une croissance cellulaire similaire
entre les conditions souftre et cystine, ce qui suggere que la voie empruntée n’est pas identique a
celle de la condition pyruvate. Nous supposons donc que le complexe Mbs-NSR et la protéine
TK1481 fonctionnent malgré tout, bien que plus faiblement, ce qui permet tout de méme de
détoxifier le H, et de produire du HS” mais de maniere moins productive qu’en condition soufre.

pyruvate cystine
Na+ THZ Na+ le LHS-
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ATP
synthase
Intérieur —
H2 Na* 2H* Na* Sox Nat 8%
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e’ e
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Figure 7 | Modeéle proposé pour la fermentation de T. kodakarensis en condition pyruvate (absence de soufre),
condition soufre élémentaire et condition cystine (polysulfures), avec le réle des hydrogénases membranaires et
cytoplasmiques associées a leurs produits métaboliques. Fdred = ferrédoxine réduite. Adapté d’apres Wu et al.,
2018.
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Chapitre IV

Chapitre IV.

Production de minéraux en présence de
T. kodakarensis

I. Enjeux et stratégie
1. Enjeux

Les bactéries et archées hyperthermophiles, capables de vivre au-dela de 80°C, ont été
majoritairement isolées de systemes ou de sédiments hydrothermaux, marins ou continentaux. Ces
environnements se caractérisent par de hautes températures mais aussi par un contexte
géochimique particulier, comme par exemple de fortes concentrations en métaux (e.g. Stetter et al.,
1996). Bien que les microorganismes hyperthermophiles aient été tres étudiés d’un point de vue
biochimique et génétique afin de comprendre leurs mécanismes d’adaptation aux hautes
températutes, les connaissances sur leur role dans les cycles biogéochimiques et sur leur vie/survie
dans de tels écosystemes minéralisant restent limitées.

De fait, les interactions 7 situ des microorganismes hydrothermaux avec les métaux et/ou
les minéraux sont peu connues. Concernant les métaux, les interactions se résument a trois aspects :
soit les métaux sont toxiques pour la cellule ; soit ils sont utilisés en tant qu’accepteur ou donneur
d’électrons et sont donc réduits ou oxydés dans des réactions de dissimilation ; soit ils représentent
des sources de nutriments et sont impliqués dans des réactions d’assimilation (Holden et Adams,
2003). Quant aux interactions avec les phases minérales, la contribution des microorganismes dans
la précipitation ou la dissolution des minéraux hydrothermaux est largement controversée
(Jannasch et al., 1995 ; McCollom, 2007 ; Rouxel et al., 2007).

Les minéraux eux-mémes peuvent avoir un impact sur la survie des populations cellulaires.
Des études suggerent la possibilité d'une dynamique environnementale soufre-fer-phosphore qui
permettrait aux cellules de survivre face a des milieux hautement minéralisants : la précipitation de
sulfures de fer induirait la libération de phosphates biodisponibles (Xiong et al., 2019 ; Wilfert et
al., 2020 ; Gorlas et al.,, 2022), mais des interrogations demeurent quant aux dynamiques de
précipitation des minéraux et de spéciation du soufre et du phosphore.

Stetter et al. (1996) mentionnait, il y a pres de 20 ans, que la condition préalable a la
compréhension du role des hyperthermophiles sur leur environnement et vice versa est d’apprendre
a les cultiver. Or, le challenge représenté par la culture de tels organismes ne se résume pas a
déterminer des conditions optimales de croissance laboratoire-dépendantes, qui ne représentent en
rien les conditions réelles de leurs écosystemes. Pour comprendre comment les hyperthermophiles
interagissent avec les métaux et les minéraux, il est nécessaire d’adopter une approche
expérimentale permettant de les cultiver et de les étudier dans un milieu hydrothermal minéralisant.
Idéalement, il faudrait explorer différents milieux de culture, différents métaux en différentes
concentrations, quitte a ce que ces milieux ne soient pas tous représentatifs du milieu naturel.
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Un enjeu important est de comprendre 'impact des produits issus du métabolisme cellulaire
des hyperthermophiles sur la précipitation des minéraux, sur leur composition, et sur leurs
caractéristiques morphologiques et texturales. Si biominéraux il y a, comment se forment-ils ? La
précipitation de ces biominéraux a-t-elle un réle dans la vie/survie des hyperthermophiles dans les
écosystemes hydrothermaux ? Sont-ils discernables de minéraux produits dans le milieu
hydrothermal par des processus abiotiques et dans quelle mesure peuvent-ils constituer des
biosignatures ? Et surtout, pourrait-on retrouver ces biominéraux dans les cheminées
hydrothermales pour traquer la présence d’hyperthermophiles et/ou estimer leur contribution dans
la production des minéraux hydrothermaux ?

2. Stratégie

Afin d’apporter des éléments de réponse aux enjeux évoqués ci-dessus, il est nécessaire de
cultiver des microorganismes hyperthermophiles en conditions hydrothermales dans des milieux
riches en métaux. Gorlas et al. (2018 ; 2022) ont montré que les Thermococcales induisent la
précipitation de greigite (FesSs) et de pyrite (FeS,) lorsqu’elles sont soumises a un milieu riche en
soufre et en fer. Qui plus est, les Thermococcales pourraient constituer une part importante de la
communauté microbienne des portions intermédiaires et externes des fumeurs noirs (Takai et al.,
2001 ; Prieur et al., 2004 ; Kormas et al., 2006). Ceci suggere que ces archées pourraient contribuer
de fagon non négligeable a la précipitation de sulfures de fer dans leurs biotopes. Elles constituent
donc un modeéle de choix pour mieux comprendre comment les microorganismes influencent la
géochimique des environnements hydrothermaux et réciproquement.

Des travaux antérieurs ont montré que I'ajout de Fe** (concentration finale de 5mM) dans
une culture de Thermococcales enrichie en soufre élémentaire S(0) (1g/L) entraine un
obscurcissement immédiat du milieu, une chute de la quantité d’ATP et une lyse cellulaire massive
(Gotlas et al., 2022). De manicre surprenante, apres un certain temps d’incubation (classiquement
192h), une nouvelle génération cellulaire est observée dans ces milieux de culture minéralisants
(Gotlas et al., 2022). Il a été proposé que ce phénomene s’inscrit dans une dynamique soufre-fer-
phosphore, comme évoqué plus haut. Des phases minérales aprés ajout de Fe** ont été identifiées.
Des nano-cristaux extracellulaires de greigite (FesSs) se forment par la sulfurisation de phosphates
de fer amorphes li¢s a la surface des cellules (Gorlas et al., 2018 ; 2022), ainsi que des sphérules de
pyrite (FeSs), pour lesquelles la production de vésicules de soufre par les Thermococcales est une
condition primordiale a leur formation (Gorlas et al., 2015 ; 2018).

Pour progresser dans la connaissance de 'empreinte minérale des Thermococcales dans ces
milieux complexes, il est maintenant nécessaire d’étudier la minéralogie détaillée de leurs
productions minérales (ce Chapitre IV), ce qui n’a encore jamais été réalisé, ainsi que celle de
productions abiotiques potentiellement similaires (Chapitre V). En se basant sur le protocole de
culture en condition de minéralisation développé par Gorlas et al. (2018 ; 2022), ce travail propose
(1) d’étudier la spéciation du soufre au cours de la minéralisation, (2) de préciser la séquence de
production des minéraux et leur abondance relative ainsi que (3) de caractériser finement (taille,
forme, texture, contenu en matériel organique) les sulfures de fer, en particulier les sphérules de
pyrite. Les méthodes utilisées, traditionnellement associées au domaine de la minéralogie (e.g.
XANES, STXM, DRX avec affinement Rietveld), permettront de mieux comprendre le réle des
cellules sur la formation des minéraux et 'impact rétroactif de ces minéraux sur la survie d’une
partie de la population de cellules, et fourniront une grille de lecture quant a l'utilisation potentielle
de ces minéraux en tant que biosignatures.
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Thermococcales, a major order of hyperthermophilic archaea inhabiting iron-
and sulfur-rich anaerobic parts of hydrothermal deep-sea vents, are known to
induce the formation of iron phosphates, greigite (Fe3S4) and abundant quantities
of pyrite (FeS;), including pyrite spherules. In the present study, we report
the characterization of the sulfide and phosphate minerals produced in the
presence of Thermococcales using X-ray diffraction, synchrotron-based X ray
absorption spectroscopy and scanning and transmission electron microscopies.
Mixed valence Fe(ll)-Fe(lll) phosphates are interpreted as resulting from the
activity of Thermococcales controlling phosphorus—iron—sulfur dynamics. The
pyrite spherules (absent in abiotic control) consist of an assemblage of ultra-
small nanocrystals of a few ten nanometers in size, showing coherently diffracting
domain sizes of few nanometers. The production of these spherules occurs via a
sulfur redox swing from S to $~2 and then to S, involving a comproportionation
of (-1} and (0) oxidation states of sulfur, as supported by S-XANES data.
Importantly, these pyrite spherules sequester biogenic organic compounds in
small but detectable quantities, possibly making them good biosignatures to be
searched for in extreme environments.

KEYWORDS

archaea, biosignatures, hydrothermal vents, pyrite, greigite

1. Introduction

The activity of microorganisms may promote mineral dissolution and/or precipitation
in hydrothermal mineral environments (e.g., Holden and Adams, 2003; Templeton et al.,
2009; Houghton and Seyfried, 2010). Hydrothermal systems, in particular sulfur-rich
hydrothermal vents, allow exchange of heat and chemical species between seawater and
ocean rocks (Edmond et al., 1979; Stein and Stein, 1994; Elderfield and Schultz, 1996; Wheat
et al, 2000). The mixture of the hot - up to 400°C - reduced fluid discharging from
the vents with the cold — about 2°C - oxygenated sea water, results in the formation of
chimneys accommodating very steep temperature and geochemical gradients (Tivey, 1995;
Von Damm, 1995; Charlou et al., 2002; Schmidt et al., 2007; Flores et al., 2011). Iron sulfide
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minerals, such as pyrite (FeS;) and chalcopyrite (CuFeS;), are
predominant in the inner and hotter parts (>250°C) of active
chimneys (Feely et al., 1994; Ludford et al., 1996). The cooler middle
layers (80-150°C) of the chimneys are mainly composed of calcium
and magnesium sulfate minerals, such as anhydrite (CaSOy), but
contain iron sulfides such as pyrite and marcasite (FeS;) as well
(e.g., Langmuir et al., 1997; Schrenk et al.,, 2003; Rouxel et al.,
2004). It has been proposed that those middle layers harbor a
population of hyperthermophilic archaea (Schrenk et al., 2003;
Lin et al., 2016), probably mainly composed of sulfur-reducers
Thermococcales (Takai et al., 2001; Prieur et al., 2004; Kormas et al.,
2006).

Thermococcales could be an important contributor to the
precipitation of minerals in the middle and external cooler layers
dominated by anhydrite. Gorlas et al. (2018, 2022) reported
that Thermococcales induce the formation of greigite (Fe3Ss)
nanocrystals and of great amounts of pyrite (FeS;) when they are
cultivated in an iron and sulfur-rich synthetic medium simulating
mineralizing hydrothermal fluids. These studies also showed
that the production of pyrite only occurs in the cases where
Thermococcales produce sulfur-rich vesicles (S(0)-vesicles), i.e., if
they grow in a medium containing sulfur at zero valent state [S(0)]
(Gorlas et al.,, 2015, 2018, 2022). In fact, fermentation-assisted
by elemental sulfur reduction made by Thermococcales involves
an NAD(P)H elemental sulfur oxidoreductase (NSR) enzyme (Liu
et al., 2005; Kobori et al., 2010; Bridger et al., 2011; Herwald et al.,
2013) and can lead to the rapid accumulation of elemental sulfur
in the cytoplasm, as was reported for Pyrococcus furiosus exposed
to high concentrations of elemental sulfur (>6.4 g/L) (Schut et al.,
2007). The production of sulfur-rich vesicles could thus be seen as
a detoxifying process, involving the sequestration of excess sulfur
at oxidation state of (0) or close to (0) within the cell and its
transport outside of the cell (Gorlas et al., 2015). This mechanism
likely occurs in natural environments, since hydrothermal fluids are
generally rich in polysulfides (Luther et al., 2001; Waite et al., 2008;
Gartman et al., 2011) or colloidal reactive zero-valent sulfur.

In contact with an Fe (II)-rich fluid, these sulfur-rich vesicles
could act as a precursor for pyrite formation, most likely after
their release by the cells. In contrast, the production of greigite
derives from the sulfurization of amorphous Fe (III) phosphates
close to the surface of the cells (Gorlas et al., 2018, 2022). Although
the excess of sulfide species (H,S and HS™) in the system should
quickly convert greigite into pyrite (Posfai et al., 1998; Hunger
and Benning, 2007), greigite was observed over a period ranging
from a few days to several weeks in previous cultures (Gorlas
et al,, 2018, 2022). Because the stability of greigite depends on
the balance between the abundance of reactive iron and the
sulfide or polysulfide activities (Kao et al., 2004), its presence over
rather long periods suggests that Thermococcales influence the
reactivity of at least one, if not both, of these species. More data
on the sequence of production and relative abundance of these
mineral phases (pyrite, greigite, iron phosphates) in the presence
of Thermococcales are needed to better understand the possible
role of high temperature microorganisms in the mineralogy of
hydrothermal systems. Special attention needs to be given to
the habitus of these phases as identifying mineral phases with
characteristics specific to the presence of Thermococcales (e.g.,
shape, size, crystallinity, content in organics), which could be used
to track their presence in sulfur-rich hydrothermal vents.
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To better understand how archaeal cells influenced the mineral
environment and vice versa, this study focuses on the mineral
characterization of the iron sulfides and iron phosphates produced
in the presence/absence of Thermococcus kodakarensis in a medium
containing zero-valent sulfur $(0). We determined the sequence
of production and the habitus of the mineral phases produced
in the cultures using X-ray diffraction (XRD), X-ray absorption
(XAS) and electron microscopies (SEM and TEM). In addition
to proposing a unified explanation of cell growth in strongly
mineralized media, we documented the production of pyrite
spherules. The specific shape and microstructure of these spherules
possibly make them biosignature which presence in natural
hydrothermal settings could be used to track the current or past
activity of hyperthermophilic archaea.

2. Materials and methods

2.1. Mineralization process in anoxic
conditions

Thermococcus kodakarensis KOD1 (JCM 12380) cultures were
prepared under strictly anaerobic conditions under N, atmosphere
in an anoxic Jacomex'M glove box (<1 ppm O;), as described
in Gorlas et al. (2018). Cultures were performed in glass serum
vials set with rubber stoppers and aluminium caps. Cells were
grown during 12 h at 85°C in 10 mL of a modified Ravot
medium (containing, per liter of distilled water : 1 g NH4CI,
0.2 g MgCl2.6H;0, 0.1 g CaClL.2H;O, 0.1 g KCl, 083 g
CH3COONa.2H;0, 20 g NaCl, 1 g yeast extract, 1 g tryptone, 3 g
PIPES, 0.001 g resazurin and Na,$ to reduce the medium at 0.05%
(w/v) (final concentration) in presence of S(0) (1 g/L) in order to
reach 10% cells/mL~1. Then an anoxic solution of ferrous sulfate
(FeSO4) was added to the cultures (leading to a final concentration
of 5 mM) to induce iron mineral precipitation. The mineralized
cultures were incubated for different durations determined in
previous studies (Gorlas et al., 2018, 2022), namely 5 h for the
presence of amorphous iron phosphates, 96 h corresponding to
the formation of iron sulfides, 192 h for the demineralization
process correlated to the presence of iron phosphates and 35 days
to document a very long mineralization period.

Two control experiments were conducted at 85°C for 96 h
(i.e., the duration required to observe the production of iron
sulfides in the presence of cells): (1) a cell-free abiotic control
consisting of the modified Ravot medium with S(0) 1 g/L, Na,$S
at 0.05% (w/v) (final concentration) and the FeSOy4 solution at
5 mm (final concentration), and (2) a biotic control, consisting of
T. kodakarensis cells grown in the modified Ravot medium with
S(0) (1 g/L), Na,$S at 0.05% (w/t) (final concentration), but without
FeSO4 supplementation.

2.2. X-ray absorption near edge structure
at the S K-edge

The sulfur speciation in the bulk samples was determined by
X-ray absorption near edge structure (XANES) spectroscopy
analysis at the S K-edge. Samples were prepared using
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10mL culture +
FeSO, 5mM

96 h

FIGURE 1

Schematic representation of the experimental protocol. T. kodakarensis cells were cultivated during 12 h in Ravot medium at 85°C which
corresponds to the early stationary phase. Then, upon addition of aqueous FeSO4 solution (5 mM), mineralization occurred as observed visually
Mineralization experiments were conducted for 5 h, 96 h, 192 h, and 35 days. The mineral phases composing the solid residues were then studied by
using a combination of XRD, SEM, XANES, TEM, and STXM. Two control experiments were conducted at 85°C for 96 h (i.e., the duration required to
observe the production of iron sulfides in the presence of cells): (1) a cell-free abiotic control consisting of the modified Ravot medium with S(0)

(1 g/L), Na,S at 0.05% (w/v) (final concentration), and the FeSO4 solution at 5 mM (final concentration) and (2) a biotic control, consisting of

T. kodakarensis cells grown in the modified Ravot medium with S(0) (1 g/L), Na,S$ at 0.05% (w/v) (final concentration), but without FeSOy4

supplementation

centrifugation (15 mL of each sample were centrifugated at
5000 g for 10 min).

X-ray absorption near edge structure (XANES) was performed
in fluorescence mode at the 4-3 beamline at the Stanford
Synchrotron Radiation Light Source (SSRL, California, CA, USA)
with a Hitachi™ HTA 4-element solid-state Si drift detector for
the samples produced in our experiments or a PIPS detector for
some of the concentrated reference samples. The incident energy
was set up with a Si(111) monochromator and calibrated by
measuring a thiosulfate reference (absorption edge at 2472 eV)
between each sample holder during the experiment. Samples were
shipped to SSRL within anoxic containers, and a few mg of pure
solid powders were spread over sulfur-free tape, mounted into
sample holders in a COY™ glove box onsite, and analyzed at
room temperature under He flow. Between 1 to 4 scans were
collected for each sample. Data were calibrated and averaged using
the SIXPACK software (Webb, 2005). Then, averaged spectra were
normalized using the ATHENA software (Ravel and Newville,
2005).

For data analysis, a Linear Combination Fitting (LCF)
procedure was conducted on the S K-edge XANES data with model
compounds. LCF analysis of the XANES spectra at the S K-edge
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was performed using a custom-built program (Morin et al., 2003)
based on the Levenberg-Marquardt minimization algorithm. Fit
quality was estimated by a R-factor and a reduced chi-square, and
the uncertainty on each fitting parameter was estimated to 99.7%
confidence (3 sigma) [see Baya et al. (2021) for details]. The set of
model compounds included biogenic nanocrystalline mackinawite
(FeS), elemental sulfur [S(0)], synthetic nanocrystalline pyrite
(FeS;), and synthetic nanocrystalline greigite (FesS4). For nano-
mackinawite, elemental sulfur, and pyrite, the spectra of model
compounds are given in Baya et al. (2021). Briefly, nano-
mackinawite refers to a biogenic mackinawite synthesized by
incubating Desulfovibrio capillatus with Fe(III)-citrate in Tkogou
et al. (2017). A powder sample of a-sulfur S(0) was taken
from the IMPMC chemical stocks, and pyrite was pure pyrite
synthesized according to the protocol reported in Baya et al.
(2021). The additional sample of nanocrystalline greigite (Fe3Ss)
was synthesized at ambient temperature in a glove box by mixing an
appropriate volume of ferric chloride (FeCls) and ferrous chloride
(FeCly) solutions with a sodium sulfide (Na,S) solution while
gently stirring, and was then kept under magnetic stirring during
3 months until being dried under vacuum in the IMPMC glove box.
This last sample contains traces of FeS.
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2.3. Powder X-ray diffraction and
Rietveld refinement

Sample preparation was carried out under N atmosphere in an
anoxic Jacomex™ glove box (<1 ppm O5). Samples were prepared
using centrifugation (5 mL of each sample were centrifugated
at 5000 g for 10 min). The supernatant was discarded and the
solid phase was vacuum-dried in an anoxic glove-box (no rinsing).
Powder samples were placed on a zero-background Si wafer and
inserted in a custom-built anoxic sample chamber equipped with
a Kapton® window. The sealed chamber was then removed from
the glove-box and XRD patterns were collected using an XPert
Pro Panalytical diffractometer. Data were collected using Co Ka
radiation in continuous scan mode with an equivalent 0.03°2 6 step
counting 2.5 h per sample over the 5-100°2 6. Scans were then
shortened to the 10-100°2 6 because of the bump signal from the
Kapton® window at 7.2°2 6. Rietveld analysis was performed with
the xnd_1.3 code (Berar and Baldinozzi, 1998) using pseudo-Voigt
line-shape profiles. Starting crystallographic parameters including
space group, unit-cell parameters, atomic positions and isotropic
Debye-Waller factors were taken from Rettig and Trotter (1987) for
o elemental sulfur S(0), from Lennie et al. (1995) for mackinawite
FeS, from Stanjek and Schneider (2000) for greigite Fe3S4 and from
Bayliss (1977) for pyrite FeS,. The structure of B-Fe;PO4O from
[jjaali et al. (1990) was used for the barbosalite-like compound
within the Fes(PO4),0; - Feq(PO4)3(OH); solid solution. Unit-
cell and line-shape parameters were varied for major phases only.
Iron occupation was refined for the barbosalite-like compounds in
order to properly account for relative intensities. Scale factors were
refined for all phases and were used to calculate relative weight
fraction of the mineral phases in the samples using the classical
procedure by Bish and Post (1993), assuming a sum of weight
fractions equal to one.

2.4. Scanning electron microscopy
coupled with energy dispersive X-ray
spectroscopy

Sample preparation was carried out under N, atmosphere in an
anoxic Jacomex '™ glove box (<1 ppm O3). 1 mL of each sample
was filtered through a 0.2 pum polycarbonate filter in order to
conserve the solid part of the samples (no rinsing). Filters were
then deposited on a carbon tape and carbon-coated. SEM-EDXS
data were collected at IMPMC, with a GEMINI ZEISSTM Ultra55
Field Emission Gun Scanning Electron Microscope equipped with a
Bruker silicon drift detector for EDXS. Both images and EDXS data
were collected using an acceleration voltage of 10 kV at a working
distance of 7.5 mm.

2.5. Sample preparation by focused ion
beam

Focused ion beam (FIB) foils (20 pm x 5 pm x 100 nm)

were extracted from pyrite spherules using a FEI Strata DB 235
(IEMN, Lille, France). Milling at low gallium ion currents allowed
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minimizing common artifacts including local gallium implantation,
mixing of components, redeposition of the sputtered material on
the sample surface and significant changes in the speciation of
carbon-based polymers (Bernard et al., 2009; Schiftbauer and Xiao,
2009).

2.6. Scanning transmission X-ray
microscopy

Scanning transmission X-ray microscopy (STXM) analyses
were performed on FIB foils to document the carbon speciation of
the organics present within the pyrite spherules using the HERMES
STXM beamline at the synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin, France
- Belkhou et al., 2015; Swaraj et al., 2017). Energy calibration was
done using the well-resolved 3 p Rydberg peak of gaseous CO2 at
294.96 eV for the C K-edge. XANES hypercube data (stacks) were
collected with a spatial resolution of 100 nm at energy increments
of 0.1 eV over the carbon (270-340 eV) absorption range with a
dwell time of less than 1 ms per pixel to prevent irradiation damage
(Wang et al., 2009). Stack alignments and extraction of XANES
spectra were done using the Hyperspy python-based package (De
la Pena et al,, 2018). Normalization of data was done using the
QUANTORXS freeware (Le Guillou et al., 2018).

2.7. Transmission electron microscopy
(TEM)

Samples were examined using a JEOL JEM-2100F at IMPMC,
equipped with a field emission gun (FEG) operating at 200 kV.
Mineral characterization was completed by selected-area electron
diffraction (SAED) and high-resolution transmission electron
microscopy (HRTEM).

3. Results

3.1. Optical appearance

Upon addition of ferrous sulfate (FeSO4) in the medium,
abundant black precipitates were immediately generated both
in abiotic controls (S(0)+NayS+FeSO4) and in experiments
conducted in the presence of cells (Figure 1). In presence
of T. kodakarensis, the deep dark aspect of the precipitates
faded after 192 h of mineralization (Figure 1), consistently
with the observations reported in Gorlas et al. (2022). The
abiotic controls retained their initial appearance over the
entire duration of the experiments, no fading of the deep
dark aspect of the precipitates occurred (Supplementary
Figure 1).

3.2. Sulfur speciation

X-ray absorption near edge structure (XANES) at the S K-edge
of mineralized cultures of T. kodakarensis indicate a peculiar
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(A) Normalized S K-edge XANES spectra of selected reference compounds [FeS (S=" in orange, FezS, greigite in pink, FeS; pyrite (S~!) in red,
elemental sulfur S(0) in yellow and sulfate in green (STY))] of the cell-free abiotic control [S(0)+NaxS+FeSO4], of the biotic control [cells+5(0)+NaxS
with no FeSO4] and of the solid residues of mineralization experiments conducted with T. kodakarensis in a sulfur and Fe2* rich medium at 85°C for
5h, 96 h, 192 h and 35 days. (B) Plot presenting linear combination fits performed on normalized S K-edge spectra of the 5 h, 96 h, 192 h and

35 days mineralization experiments conducted with T. kodakarensis (data in black, fit in red and residual in blue). Parameters relative to the LCF
analysis, such as relative proportions of standard reference compounds and indicators of fit quality, are listed in Table 2.

TABLE 1 Results of the LCF analysis applied to normalized S K-edge XANES spectra using chosen reference compounds (see the section “2. Materials
and methods").

FeS % S(0) % FesSs % x2r (0.10-4) R-factor (0.10~5)
5h 38 (4) 63 (4) - ‘ 101 40.9 80.8
9 h s 60 (3) 25 (1) \ 14(3) 99 38 7.7
192 h = 42(8) 19 (3) \ 40 (8) 101 19.1 36.5
35 days - - 53(2) ‘ 46 (2) 99 16.3 333

Uncertainties on the reported values are given considering a 99% confidence interval. Fit quality is estimated by a reduced chi-square and a R-factor (see the section “2. Materials and methods”).

dynamic of sulfur redox evolution (Figure 2 and Table 1). The solid
residues of the 5 h long mineralization experiments are dominated
by the elemental sulfur [S(0)] introduced in the medium (63% (% 4)
of the S atoms), nano-mackinawite (FeS) being also detected (38%
(£4) of the S atoms). The proportion of sulfur as elemental sulfur
corresponds to 60% (+3) of the S atoms in the solid residues of
the 96 h long mineralization experiments. Nano-mackinawite is
not present, while greigite (Fe3S,) and pyrite (FeS,) represent 25%
(1) and 14 (£3) of the S atoms, respectively. In the solid residues
of the 192 h long mineralization experiments, the proportion of
elemental sulfur only corresponds to 43% (+£8) of the S atoms,
while the proportion of sulfur as greigite corresponds to 19% (=£3)
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of the S atoms and that of sulfur as pyrite to 40% (+8) of the
S atoms. The solid residues of the 35 days long mineralization
experiments do not contain any elemental sulfur, and sulfur is
distributed between greigite (53% (42) of the S atoms) and pyrite
(46% (+£2) of the S atoms). The solid residues of the abiotic control
(S(0)+Na,S+FeSO4) and of the biotic control (cells+S(0)+Na,S
with no FeSO4) (Figure 2) do not contain nano-mackinawite,
greigite nor pyrite according to XANES data at the S K-edge.
Although they are detected in the solid residues of the abiotic
control (Figure 2), sulfates are not detected in the solid residues
of mineralized cultures nor in the biotic control due to a common
ion effect or a lack of iron in these experiments. The non-indexed
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peaks at 2472 and 2481 eV (close to the sulfate peak) in the abiotic
control could be attributed to thiosulfate (Fleet et al., 2005).

3.3. X-ray diffraction identification of the
crystalline phases formed in the
presence of Thermococcales

X-ray diffraction patterns of the solid residues collected
during the time-course mineralization experiments are displayed
in Figure 3. After 5 h of mineralization, a-sulfur [S(0)] and
halite (NaCl) are the major crystalline phases, halite having
been likely crystallized upon drying (no rinsing). An additional
broadened mackinawite (FeS) pattern is also detected and was
included in the Rietveld analysis for this sample. After 96 h
of mineralization, o-sulfur is still the dominant crystalline
phase but pyrite (FeS,) and greigite (Fe3S4) are also observed
in significant amounts, whereas halite is minor. After 192 h
of mineralization, an iron (II)-(III) phosphate referred to as
“barbosalite-like” is observed in large amount, in addition to
pyrite and greigite. Based on Rietveld analysis it can be assigned
to a member of the Fe’*(_y)Fe?34(PO,)3(OH);-3x)0sx
solution (Schmid-Beurmann, 2000) with an x value of 0.28
as determined from iron occupancy-factor refinement, i.e.,
Fe3+2.53F62+0_42(PO4)200A42(OH)1.58 when compared to
barbosalite (Fe*),Fe?t(POy4)2(OH), (Redhammer et al., 2000).
After 35 days of mineralization, greigite, pyrite and some halite
were the sole crystalline phases (Figure 3). Neither elemental
sulfur nor crystalline iron (II)-(III) phosphate were detected.
Note that large crystals may have not been sampled during
preparation. Neither greigite, nor pyrite, nor barbosalite-like iron
phosphate were detected in the solid residues of the abiotic control
(S(0)+Na,S+FeSO4) and in the biotic control (cells+S(0)+Na,S
with no FeSOy4) (Figure 3 and Supplementary Figure 2).

Rietveld refinement (Table 2) allowed us to determine
weight fractions of the crystalline phases composing the residues
of the mineralization experiments and of the abiotic control
(S(0)+NayS+FeSO4). Mackinawite was detected in the form of
“nano-mackinawite” after 5 h of mineralization with mean coherent
domain size (MCD) <3 nm (Table 3) and unit-cell parameters
close to those of mackinawite (Lennie et al., 1995). In this sample,
elemental sulfur and nano-mackinawite accounted for 22(46)
wt% and 31(£9) wt% of the crystalline phases, respectively. After
96 h of mineralization, greigite and pyrite were present in similar
proportions, 23(=£1) wt% and 21(44) wt%, respectively, and nano-
mackinawite could not be quantified because of a too low amount.
After 192 h of mineralization, greigite accounted for only 4(+1)
wt% of the crystalline phases, whereas the barbosalite-like iron
(IT)-(I1I) phosphate was present at 50(£3) wt% and pyrite at
29(+3) wt%. After 35 days of mineralization, the proportion
of greigite represented 34(£6) wt% of the crystalline fraction,
while pyrite represented 52(£11) wt%. In the abiotic control
(S(0)+Na,S+FeSOy), elemental sulfur accounted for 84(%16) wt%
and the amount of nano-mackinawite was qualitatively estimated
at <16 wt% (Table 2). After 96 h of mineralization, Rietveld
refinement (Table 3) indicated isotropic mean coherent domain
(MCD) size of 61(£11) nm greigite, and slightly anisotropic MCD
for pyrite, with (111)-plane pseudo-platelets of 14(+4) nm width
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and 10(£4) nm thickness. MCD of both greigite and pyrite did not
significantly evolve through time.

3.4. Electron and X-ray microscopies on
the minerals produced in the presence of
Thermococcales

3.4.1. Nano-mackinawite (FeS)

In the solid residues of the 5 h long mineralization
experiments, an iron-sulfur-phosphorus amorphous or poorly
crystalline material was observed, containing sometimes NaCl
crystals, as well as carbon, nitrogen and potassium (Figures 4A,
B). At longer times, this amorphous material disappears for the
benefit of crystalline phases. Those observations are consistent
with XANES and XRD results. A similar iron-sulfur-phosphorus
amorphous material is also detected in the abiotic control [S(0)+
Na;$ + FeSO4], but neither nitrogen nor potassium were detected
(Supplementary Figure 3).

3.4.2. Greigite nano-crystals (FezS,)

Tiny greigite crystals are present in the solid residues
of the 96 h long mineralization experiments (Figure 4C).
These greigite crystals of about 40-60 nm are no longer
present in the solid residues of the 192 h long mineralization
experiments (Figure 4E), but crystals of greigite are present in
the solid residues of the 35 days long mineralization experiments
(Figure 4F). The nature of the nano-crystals as greigite was
confirmed by Selected Area Electron Diffraction Pattern (SAED)
and High Resolution TEM (HRTEM) images collected on the
solid residues of the 96 h long mineralization experiments
(Figures 5A-D).

3.4.3. Pyrite (FeS,)

Submicrometric (from 200 nm to 1 jum) pyrite spherules are
present in the solid residues of the 96 h, 192 h and 35 days
long mineralization experiments (Figure 4). Their size, shape
and smooth surface texture are very similar in all residues.
Low magnification observations show homogeneous aggregates
of pyrite spherules with relatively low disparities over the whole
mineralization experiments (Supplementary Figure 3).

Focused ion beam (FIB) foils extracted from aggregates of
pyrite spherules found in the solid residues of the 96 h long
mineralization experiments reveal that each spherule is made of
pure pyrite (Figure 5A). The SAED patterns reveal very tiny
crystalline domains with some common orientations between
adjacent domains (Figure 5E). These observations are consistent
with Rietveld refinement of XRD data according to which pyrites
are made of small anisotropic coherent domains of 15 nm by 10 nm
(Table 3). Moreover, STXM characterization of pyrite sections
reveal the presence of organic compounds trapped within the
spherules and in the matrix surrounding the spherules (Figure 5F).
Absorption features at 285.0, 286.4, 287.4, 288.0, and 288.6 eV
can be attributed to aromatic groups, unsaturated C-S bonds,
aliphatic groups, amide groups and carboxylic groups, respectively,
(Le Guillou et al,, 2018). The organic material that can be found
in the matrix exhibits the same absorption features as the one

frontiersin.org



Chapitre IV

Truong et al.

AS(0) & FesS,

¥ FeS,

@ FePO,0H

@ NaCl

10.3389/fmicb.2023.1145781

>

T

®
%

N PX 1)

[

f

sesssssssassrsannnnnanrnnennnns (213)@

Abiotic control
S(0) + Na,S + FeSO,

A "

srdr s s s 220)@

Biotic control

Cells + 5(0) + Na,S with no FeSO,

35d

FIGURE 3

26 Co Ka1,2 (°)

X-ray diffraction of the cell-free abiotic control [S(0)+Na;S+FeSO4], of the biotic control [cells+S(0)+Na,S with no FeSO4] and of the solid residues
of mineralization experiments conducted with T. kodakarensis in a sulfur and Fe2* rich medium at 85°C for 5 h, 96 h, 192 h and 35 days. For each
phase, peaks corresponding to a line of significant intensity are labeled with concerned (h k |) of elemental sulfur (COD ID: 00-008-0247; yellow
triangle), NaCl (halite COD ID: 00-005-0628; gray round), Greigite (COD ID: 00-016-0713; pink diamond), Pyrite (00-006-0710; red star) and
Barbosalite-like (iron phosphate oxide hydroxide COD ID: 01-070-5888; blue moon)

TABLE 2 Relative weight fraction of the mineral phases determined by Rietveld analysis applied to samples XRD patterns using pseudo-Voigt line-shape

profiles (see the section “2. Materials and methods”).

Sample FeS % S(0) % Fe3S4 % FeS; % NaCl FePO4(OH) Sum

5h 31(9) 26 | - - 47 (1) - 100 \
196 h - 52(1) 23(1) 21(4) 4(1) - 100 ‘
192h - 12() 41) 2903) 5(5) 50(3) 100 |
i35 days - - 34.(6) 52(11) 12 (3) - 100 \
Abiotic control $(0)+Na,S+FeSO, 16 84(16) - - - - 100 }
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TABLE 3 Mean coherent domain size of the mineral phases based on
Rietveld analysis applied to samples XRD patterns.

Sample | FeS | FesSs FeS; FePO4(OH)
LOZ |..22

5h <3 " - - -

%96h - 61(10.7) 14.1 (3.5) 10.5 (3.5) -

1192h - | 41.6 (0.1) 15.7 (1.9) 9.3(1.6) >1000

;35 days - 46.5(11.4) 12.5(3) 5.7 (1.8) -

Mineral particle size was calculated by using the Scherrer equation.

trapped into the pyrite spherules (Figure 5F). The carbon amount
is rather low (~0.15 optical density units) but still detectable. As a
comparison, the spectrum of the organic-rich platinum only shows
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35d

FIGURE 4

10.3389/fmicb.2023.1145781

a feature at 285.0 eV, attributed to aromatic groups (Le Guillou
et al., 2018).

3.4.4. Barbosalite-like
(Fe3+.53Fe+(.42(PO4)200.42(0H)1.58)
Barbosalite-like crystals are only observed in the solid
residues of the 192 h long mineralization experiments. They
exhibit heterogeneous shapes and sizes (Figures 4E, F).
Some are several micrometers wide and display a spherical
or broken spherical shape, while some submicrometric ones
display a spherule shape and are in direct contact with

pyrite.

SEM investigations of the solid residues of mineralization experiments conducted with T. kodakarensis in a sulfur and Fe?* rich medium at 85°C for
5h, 96 h, 192 h and 35 days. (A) Iron sulfide matrix after 5 h of mineralization and (B) associated EDXS spectrum. (C) Iron sulfide spherules (indicated
by a yellow arrow) and nanocrystals in the matrix (indicated by a brown arrow) after 96 h of mineralization and (D) associated EDXS spectra in yellow
and brown, respectively. (E) Iron sulfide spherules and iron phosphate after 192 h of mineralization and (F) associated EDXS hypermap and spectra of
iron phosphates (blue) and iron sulfides (yellow). (G) Iron sulfide spherules and crystallized iron sulfide matrix after 35 days of mineralization and (H)

associated EDXS spectra in yellow and brown, respectively
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FIGURE 5

TEM, HRTEM, and STXM characterization of FIB sections of pyrite spherules observed in the solid residues of mineralization experiments conducted
with T. kodakarensis in a sulfur and Fe2* rich medium at 85°C for 96 h. (A) TEM image of sections of pyrite spherules. (B) TEM image and (C) HRTEM
of greigite [zone axis (110)] and (D) associated electron diffraction pattern. (E) Electron diffraction pattern of polycrystalline pyrite (red square in

panel A) showing a preferential orientation. (F) C-XANES spectra of the organic material trapped into the pyrite spherules (red spectrum) al

d into the

matrix surrounding the spherules (blue spectrum). The spectrum of the organic-rich platinum is also shown (in gray) for comparison. Absorption
features at 285.0, 2864, 2874, 288.0, and 288.6 eV are attributed to aromatic groups, unsaturated C-S bonds, aliphatic groups, amide groups, and

carboxylic groups, respectively.

4. Discussion

4.1. Evolution of the system over time:
phosphorus—iron—sulfur dynamics

The formation of a black precipitate immediately after the
addition in the medium of iron as Fe?* (Figure 1) is caused by the
precipitation of amorphous or poorly crystalline nanophases such
as FeS nano-mackinawite [unambiguously detected by Rietveld
refinement (Table 2) and XANES (Figure 2 and Table 1)] and
iron phosphates (Figure 4B; Gorlas et al., 2018, 2022), the two
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phases forming a three-dimensional matrix observed by electron
microscopy. A similar amorphous matrix is observed in the abiotic
control [S(0) + Na,S + FeSOy4] at 96 h (Supplementary Figure 3),
identified as FeS nano-mackinawite by Rietveld refinement
(Table 2). Note that the nano-mackinawite contribution, estimated
at <16% =+ while elemental sulfur accounted for 84 (+ 16) wt %,
likely is overestimated by Rietveld refinement (Table 2) since we
were not able to detect it in XANES S K-edge analysis (Figure 2
and Table 1). Thermococcales promote a redox evolution of both
sulfur and iron: S(0) is reduced by cellular metabolism producing
sulfide (S72) which is then progressively oxidized into S~! as pyrite
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while Fe?*, although not directly involved in cellular metabolism,
is partially oxidized into Fe’* in greigite and in barbosalite-like
phosphate (Figures 2, 6 and Tables 1, 2). In parallel with the
continuous reduction of sulfur (0), the system thus evolves from
almost pure nano-mackinawite (FeS) at 5 h (Figures 4A, B, 6)
to greigite (Fe3S4) nanocrystals and pyrite (FeS;) submicrometric
spherules starting 96 h (Figures 4C, D, 6).

While the precipitation of pyrite increases with increasing
duration of mineralization (Figures 6A-C), the initial production
of greigite, a sulfide containing 2 Fe(III) for 1 Fe(II), seems to be
intimately related to that of Fe (II/III) phosphates in the present
system: the proportion of greigite first decreases while barbosalite-
like phosphates precipitate, before it increases once barbosalite-like
are no longer present (Figures 6A, D). A number of studies have
reported the microbial production of greigite either intracellularly
(by magnetotactic bacteria for instance) or extracellularly (e.g.,
Mann et al., 1990; Bertel et al., 2012; Gorlas et al., 2018, 2022; Picard
et al,, 2018, 2019). Some authors proposed that the production
of greigite requires a precursor already containing some Fe (III)
(Etique et al., 2018; Picard et al., 2018; Berg et al., 2020; Duverger
etal., 2020; Gorlas et al., 2022). This Fe(III) may come from Fe(III)-
phosphates (e.g., Duverger et al., 2020) or from the oxidation of
the Fe(Il) of mackinawite (e.g., Lennie et al, 1997). Here, the
FeS nano-mackinawite three-dimensional matrix contains some
amorphous or poorly crystallized iron phosphates (Figure 4B),
likely Fe(IlI)-phosphates as previously reported by Gorlas et al.
(2022). Still, the initial production of Fe(III)-phases remains
enigmatic since the experiments are conducted in strict anoxia.
The oxidation of iron could have involved the S(0) contained in
the cells, organic acids, or water (H*), which reductions could
have been catalyzed by the cell surfaces. Kish et al. (2016) have
reported that Sulfolobus acidocaldarius S-layer of both active and
ghost cells and membrane vesicles are effective nucleation sites for
amorphous or crystalline Fe-phosphate phases in a phosphate-rich
and sulfate-rich medium. This possibility is also consistent with the
observations of iron phosphates on Thermococcales cell surfaces or
extracellular materials (Gorlas et al., 2022).

Between 96 and 192 h, the proportions of well crystallized
pyrite and large iron phosphates, namely barbosalite-like
[resembling barbosalite (Schmid-Beurmann, 2000) or lipscombite
(Ech-Chahed et al., 1988)], increase over that of greigite
(Figures 6A, D). The crystallized phosphates could be formed by
interaction between poorly crystallized phosphates and greigite.
Moreover, when sulfur is present in the medium, it has been shown
that the cells accumulate S(0) vesicles leading to the formation
of pyrite when in contact with Fe?* (Gorlas et al., 2022), which
explains the abundance of this phase. The predominance of such
large grain size phases over nanophases of iron phosphate, nano-
mackinawite and greigite likely explains the clarification of the
medium (Figure 1 and Supplementary Figure 1). In similar 192 h
long mineralization experiments, Gorlas et al. (2022) detected
significant amounts of intracellular ATP and visualized living cells
and cell divisions suggesting that some cells had resisted the toxic
initial high nanoparticle-rich medium and benefited from clear
enough medium to resume growth and cell division. It is then
likely that these cells largely depleted the stock of sulfur (0) in the
medium and shift to an H, generating fermentative metabolism,
below a certain threshold of zero valent sulfur in the system
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(Figure 6; Kanai et al., 2013; Schut et al., 2013). This may result in
some pyrite dissolution producing HS and greigite according to:

3FeS; + 2H, — FesSy + 2H»S (1)

and possibly iron (II)-(IIT) phosphates, which allow the cell
population to recover additional phosphorus. Such phosphorus-
iron-sulfur dynamics would constitute an ecological strategy in
natural environments (Xiong et al., 2019; Wilfert et al., 2020).
Such mobilization of the phosphorus reservoir by the cells
leaves an excess of Fe(III) which can then be used for greigite
precipitation. This model is consistent with the second phase of
greigite precipitation (Figure 6) and the absence of well crystallized
phosphates in the solid residues of 35 days long mineralization
experiments (Figure 6).

4.2. Carbon-containing pyrite spherules:
a biosignature?

In contrast to amorphous ferrous sulfide (FeS), greigite
(Fe3S4) or mackinawite (FeS), which biological production has
been extensively reported (Posfai et al, 1998; Picard et al,
2016, 2018; Stanley and Southam, 2018; Park and Faivre, 2022),
pyrite is generally produced abiotically in natural settings (e.g.,
Yuan et al, 2020). Still, biogenic production of pyrite can be
achieved by some microorganisms, including sulfate-reducing
microorganisms (SRM) (Thiel et al, 2019; Berg et al, 2020;
Duverger et al., 2020) or methanogenic archaea (Thiel et al., 2019).
Pyrite may form from greigite and ferrous sulfide (Rickard, 1997;
Hunger and Benning, 2007; Rickard and Luther, 2007) or from
elemental sulfur and ferrous sulfide (Wilkin and Barnes, 1996;
Benning et al, 2000). Here, an early ferrous sulfide phase is
unambiguously detected by XANES (Figure 2 and Table 1),
Rietveld refinement (Table 2) and SEM (Figures 4A, B), confirming
previous results (Gorlas et al., 2018, 2022). This ferrous sulfide
phase has likely been produced via interactions between S(-II) and
Fe(II). The presence of both sulfides and hydrogen sulfide (HS™)
results from the reduction of S(0) by T. kodakarensis, occurring
partially before the addition of iron in the system (Morikawa et al.,
1994). Note that it is likely that some sulfide ions come from the
Na;S, explaining the production of black precipitates identified
as ferrous sulfides by Rietveld refinement (Table 2) in the abiotic
control (S(0) + Na,S + FeSOy) after addition of FeSO,.

As stated above, with increasing duration of mineralization,
phases containing iron and/or sulfur more oxidized than
mackinawite (FeS) are produced, namely greigite (Fe3Sy), pyrite
(FeS,) and barbosalite-like (Fe; 47PO4(OH)g 79) (Figures 2, 3,4, 6).
The sulfur of pyrite is at a formal oxidation state S(-I), i.e., it is
more oxidized than that in mackinawite, which is formally S(-
1I), while both phases contain Fe(II). An oxidation process is thus
necessary to form pyrite from mackinawite, i.e., electron acceptors
must be present in the system. It is known that Thermococcales
produce many extracellular vesicles (Soler et al., 2008; Gorlas et al.,
2015; Liu et al, 2021), and particularly S(0)-vesicles which have
been suggested to be involved in the detoxification of polysulfides
(Gorlas et al., 2015). Here, the production of S(0)-vesicles may have
enhanced the production of pyrite. Accordingly, Gorlas etal. (2015,
2018, 2022) have shown that no pyrite forms in culture devoid of
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FIGURE 6

Proportions of sulfur and iron species and of the iron species of the solid residues of mineralization experiments conducted with T. kodakarensis in a
sulfur and Fe?t rich medium at 85°C for 5 h, 96 h, 192 h and 35 days. (A) Relative proportions of mineral phases according to Rietveld refinements.
(B) Relative proportions of sulfur species according to S K-edge XANES data. (C) Sulfur and (D) iron molar balances based on Rietveld analyses

(cf Table 2)
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S(0)-vesicles. Thus, the main process of pyrite formation in this
system likely involves S(0)-vesicles, S(0) acting in such a scheme
as an acceptor of sulfide electrons, according to:

FeS + S — FeS, (2)

The present study suggests that the presence of metabolically
active T. kodakarensis influences the sulfur reactivity by producing
S(0)-vesicles, which leads to a redox comproportionation of S(0)
from elemental sulfur and S(-II) from FeS, to S(-I) in pyrite. Of
note, using zero valent sulfur as an oxidant does not exclude greigite
as a pyrite intermediate (Hunger and Benning, 2007).

The pyrite produced in the presence of Thermococcales
present a peculiar spherical shape. The spherules with a diameter
of 200 nm to 1 pum exhibit a very smooth surface texture
(Figures 4C, E, G) and consist in an accumulation of many ultra-
small domains sharing common preferential orientations in the
spherules (Figure 5E). The ultra-small domains are anisotropic
and about 15 nm by 10 nm (Table 3), which explains the
very smooth aspect of the spherules. Moreover, the presence of
complex organic matter is detected within these pyrite spherules,
although in low quantity. These compounds exhibit several
functional groups, including aromatic groups, unsaturated C-S
bonds, aliphatic groups, amide groups and carboxylic groups
(Figure 5F), i.e., typical of the functional groups measured in
mineralization studies involving prokaryotes (Benzerara et al,
2006; Miot et al, 2009; Li et al., 2013, 2014; Picard et al.,
2021).

Pyrite mineralization by Thermococcales has been proposed
to constitute a survival strategy at the population level (Gorlas
et al., 2022). Still, the production of the pyrite spherules described
here may be bio-induced rather than bio-controlled. Frankel and
Bazylinski (2003), described biological induced mineralization
(BIM) as the unintended and uncontrolled result of metabolic
products reacting with ions or compounds present in the
environment, making BIM products rather difficult to distinguish
from abiotic minerals (Beveridge, 1989; Konhauser, 1998; Banfield
and Zhang, 2001; Biuerlein, 2003). In contrast, biologically
controlled mineralization (BCM) minerals leads to the production
of structurally well-ordered, narrow size distributed minerals
exhibiting specific morphologies (Frankel and Bazylinski, 2003; Liu
et al., 2012). Given the homogeneity in texture, shape and size
of the pyrite spherules discussed here, it seems that they rather
correspond to BCM than to BIM. But BCM minerals are usually
formed within intracellular organic matrices or vesicles, and their
nucleation and growth are genetically controlled by the organism
itself (Bazylinski and Frankel, 2000a,b), which is not the case here
since pyrite most likely precipitates after the release of the S(0)-
vesicles outside the cells. However, it could be argued that the
BCM concept is relevant to the S(0)-vesicles themselves. Further
studies, especially of the transcriptome, are necessary to determine
if Thermococcales genetics are able to control the characteristics of

pyrite spherules.

5. Conclusion

When cultivated in a ferrous and sulfur-rich medium,
Thermococcales influence the reactivity of both species through
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iron sulfur and iron phosphate precipitation. After an initial
precipitation of iron sulfide and phosphate nanophases that
are toxic to most cells, the medium clears by evolving to
the formation of larger structures of hundreds of nanometres
pyrite spherules and well-crystallized iron II-III phosphates that
are compatible with proper cell development. Moreover, this
study shows that pyrite precipitation results from a redox
comproportionation of S(0) (from elemental sulfur) and S(-II)
(from FeS) to S(-I) (in pyrite), induced by the presence of
Thermococcales and their production of S(0)-vesicles. Pyrites
thus formed present specific textural features such as a peculiar
spherule shape, ultra-small and anisotropic domains and a content
in organic compounds that make them good candidates as
biosignatures. However, before using them as tracers of the
activity of Thermococcales in natural hydrothermal settings
such as hydrothermal chimneys, additional experiments should
be conducted to determine whether or not similar spherules
containing similar organic compounds can be produced abiotically,
and whether or not these specificities (shape, crystallinity and
content in organics) may withstand hydrothermal and diagenetic
conditions over long durations.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

(A) Mineralization experiments conducted with T. kodakarensis in a sulfur
and Fe2* rich medium at 85°C for 192 h. (B) Abiotic control

[S(0) + Na,S + FeSO4] after 192 h of mineralization at 85°C.

SUPPLEMENTARY FIGURE 2

X-ray diffractograms of the solid residues of mineralization experiments
conducted with T. kodakarensis in a sulfur and Fe?* rich medium at 85°C
for 5 h (A), 96 h (B), 192 h (C) and 35 days (D) and of abiotic control

[S(0) + NasS + FeSO4] (E) and of biotic control (cells + S(0) + Nay$S with no
FeSQOy4) (F). Each identified peaks are labeled with Elemental sulfur (COD ID:
00-008-0247; yellow triangle), NaCl (halite COD ID: 00-005-0628; gray
round), Greigite (COD ID: 00-016-0713; pink diamond), Pyrite
(00-006-0710; red star) and Barbosalite-like (iron phosphate oxide
hydroxide COD ID: 01-070-5888; blue moon)

SUPPLEMENTARY FIGURE 3

Low magnification SEM images of the solid residues of mineralization
experiments conducted with T. kodakarensis in a sulfur and Fe?* rich
medium at 85°C for 5 h (A), 96 h (B), 192 h (C), 35 days (D), and of abiotic
control [S(0) + NazS + FeSOy] after 96 h of mineralization (E).
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I1I. Discussion et implications des résultats

1. Dynamique soufre-fer-phosphore : une stratégie écologique ?

Un précipité noir se forme immédiatement aprés ajout du Fe*" dans le milieu, que ce soit
dans le témoin abiotique ou dans les expériences de minéralisation en présence de cellules. Ce
précipité correspond a une matrice contenant plusieurs nano-phases, i.e. des phases amorphes ou
faiblement cristallisées, identifiées comme étant de la nano-mackinawite (FeS) amorphe et des
phosphates de fer amorphes. Dans le cas du témoin abiotique, ces nano-phases n’évoluent pas vers
des phases minérales plus cristallines, méme apres 96 heures d’incubation, tandis que des sulfures
de fer bien cristallisés se forment dans les expériences de minéralisation en présence de cellules, a
savoir de la greigite (FesSs) et de la pyrite (FeS,). La précipitation de ces phases est induite par
I’évolution redox du soufre et du fer dans le systeme, évolution directement liée a activité cellulaire
des Thermococcales. L’activité métabolique des cellules entraine une réduction du soufre
élémentaire S(0) en sulfures S* (Atomi et al., 2004) qui sont ensuite pattiellement oxydés — le S de
la pyrite étant sous forme S — tandis que le fer a 'état Fe** est partiellement oxydé a I’état Fe™* a
travers la précipitation de greigite et de phosphates de fer (II)-(I11).

La précipitation de greigite requiert la présence d’un précurseur contenant du Fe(III)
(Etique et al., 2018; Picard et al., 2018; Berg et al., 2020; Duverger et al., 2020; Gorlas et al., 2022)
qui pourrait provenir de phosphates de fer (IIT) amorphes (e.g. Duverger et al., 2020) et/ou de
I'oxydation du fer (II) de la nano-mackinawite (e.g. Lennie et al., 1997). Ces deux phases, présentes
dans la matrice, sont observées a 5 heures apres contact avec le fer. D’apres Gorlas et al. (2018), la
greigite se forme par sulfurisation des phosphates de fer (III) amorphes produits au contact des
membranes cellulaires suite au stress lié a la forte concentration en fer. Néanmoins, 'oxydation du
fer dans des expériences conduites en stricte anoxie reste pour I'instant d’origine indéterminée et
pourrait avoir impliqué le soufre élémentaire contenu dans les cellules, des acides organiques ou
encore les ions H" de ’eau, dont la réduction aurait été catalysée par les surfaces cellulaires.

Cette séquence d’oxydation du soufre et du fer est corrélée a la précipitation progressive de
phases minérales, dont la taille des assemblages augmente au cours de 'expérience. Les nano-phases
dominent aux temps courts (5 heures), a travers la précipitation initiale de phosphates de fer
amorphes et de nano-mackinawite (FeS) < 3 nm, puis sont remplacées par des nano-cristaux de
greigite < 60 nm et des sphérules de pyrite submicrométriques (200 nm a 1 um) a partir de 96
heures. Un phénomeéne particulier de « déminéralisation » (Gorlas et al., 2022) a été observé a 192
heures et correspond a un éclaircissement du milieu de culture auparavant dominé par un précipité
noir. Cet éclaircissement résulte de la présence de phosphates de fer (II)-(I1I) d’une taille allant de
moins d’lum a une dizaine de micromeétres, et a une réduction importante de la proportion relative
de nano-cristaux de greigite, tandis que la proportion de pyrite continue d’augmenter au fur et a
mesure du temps sans étre impactée par la précipitation d’autres phases. Autrement dit, apres 192
heures, la dominance des assemblages micrométriques sur les nano-phases, i.e. les phases amorphes
et les nano-cristaux de greigite, entraine une clarification du milieu.

D’une part, la greigite, souvent présentée comme un intermédiaire dans la formation de la
pyrite (Hunger et Benning, 2007), peut évoluer selon les réactions suivantes :
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F6384 +2 st —3 FCSQ +2 Hz (1)
F€384 +2S—3 FCSZ (2)

Drautre part, la greigite peut réagir avec les phosphates de fer amorphes, ce qui conduirait a la
précipitation d’un phosphate de fer a valence mixte fer (II)-(III) selon la proposition de réaction
sutvante :

12 FePO, + FesSy + 8 HoO + 2 HoS — 4 Fes(POy)2(OH), + 4 H,PO, + 3 FeS, + 4 H (3)

Toutes ces étapes impliquent la production initiale de phosphates de fer (III) amorphes par des
cellules ainsi que la production de HoS nécessaire a la sulfurisation de ces phosphates en greigite,
ce qui suggere qu'une partie de la population initiale a survécu a 'ajout de sulfates de fer dans le
milieu. Dans des expériences de minéralisation similaires, Gorlas et al. (2022) ont observé une
augmentation de la quantité d’ATP liée a la présence de cellules en division durant ce phénomeéne
d’éclaircissement du milieu a 192 heures. Ces observations démontrent qu'une partie des cellules a
survécu a la précipitation initiale de nano-phases et ont pu se multiplier a nouveau lorsque les
conditions du milieu se sont avérées favorables, formant une deuxieme génération de cellules. On
note également une diminution de la proportion relative de soufre élémentaire. Or, les
Thermococcales sont capables de passer d’un métabolisme de fermentation assistée par le soufre,
productrice de HS, a une fermentation productrice de Hz lorsque la quantité de soufre élémentaire
disponible passe en-dessous d’un certain seuil (Kanai et al., 2013 ; Schut et al., 2013). Qui plus est,
I’étude des produits métaboliques en phase gazeuse présentée dans le Chapitre III a pu mettre en
avant une production de H, concomitante a la production de H»S dans un milieu pourtant riche en
soufre élémentaire. La production de H» par les Thermococcales est donc tout a fait probable dans
ces conditions, ce qui pourrait conduire a la dissolution des sulfures de fer (Payne et al., 2021) selon
les équations suivantes :

3 FeS, + 2 Hy — FesSs + 2 HoS “)
(dissolution réductive de la pyrite)

FesSs + 2 Hy — 3 FeS + 2 HuS 5)
(dissolution réductive de la greigite)

Ces réactions de dissolution réductive restent hypothétiques, car (1) elles se produiraient
entre 192 heures et 35 jours, la cinétique actuelle ne permettant donc pas d’avoir le détail des
données entre ces deux points et (2) les données de gaz durant le processus de minéralisation ne
sont pas encore disponibles, ce qui ne permet pas de déterminer si la pression partielle de H» est
suffisante pour la dissolution réductive des sulfures de fer. Néanmoins, les résultats présentés dans
Particle ci-dessus montrent la disparition du phosphate de fer (II)-(I1I) a 35 jours de minéralisation
et une nouvelle phase de précipitation de la greigite. La dissolution du phosphate de fer (II)-(I1I)
peut s’expliquer par la production de HS par la deuxieme génération de cellules, selon les réactions
suivantes :

Fe;(PO,)(OH), + 2 H" + 4 HS — FesSy + 2 H,PO4 + 2 H,O (6)
(production de greigite)
Fe;(PO4)2(OH), + 4 H" + 6 HS — 3 FeS; + 2 Ho, POy + 2 H, + 2 HO - (7)

(production de pyrite)
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La deuxieme phase de précipitation de greigite résulterait donc de la libération de phosphates par
la deuxieme génération de cellules, selon le mécanisme de sulfurisation des phosphates proposé a
5 heures de minéralisation.

En résumé, les cellules ont une influence directe sur la dynamique de précipitation des
phosphates et des sulfures de fer a travers :

(1) un phénomene de formation initiale de phosphates de fer (II)-(III) amorphes en réaction a
I'ajout de fer.

(2) un phénomene de biominéralisation induite (BIM) par une partie métaboliquement active de la
population de cellules, productrice de HS', qui permet la transformation des phosphates de fer (1I)-
(IIT) amorphes en greigite.

(3) la transformation de ces greigites en phosphates de fer (II)-(III) amorphes résiduels en
phosphates de fer (II)-(I1I) bien cristallisés, ce phénomeéne ne pouvant se produire sans cellules car
aucun fer (III) n’est présent.

(4) la formation d’une seconde génération de greigites suite a la transformation des phosphates de
fer (II)-(III) bien cristallisés en greigite sous l'effet des sulfures métaboliques produits par la
deuxieme génération de cellules.

Ces phénomenes se produisent initialement du fait de la population de cellules mises au
contact du fer, puis de nouveau a la deuxiéme génération qui a émergé a partir des cellules initiales
survivantes. Des données supplémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre la cyclicité
du phénoméene et la présence de générations supplémentaires. Il faudra envisager un
échantillonnage entre 192h et 35j afin de tester si une troisieme génération de cellules est
envisageable, la quantification des gaz indicatifs du métabolisme des cellules afin d’avoir une
compréhension plus fine des réactions de précipitation et de dissolution, et enfin un dosage des
phosphates en solution afin de tester si cette dynamique permet la libération de phosphates
biodisponibles, potentiellement recyclés par les cellules survivantes dans un environnement ou le
phosphore est un élément limitant.

2. Mécanisme de formation des sphérules de pyrite

La pyrite est un minéral ordinairement produit en conditions abiotiques (e.g. Yuan et al.,
2020), souvent a partir de greigite (Fe;S4) et de monosulfure de fer (FeS) (Rickard, 1997 ; Hunger
et Benning, 2007 ; Rickard et Luther, 2007) ou de soufre élémentaire et de monosulfure de fer
(FeS) (Wilkin et Barnes, 1996 ; Benning et al., 2000). Toutefois, la production biogénique de pyrite
a été démontrée dans le cas de microorganismes sulfato-réducteurs (Thiel et al., 2019 ; Berg et al.,
2020 ; Duverger et al., 2020) et d’archées méthanogenes (Thiel et al., 2019), mais s’avere bien plus
rare que la production biogénique d’autres sulfures de fer, comme la mackinawite (FeS) ou la
greigite (Fe;S,) (e.g. Posfai et al., 1998a ; Picard et al., 2016a ; Picard et al., 2018 ; Stanley et Southam,
2018 ; Park et Faivre, 2022). Quoi qu’il en soit, une production initiale de monosulfure de fer (FeS)
est nécessaire a la précipitation de pyrite (FeSy).

La production initiale de nano-mackinawite (FeS) résulte de Iinteraction entre des ions
sulfures (S7) et les ions ferreux (Fe®"), ces derniers provenant des sulfates de fer (FeSOy). Les ions
sulfures proviennent certainement en majorité de sulfures et d’hydrogénosulfures (HS") produits
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lors de la réduction métabolique du soufre élémentaire S(0) par les Thermococcales (Atomi et al.,
2004) durant Pétape de culture en conditions optimales de croissance, i.e. avant ajout des sulfates
de fer (FeSO,). Toutefois, on ne peut exclure qu’une partie de la nano-mackinawite (FeS) résulte
de la réaction entre les ions sulfures (S*) du sulfure de sodium (Na,S) — agent réducteur ajouté
avant 'inoculation des cellules — du milieu avec les sulfates de fer (FeSO,), étant donnée la présence
de monosulfure de fer (FeS) dans le témoin abiotique, bien qu’en quantité minime. Aux
concentrations étudiées, les ions sulfures du Na,S ne réagissent pas, ou tres peu, avec le soufre
¢lémentaire présent dans le milieu de culture, ce qui indique une faible réactivité du soufre utilisé
dans ces expériences. Par conséquent, 'activité métabolique des cellules a pour effet d’augmenter
la réactivité du soufre particulaire pour permettre la production de sulfures de fer par réaction avec
les ions sulfures. Une fois la nano-mackinawite (FeS) formée, des réactions d’oxydation sont
nécessaires a la formation des phases cristallines contenant du soufre et/ou du fer a un degré
d’oxydation plus important, a savoir la greigite (FesS4), la pyrite (FeS,) et le phosphate de fer(II)-

(I1I).

Dans le cas de la pyrite, le soufre se trouve a un état d’oxydation S(-I) contre S(-II) pour le
sulfure de fer (FeS) ; des accepteurs d’électron doivent donc étre présents dans le systeme afin
d’oxyder le S(-II) en S(-I). Il pourrait s’agir des protons H" provenant du H.S, produit par la
réduction du soufre suite a I'activité métabolique des cellules (Atomi et al., 2004 ; Atomi et Reeve,
2019), réagissant avec le sulfure de fer (FeS) selon la réaction suivante :

FeS + H.S — FeS, + H; (8)

Une autre possibilité implique le soufre élémentaire S(0) en tant qu’accepteur final d’électrons selon
la réaction suivante :

FeS + S — FeS; )

Or, les Thermococcales produisent des vésicules extracellulaires (Soler et al., 2008 ; Liu et al., 2021),
et notamment des vésicules qui ont la particularité d’étre riches en soufre (SVs) lorsque les cellules
sont cultivées dans un milieu riche en soufre élémentaire (Gorlas et al., 2015). La fermentation
assistée par le soufre réalisée par les Thermococcales implique une enzyme NAD(P)H sulfur-
oxydoréductase (NSR) (Kobori et al, 2010 ; Herwald et al, 2013) qui peut conduire a
P’accumulation de soufre dans le cytoplasme suite a une exposition a de fortes concentrations en
soufre élémentaire (> 6,4g/L), comme démontré chez Pyrococcus furiosus (Schut et al., 2007). La
production de SVs a donc été interprétée comme un mécanisme de détoxification, permettant de
transporter en dehors de la cellule du soufre a I’état d’oxydation (0) séquestré en exces dans le
cytoplasme (Gorlas et al., 2015).

Gorlas et al. (2018 ; 2022) ont ensuite démontré que la pyrite ne précipite que dans les
expériences de minéralisation faites a partir de cultures productrices de SVs, i.e. dans un milieu
riche en soufre élémentaire. C’est cette derniere réaction, impliquant le soufre élémentaire en tant
quoxydant, qui mene a la formation de pyrite dans ce systeme. La production de SVs influence
donc la réactivité du soufre élémentaire, implémenté dans le milieu sous forme solide peu réactive
(voir Chapitre II), et le transforme en soufre réactif tels que des polysulfures ou des colloides
capables de recevoir les électrons pour 'oxydation du monosulfure de fer (FeS) en pyrite (FeS,). A
noter que la formation de pyrite a partir de soufre élémentaire n’exclut pas, en parallcle, la
transformation de greigite en pyrite discutée dans la partie 1.
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Par conséquent, lactivité cellulaire des Thermococcales induit une réaction redox de
comproportionation du soufre élémentaire S(0) avec S(-1I) pour former du S(-I) a travers deux
produits métaboliques : (1) la production de sulfures S* suite a la fermentation assistée par le soufre,
L.e. la réduction du soufre élémentaire S(0), conduisant a la formation de sulfure de fer (FeS), soit
S(-1I), et (2) la production de polysulfures/soufre colloidal (S(0) ou proche S(0)) réactifs et
accepteurs d’électrons a travers la production de SVs, conduisant a 'oxydation du sulfure de fer
(FeS) en pyrite (FeSs), soit S(-I).

3. Les sphérules de pyrite, des biosignatures ?

Les pyrites formées suite au processus décrit en partie 2. sont peu dispersées en taille et
homogenes dans tous les échantillons. Elles se présentent sous la forme caractéristique de sphérules
lisses de 200 nm a 1 um, majoritairement proche de 1pum, constituées de cristallites de quelques
nanometres assemblées entre elles pratiquement sans porosité résiduelle. 11 s’agit de domaines
cristallins anisotropes d’une dizaine de nanometres qui partagent une orientation préférentielle
commune au sein d’'une méme sphérule. Qui plus est, des composés organiques piégés a 'intérieur
des sphérules de pyrite ont été détectés, a savoir des composés présentant des groupements
aromatiques, aliphatiques, amides et/ou carboxyliques, ainsi que composés organo-soufrés. Ces
composés sont similaires a ceux identifiés dans d’autres expériences de minéralisation de
procaryotes (Benzerara et al., 2006 ; Miot et al., 2009 ; Li et al., 2013 ; Li et al., 2014 ; Picard et al.
2021), et sont identiques a ceux détectés dans la matrice environnante, ce qui suggere que les
sphérules de pyrite ont piégé les composés cellulaires et les produits intracellulaires issus de la lyse
et de Pactivité des Thermococcales.

La production de sphérules de pyrite, résultant directement de l'activité métabolique des
Thermococcales, pourrait étre classée dans de la minéralisation bio-induite (BIM) plutot que bio-
controlée (BCM). Pour rappel, Frankel et Bazylinski (2003) décrivent la BIM comme le résultat
non controlé de produits métaboliques réagissant avec les ions ou les composés présents dans
I'environnement, ce qui résulte en des minéraux difficilement discernables de minéraux abiotiques
(Beveridge, 1989 ; Konhauser, 1998 ; Banfield and Zhang, 2001 ; Biuerlein, 2003). Par opposition,
les minéraux issus de BCM présentent des morphologies spécifiques et une distribution de taille
homogene (Frankel et Bazylinski, 2003 ; Liu et al., 2012). Etant données les caractéristiques des
sphérules de pyrite produites en présence de Thermococcales, il semblerait qu’elles correspondent
plus a des produits de BCM que de BIM. Néanmoins, les minéraux issus de BCM sont
normalement formés de maniére intracellulaire, et leur croissance et nucléation sont controlées
génétiquement par 'organisme lui-méme (Bazylinski et Frankel, 2000a,b), ce qui ne semble pas étre
le cas ici puisque la pyrite précipite une fois les SVs relarguées par les cellules. La morphologie
spécifique et la gamme de taille des sphérules suggerent que les SVs et les cellules, ayant
potentiellement accumulé des polysulfures dans leur cytoplasme, ont servi de site nucléation pour
la précipitation des sphérules. Le concept de BCM s’appliquerait plutot a la biominéralisation du
soufre a travers la production de SVs, et qui, en réagissant avec le fer, transmettrait indirectement
les caractéristiques spécifiques propres aux produits de BCM aux sphérules de pyrite ainsi formées.

Afin d’explorer plus avant la possibilité d’utiliser ces sphérules de pyrite en tant que
biosignatures, il est nécessaire de tester si de tels minéraux peuvent étre retrouvés dans les
cheminées hydrothermales. Il sera également nécessaire de tester si des minéraux similaires,
présentant les mémes caractéristiques (morphologie, taille, cristallographie, contenu en composés
organiques), peuvent se former en conditions abiotiques.
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Chapitre V

Chapitre V.

Recherche de biosignatures dans des échantillons
naturels

I. Enjeux et stratégie

1. Enjeux

La recherche de traces d’organismes hyperthermophiles dans le corps d’une cheminée
hydrothermale nécessite de savoir (1) ou et (2) quoi chercher, en gardant a esprit que le milieu
naturel est différent des conditions de laboratoire. Il faut en premier lieux identifier la biosignature :
est-il plus vraisemblable que I'objet étudié ait été produit par le vivant plutot que par des processus
abiotiques ? Il faut ensuite démontrer que la biosignature est authigéene a la portion de cheminée
ou elle a été trouvée, i.e. qu'elle n’a pas été transportée. Les questions de la préservation et de la
contamination se posent aussi : la biosignature présente-elle des signes d’altération thermique ? La
matiére organique présente a-t-elle été piégée au moment de la formation de I'objet et cette matiere
organique est-elle bien d’origine biologique ?

Ou devrait-on chercher des biosignatures ? Le profil de température d’'une cheminée se
découpe grossicrement en trois zones, a savoir les portions internes au contact direct du fluide et
soumises a des températures > 250°C (jusqu’a 400°C), les portions intermédiaires < 250°C et les
portions externes, au contact direct de I’eau de mer a une température de 2°C (e.g. Schmidt et al.,
2007 ; Tivey, 1995 ; Von Damm, 1995). Evidemment, ce profil n’est pas figé dans le temps et dans
I’espace. En particulier, les portions intermédiaires les plus froides aux portions externes subissent
des variations de température tres importantes, la température pouvant passer de 250°C a 2°C en
quelques minutes (Tivey et al., 2002). La colonisation d’hyperthermophiles au sein de ce gradient
reste inconnue, mais les portions intermédiaires a externes sont néanmoins les seules a pouvoir
héberger le vivant.

Que devrait-on chercher ? Les chapitres précédents ont permis d’identifier des biosignatures
minérales : les sphérules de pyrite. Chose importante, j’ai observé leur production en conditions
expérimentales dans des systemes simples, ne contenant qu’une seule souche d’archées (Thermococcus
kodakarensis KOD1), a une température constante (85°C) et en présence de fer a une concentration
elle aussi constante (5mM). Les systémes naturels, ouverts, présentent une complexité bien
supérieure. Les parametres des systemes naturels sont différents de ceux du laboratoire et variables,
notamment la température (Tivey, 2002), la concentration en métaux (Zn, Cu, Co, etc en plus du
Fe) (e.g. Klevenz et al,, 2011 ; Gartman et al., 2014 ; Findlay et al., 2015), et les conditions rédox
(gradient rédox entre le fluide réducteur et 'eau de mer oxydée). Autant de facteurs qui vont
possiblement influer sur les caractéristiques initiales des biosignatures et les rendre plus difficiles a
distinguer de leurs pendants abiotiques. Qui plus est, il faut prendre en compte lactivité
concomitante et non négligeable d’une biodiversité de souches (e.g. Dick et al., 2010 ; Cathalot et
al., 2021) dont qui pourrait avoir des effets inconnus sur la production de sphérules de pyrite.
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Quelle est la probabilité de trouver des biosignatures ? Les sphérules de pyrite sont
potentiellement rares dans les environnements naturels. En conditions expérimentales, les
sphérules sont produites au contact de cultures pures de Thermococcales (1x10” cellules/mL). Une
concentration cellulaire similaire a été estimée dans le panache hydrothermal (Winn et al., 19806),
mais une telle concentration dans certaines portions des cheminées, bien que suggérée, reste a
démontrer (Schrenk et al., 2003). Rien ne garantit une abondance de sphérules de pyrite identique
a celle observée dans les conditions expérimentales.

Les biosignatures sont-elles bien authigenes ? Il faut démontrer que la biosignature n’a pas été
transportée dans la portion de cheminée étudiée, mais qu’elle y a été produite. Méme si des études
ont révélé la présence de biomarqueurs dans I'enticreté d’un transect horizontal de cheminée, i.e.
les genes codant pour PARN 16S (Schrenk et al., 2003) et des lipides archéens et bactériens
(Blumenberg, 2007), aucune n’a pu démontrer leur production 7 situ.

Les biosignatures sont-elles bien préservées ? Une recristallisation et/ou une maturation
thermique est possible dans le milieu naturel. Il faudra alors comparer avec les biosignatures
produites expérimentalement et déterminer si les caractéristiques initiales peuvent étre reconnues.
La dégradation/préservation des biosignatures au cours d’épisodes thermiques devra étre
déterminée lors d’expériences d’altération expérimentale.

Les biosignatures ont-elles pu étre contaminées ? Les apports constants en matiere organique
peuvent brouiller le caractere authigéne ou allogéne de la matiére organique. Qui plus est, la matiere
organique peut ¢tre d’origine abiotique, ou provenir d’organismes qui ne vivent pas nécessairement
dans la cheminée.

2. Stratégie

Pour répondre a I'enjeu de la localisation, la stratégie est de mener une étude comparative de
pyrites localisées dans différentes portions de la cheminée, depuis le cceur (portion interne) jusqu’a
la périphérie (portion externe). Des échantillons issus de la campagne Bicose 2 (Cambon-
Bonnavita, 2018) ont été sélectionnés en collaboration avec 'FIFREMER (Erwan Roussel et Marie-
Anne Cambon-Bonnavita). Ils proviennent du site hydrothermal TAG situé 26°08’N sur la ride
Médio-Atlantique. Le site se compose de cheminées disposées en deux plateformes concentriques
avec un gros diffuseur central relarguant des fluides riches de haute température, et d’'un champ
extérieur de plus basse température (Rona et al. 1993 ; Humphris et Kleinrock, 1996 ; White et al.
1998 ; Pontbriand and Sohn, 2014) (Fig 1A). Le site d’échantillonnage est une zone active située
dans la caldeira intérieure, au sud-est du gros diffuseur (Fig 1B), et présente une macrofaune
constituée de crevettes abyssales du genre Rezmicaros (Cambon-Bonavita, 2014 ; Konn et al., 2022)
(Fig 1C). Les échantillons notés Int, Mid et Ext 1 proviennent de la méme cheminée active et
retracent I’épaisseur d’un mur de cheminée, des portions les plus internes jusqu’aux plus externes.

A l'aide des données obtenues avec les mémes techniques que celles utilisées pour caractériser
les sphérules expérimentales de pyrite (DRX, TEM, SEM-EDXS, XANES et STXM), nous avons
documenté la composition, la morphologie, la microtexture et le contenu en composés organiques
de pyrites prélevées dans les différentes portions de la cheminée. La comparaison des pyrites issues
des portions habitables avec les pyrites synthétisées expérimentalement et identifiées comme étant
des biosignatures ont permis de discuter de la possible présence de microorganismes au sein des
cheminées.
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Figure 1 | Figure réalisée d’apres le rapport de campagne Bicose 2 © IFREMER. A) Localisation (rectangle noir)
du site hydrothermal TAG sur la ride Médio-Atlantique. B) Carte du site hydrothermal TAG avec les positions du
gros diffuseur (indiqué par une fleche) et de la zone d’échantillonnage (carré noir). C) Photo de la zone de
prélevement réalisé par le Nautile, dominée par la macrofaune de crevettes de type Rimicaris.
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Chapitre V

Abstract

The activity of black smokers impacts the carbon, sulfur and iron geochemical cycles and a
possible role of hyperthermophilic microorganisms in these geochemical processes is as yet
undocumented. To date, no direct observations have confirmed the presence of living
microorganisms within chimneys of black smokers. Since biomarkers such as environmental DNA
can be transported over significant distances, demonstrating that chimneys are colonized by
hyperthermophilic microorganisms requires identifying fixed, non-transported biosignatures z situ,
1.e. within the chimney wall.

Here we report the morphological, textural and chemical characterization of pyrite crystals
sampled across a section of a chimney, from the inner-hotter portion to the external-cooler portion,
providing a promising track in the search of hyperthermophilic biosignatures.

The internal and middle portions of the chimney mainly harbour cubic-shaped pyrites
containing rather low quantities of hydrocarbons and thermally matured organic compounds. In
contrast, the samples from the external portion contain pyrite spherules, composed of a mosaic of
slightly disoriented domains with rather large amounts of organic materials chemically similar to
thermally mature biogenic organic compounds. Such pyrites are similar, but not identical, to pyrites
spherules produced in the laboratory in the presence of Thermococcales.

To confirm that these black smoker chimneys were indeed colonized by hyperthermophilic
microorganisms, it remains to be determined whether the pyrite spherules observed in these
hydrothermal samples could really result from the diagenetic transformation of pyrite spherules
actually produced in the presence of Thermococcales

1. Introduction

Sulfur-rich hydrothermal vents and their associated ecosystems were discovered in 1977
(Corliss et al., 1979). The discovery of black smokers has given birth to new hypotheses (and
controversies) about the emergence of life and its primitive evolution. In fact, the redox activity
and reactive surfaces of metal sulfides such as pyrite (FeS»), chalcopyrite (CuFeS;) and sphalerite
(ZnS) — which are major mineral phases of black smokers — may have promoted fundamental
prebiotic process (Huber and Wichtershauser, 1997; Russell et al., 1994, 2010; Wichtershauser,
1990). Furthermore, black smokers play a unique role in exchanging heat and chemical species
between seawater and ocean rocks (Edmond et. al, 1979; Stein and Stein, 1994; Elderfield and
Schultz, 1996; Wheat et al., 2000). Their intense biochemical and geochemical discharges produce
hydrocarbures and massive sulfides deposits, thereby impacting all oceanic geochemical cycles
including carbon, iron and sulfur (Amend et al.,, 2011; Hannington et al., 2011; German and
Seyfried, 2014).

Life proliferates around black smokers. It is within the deep-sea sediments surrounding black
smokers that the superphylum Asgard archaea was initially identified from metagenomic data and
positioned as a sister group to Eukaryotes (Spang et al., 2015; MacLeod et al., 2019; Weiss et al.,
2016). The buoyant hydrothermal fluid more or less mixed with seawater contains microorganisms
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exhibiting distinct communities from those present in the surrounding seawater (e.g. Cowen et al.,
1986, Winn et al., 19806; Juniper et al., 1998; Dick et al., 2010; Sheik et al., 2015).

Yet, the colonization of chimneys by (hyper)thermophile microorganisms remains an open
question (Wirth, 2017). The middle-outer portions of a chimney wall are highly porous and likely
permeable which favours the mixing between reduced hydrothermal fluids and oxygenated
seawater, thereby creating steep physico-chemical gradients varying at small spatial scales (Tivey et
al., 2002). Some authors have been proposed that these layers harbour a population of
hyperthermophilic microorganisms or, at least, that they could afford conditions suitable for their
growth (Tivey et al., 2002; Schrenk et. al, 2003; Lin et al., 20106). Consistently, some studies reported
the detection of biomarkers within chimney samples such as the gene encoding 16S ribosomal
RNA (Schrenk et al., 2003; Li et al.,, 2014), or bacterial and archaeal lipids (Blumenberg, 2007).
However, no direct observations have confirmed the presence of living microorganisms within
chimneys. Demonstrating that chimneys are colonized by (hyper)thermophilic microorganisms
requires identifying fixed, non-transported biosignatures 7 situ, i.e. within the chimney wall.

Mineral phases may help deciphering whether or not chimneys are inhabited. In fact, microbial
activity may influence the dissolution and/or precipitation of hydrothermal minerals (e.g. Jannasch
et al,, 1995; Holden and Adams, 2003; Templeton et al., 2009; Houghton and Seyfried, 2010; Meier
et al.,, 2019), including pyrite, i.e. the most predominant sulfide of middle-outer layers (e.g. Lafitte
et al., 1984; Rona et al., 1986; Langmuir et al.,1997; Grant et al., 2018).

For instance, the metabolic activity of some hyperthermophilic, heterotrophic and S(0)-
reducers archaea from the order Thermococcales, primarily isolated from hydrothermal marine
vents, has been shown to induce the formation of greigite (FesSs) and of pyrite (FeS,) when they
are cultivated at 85°C in an iron and sulfur-rich synthetic medium simulating hydrothermal fluids
(Gotlas et al. 2018, 2022; Truong et al, 2023). The pyrite formed in the presence of
Thermococcales displays a specific spherule shape with a diameter ranging from 200 nm to 1 pm,
a specific nanoscale texture with many ultra-small domains measuring 10 to 15 nm on average, and
contains biogenic organic compounds albeit in small but detectable quantities (Truong et al., 2023).
These unique characteristics make them promising biosignatures to be searched for in extreme
environments such as black smokers.

Here, we use elemental analyses (CHNS), X-ray diffraction (XRD), scanning and
transmission electron microscopy (SEM and TEM), scanning transmission X-ray microscopy
(STXM) and X-ray absorption near edge structure (XANES) spectroscopy to characterize the
pyrite crystals sampled across a chimney of a black smoker (from the inner-hotter portion to the
external-cooler portion) sampled from the TAG site during the Bicose 2 mission, documenting
their shape, nanoscale texture, and organic content. We then discuss the pertinence to use some of
these pytites as biosignatutes, which would thus be indicative of the past and/or actual colonization
of chimneys by living microorganisms.
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2. Materials and methods

2.1. The Trans-Atlantic Geotraverse hydrothermal site

18/02/2018 13:29:12 Im=3638.6 m A=1.0 m

Figure 1 | A) Bathymetric map of the TAG site. The two concentric platforms appear in orange. B) Photograph of
the area called the “nursery-zone” located in the inner caldeira at the south-eastern basis of the inner high-
temperature mound. We can see abyssal shrimps belonging to the Rimicaris genus.

The Transatlantic Geotraverse (TAG) site, at 26°08’N on the Mid-Atlantic Ridge (MAR), is a
mature vent field which has been active for ~140 000 years (Lalou et al., 1993; Lalou et al., 1995).
It is located on the hanging wall of an active detachment fault at 3600 m depth (Rona et al., 1986;
Canales et al., 2007; deMartin et al., 2007). The chimneys are laying in two concentric platforms
which form a compound and elliptical mound with a 50 m-high inner high-temperature mound

and a 200 m-wide outer low-temperature mound (Rona et al. 1993; Humphris et Kleinrock, 1996;
White et al. 1998; Pontbriand and Sohn, 2014) (Fig 1A).

The inner high-temperature mound receiving the hotter discharging fluid is mainly composed
of sulfides and some sulfates, but a few oxides, hydroxides and silicates were also reported (Rona
et al. 1986; 1993), while the outer low-temperature mound and the surrounding sediments field
receive discharges of lower temperature fluids over extended periods. As a result, they exhibit
deposits of red Fe-Mn rich amorphous iron oxides, Fe-silicates and Mn-Fe rich materials
(Thomson et al. 1985; Lalou et al. 1986; Thompson et al. 1988; Rona et al. 1993; Becker and Von
Herzen, 1996). The plumes are dominated by nanoparticles of euhedral pyrites (Rona et al. 1986;
Yicel et al., 2011; Gartman et al. 2014).

The TAG mound was the first hydrothermal vent to be discovered on the MAR during the
1972 and 1973’s cruises by the National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) TAG
Project (Scott et al., 1974; Rona, 1980) and eventually recognized as a presently active hydrothermal
site comprising black smokers and massive sulfide mounds (Rona et. Al, 1986; Thompson et al.
1988, Beaulieu et al. 2015). In the last ten years, four campaigns were conducted at the TAG
hydrothermal field: Bicose 1 (Cambon-Bonavita, 2014), Hermine (Fouquet and Pelleter, 2017),
Bicose 2 (Cambon-Bonavita, 2018) and Hermine 2 (Pelleter and Cathalot, 2022).
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The sampling site of the present study, called “nursery-zone”, is inhabited by abyssal
shrimps belonging to the Riwicaris genus (Cambon-Bonavita, 2014; Konn et al., 2022). It was
discovered during the Bicose 1 campaign but sampled during the Bicose 2 campaign. It consists in
an active area composed of tiny recently formed black smokers, located in the inner caldeira at the
south-eastern basis of the inner high-temperature mound (Fig 1B).

2.2. Samples selection

For this study, we selected three samples of the same active chimney (labelled as Int, Mid
and Ext, respectively sampled from the internal, the middle and the external part of the chimney
wall). The chimney, located at 26° 8.223' N - 44° 49.532' W at a depth of 3640m, was sampled on
the 04/02/2018 (Bicose 2 campaign, operation BIC2-PL01-01). The temperature at the core of
this chimney reaches 441°C (temperature probe of the Nautile). The samples were stored in
anaerobic flasks filled with seawater from the sampling site and the gas phase was replaced by N»
to limit interaction with O.. They were stored at 4°C for 1 year, then the solid phase was vacuum-
dried in an anoxic Jacomex™ glove-box under an N, atmosphere (<1 ppm O,) at IMPMC. Samples
were kept at 4°C before being analyzed for the present study.

2.3. X-ray diffraction

Powder samples (Ext, Mid and Int) were deposited on zero-background Si wafers which
were placed in a Spinner configurated bracket. XRD patterns were collected on a XPert Pro
Panalytical™ diffractometer at IMPMC. Data were collected using Co Ka radiation in continuous
scan mode with an equivalent 0.03°20 step counting 3 hours per sample over the 5-

90°20. Identification of mineral phases was done using EVA software (XRD patterns converted
into Cu Ka) and PDF4 database : bianchite (PDF ID : 00-032-1478), marcasite (PDF ID : 00-037-
0475), pyrite (PDF ID : 00-042-1340), sphalerite (PDF ID : 04-003-6940) and chalcopyrite (PDF
ID : 01-074-1737).

2.4. Carbon, hydrogen, azote and sulfur (CHNS), mass fraction: estimation of the elemental

composition

Three fractions of each sample were weighted and measured to estimate their mean
elemental composition. Vanadium pentoxide (formula V,Os) was added as an oxidation catalyst to
convert reduced sulfur phases into sulfur dioxide, thereby increasing the quality of total sulfur
analysis. CHNS elemental data were collected at ISTeP with a Thermo-Fischer Flash 2000 analyser,
equipped with a He gas vector chromatograph column and a thermal conductivity detector
(karathometer TCD). The EAGER Xperience software was used to calculate the mass percentage
of each element.

2.5. Scanning electron microscopy coupled with energy dispersive X-ray spectroscopy

SEM-EDXS data were collected at IMPMC, using the GEMINI ZEISS™ Ultra55 Field
Emission Gun Scanning Electron Microscope of the MNHN PtME platform. This SEM is
equipped with two Bruker™ XTFlash silicon drift detectors in antagonist positions for EDXS. Both
images and EDXS data were collected using an acceleration voltage of 15 kV at a working distance
of 12.5 mm and 300 pA probe current.
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2.6. Samples preparation by focused ion beam

Ultrathin FIB sections (20 um * 5 pm * 100 nm) were extracted at IEMN from one cubic
pyrite isolated from the sample Int, one cubic pyrite aggregate isolated from the sample Mid, and
two micrometric pyrite spherules found in the sample Ext using a FEI Strata DB 235. Milling at
low gallium currents allowed minimizing common artefacts including local gallium implantation,
mixing of components, redeposition of the sputtered material on the sample surface and significant
changes in the speciation of carbon-based polymers (Bernard et al., 2009; Schiffbauer and Xiao,
2009).

2.7. Transmission electron microscopy

TEM data were collected at IMPMC using a JEOL JEM-2100F equipped with a field
emission gun (FEG) operating at 200 kV. Mineral identification was achieved using selected-area
electron diffraction (SAED) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDXS) in Scanning TEM
(STEM) mode.

2.8. Scanning transmission X-ray microscopy and X-ray absorption near edge structure

spectroscopy

Scanning transmission X-ray microscopy (STXM) analyses were performed on FIB foils to
document the carbon speciation of the organic compounds present within the pyrite spherules
using the HERMES STXM beamline at the synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin, France - Belkhou
et al., 2015; Swaraj et al., 2017). X-ray absorption near edge structure (XANES) hypercube data
(stacks) were collected with a spatial resolution of 100 nm at energy increments of 0.1 eV over the
carbon (270-340 eV) absorption range with a dwell time of less than 1 ms per pixel to prevent
irradiation damage (Wang et al., 2009). Energy calibration was done using the well-resolved 3p
Rydberg peak of gaseous CO; at 294.96 eV for the C K-edge.

Stack alignments and extraction of XANES spectra were done using the using the Hyperspy
python-based package (De La Pefia et al., 2018). Normalization of data was done using the
QUANTORXS freeware (e Guillou et al., 2018). A parameter related to the concentration of C
([Clsrxnr) was estimated from stacks collected at the C K edge by normalizing the carbon quantity
estimated from the spectra (following Le Guillou et al., 2018) to the absorption at 280 eV (i.e.
below the carbon absorption edge). The value obtained is proportional to the true concentration
of carbon, but the proportionality factor remains unknown. The [Clsrxu values discussed here
should thus be seen as indicators of concentration rather than absolute concentrations. As a
reference, the pyrites spherules produced in the presence of Archaea (Truong et al., 2023) display
a [Clsrxu value of 4.65,
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3. Results

3.1. X-ray diffraction

The X-ray diffractogram (Fig 2) of Int reveal the only presence of pyrite (FeS,) and chalcopyrite
(CuFeSy). An assemblage of marcasite (FeS;), pyrite (FeSy), sphalerite (ZnS) and chalcopyrite
(CuFeSy) is detected in Mid. An assemblage of marcasite (FeS;), pyrite (FeS»), sphalerite (ZnS),
bianchite (ZnSO,) and minor chalcopyrite (CuFeS,) is detected in Ext.

3.2. CHNS elemental composition

CHNS analyses confirm that each of the samples investigated is dominated by sulfure
compared to carbon and hydrogen contents (Table 1 and Fig 3). The sample Int contains
32.4(x0.05) wt% of S, the Mid sample contains 37.5(£0.09) wt% of S and the sample Ext contains
40 (£0.09) wt% of S. Carbon content is minor in Int sample (0.08(£0.02) wt%o), whereas it accounts
for 0.14(£0.02) wt% and for 0.21(£0.09) wt% in Ext. Similarly, the hydrogen contentis 0.05(£0.04)
wt% in Int, 0.05 (£0.02) wt% in Mid and 0.08(+0.02) wt% in Ext. Nitrogen is below the detection

limit in all samples.
3.3. Scanning-electron microscopy

Pyrite and chalcopyrite are the main phases in Int, consistently with XRD data. Most pyrites in
Int are cubic-shaped crystals of about 50um in size (Fig 4A) or aggregates of more than several
hundreds of micrometers composed of cubic-shaped crystals up to 80um in size (Fig 4B).
Octahedral-shaped pyrite are smaller, ranging from 2um to 10um in size (Fig 4D). Int also contains
occurring as platelet-shaped single crystals of 10um to 100um (Fig 4C, D and E). Some Al-rich
phyllosilicate can be associated to pyrite and chalcopyrite (Fig 4D and E).

Different morphologies of pyrite crystals are found in Mid, including aggregates measuring 50
um in size and made of irregular micrometric grains (4F et G), as well as cubic and octahedral-
shaped crystals ranging from 2um to 20pum in sizes (Fig 4H). Pyrites are also associated to quartz
and other gr silicates as grains of sizes ranging from 2 to 10pum (Fig 4F, G). Chalcopyrite also occurs
as platelet-shaped crystals of 10um to 50um (Fig 4I).

In Ext, sphalerite is the predominant mineral phase and occurs as globular aggregates of
hundreds of micrometers, composed of irregular micrometric grains (Fig 4]-N). Pyrites are present
as micrometric spherules of about 2 um to 5 um, with some of them being trapped within sphalerite
aggregates.

3.4. Transmission electron microscopy

As shown by TEM data collected on FIB foils, the cubic-shaped pyrites of Int and Mid are
massive single crystals (Fig 5A, B, C, F, G and H) containing micrometric sphalerite inclusions,
ranging from 800 nm to several micrometers in sizes (Fig 5D, E, I and ]). In contrast, the pyrite
spherules of Ext exhibit more complex nanoscale texture. They also are composed of single crystals
of pyrite as evidenced by SAED patterns (Fig 6A, B, C, F, G and H), but composed of a mosaic
of slightly disoriented domains which never exceeds a few hundred of nanometers in size (Fig 6D
and E). TEM investigations and SAED pattern of the sphalerite matrix revealed that it is composed
of micrometric single crystals, measuring 1 to 2 micrometers (Fig 01, ] and K).
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3.5. Scanning transmission X-ray microscopy

Additional investigations using STXM and XANES spectroscopy reveal that the pyrites of Ext
contain some carbon (4.77 < [Clsrxm < 8.81), i.e. values even higher than that of pyrites spherules
produced in the presence of Archaea ([Clsrxm = 4.65 - Truong et al., 2023), while pyrites from Int
and Mid exhibit lower [Clsrxm values (1.55 and 2.62, respectively) (Table 2). The organic
compounds detected in pyrites from Ext show a XANES spectrum with absorption features at
285.0, 2806.5, 287.6, 288.5 and 290.5 eV attributed to aromatic rings or C=C bonds, C-S bonds, C-
H bonds, C-C bonds and COOH groups, respectively (Bernard et al., 2012; Le Guillou et al., 2018).
The asymmetry of the main feature at 288.5 eV may be related to the presence of amide groups
absorbing at 288.2 eV. In contrast, the organic compounds detected in pyrites from Int show a
XANES spectrum with almost no feature besides a very large one centred at about 288 eV
attributed to C-H bonds and a shoulder at 285 eV possibly attributed to C=C bonds (Bernard et
al., 2012; Le Guillou et al., 2018). The organic compounds detected in pyrites from Mid could be
interpreted as a mixture between those from Ext and Int, given the shape and features of their
XANES spectra.
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Figure 2 | X-Ray Diffraction of TAG hydrothermal vent samples corresponding to different parts of the lead: interior
(Int), middle (Mid) and exterior (Ext). Each identified peak is labelled with Bianchite (PDF ID: 00-032-1478; green
cross), Marcasite (PDF ID: 00-037-0475; purple round), Pyrite (PDF ID: 00-042-1340; red square), Sphalerite (PDF
ID: 04-003-6940; blue pentagon) and Chalcopyrite (PDF ID: 01-074-1737; light blue star). Of note, the diffractogram
of Ext sample has been zoomed x2 for reasons of readability.
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Table 1 | Elemental composition (CHNS) given in mass fraction of TAG hydrothermal vent samples corresponding
to different parts of the lead: interior (Int), middle (Mid), exterior (Ext 1 and Ext 2). Uncertainties on the reported
values are given considering reproducibility to the hundredth on a measurement triplicate.

Mass fraction | Mass fraction | Mass fraction | Mass fraction Mass
of C% of H% of N % of §% fraction of
others %
(calculated)
Int 0.08 (0.02) 0.05 (0.04) 0 32.4 (0.05) 67.47
Mid 0.14 (0.02) 0.05 (0.02) 0 37.5 (0.09) 62.31
Ext 0.21 (0.09) 0.08 (0.02) 0 40.0 (0.09) 59.71

CHNS Elemental composition (%)

I Exterior B Middle I nterior

Int
Mid
Ext 2

Figure 3 | Mass fraction percentage of carbon, hydrogen, sulfur and other elements for Int (in red), Mid (in pink)
and Ext (in blue).
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Interior

Middle

2 4 6 8 10
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Figure 4 | SEM investigations of pyrites from of a chimney wall: (A-E) inner part of the wall (Int), (F-1) middle part
of the wall (Mid) and J-N) external part of the wall (Ext). A) Automorphic cubic pyrite crystal. B) Aggregates of
automorphic pyrite crystals. C) Platelet-shaped chalcopyrite crystals. D)-E) EDXS chemical map of an aggregate if
pyrites (in yellow), chalcopyrites (in light green) and phyllosilicates (in blue) and corresponding EDXS spectra. F)-
G) EDXS chemical map of an aggregate of pyrites (in yellow) associated to silicates (in blue) and associated EDXS
spectra using the same colour code. H) Aggregates of automorphic single crystals of pyrite with large distribution
in sizes and facies. |) Platelet-shaped chalcopyrite single crystals. J)-K) EDXS chemical map of a rounded
sphalerite aggregate (in green) with small pyrites (in orange) from Ext sample and associated EDXS spectra using
the same colour code. L)-M) Micrometric pyrite spherules (orange arrow) trapped into a sphalerite matrix in Ext
sample. N) Focus on the sphalerite matrix, composed of irregular micrometric grains.
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Interior

Middle

Figure 5| TEM characterization of FIB sections of pyrite detected in Int (A-E) and Mid (F-J). A) SEM image showing
the location of the Int FIB section. B) TEM overview of the Int FIB section and C) associated SAED pattern revealing
that the entire FIB section corresponds to a single cubic crystal of pyrite (zone axis [011]). D) Micrometric ZnS
inclusion (green arrow) into pyrite (orange arrow). E) EDXS spectra of the zones highlighted by the arrows. F) SEM
image showing the location of the Mid FIB section. G) TEM overview of the Mid FIB section and H) associated
SAED revealing that the entire FIB section corresponds to a single cubic crystal of pyrite (zone axis [011]). 1)
Micrometric ZnS inclusion (green arrow) into pyrite (orange arrow). J) EDXS spectra of the zones highlighted by
the arrows.
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ExtA

Ext B

Figure 6 | TEM characterization of two FIB sections of pyrite spherules isolated from Ext (Ext A and Ext B). A) SEM
image showing the location of the Ext A FIB section. B) TEM image of the Ext A FIB section showing the pyrite
spherule (orange arrow) entrapped into the sphalerite matrix (green arrow) and C) associated pyrite’s SAED pattern
revealing that the spherule consists in a single crystal (zone axis [211]). D)-E) TEM images of subgrain boundaries
(in white) within the pyrite single crystal. F) SEM image showing the location of the Ext B FIB section. G) TEM image
of the Ext B FIB section showing the pyrite spherule (orange arrow) and H) associated SAED pattern revealing that
the spherule consists in a single crystal (zone axis [120]). I-J) TEM images of the sphalerite matrix composed of a
number of micrometric crystals (grain boundaries in green). K) SAED pattern of the single sphalerite crystal shown
in J (zone axis [022]).
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Table 2 | [C]stxm values as an estimation of the carbon content within the pyrites.

Int Mid ExtA ExtB

[Clsrxw 1.55 2.62 7.61 8.81

w—~n
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Biogenic pyrites
(Truong et al, 2023)
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Figure 7 | C-XANES spectra (left) of the organic compounds detected in pyrites from the samples investigated in
this study (Int, Mid, Ext A and Ext B) and SEM images of these pyrites (right). Furthermore, the spectrum of the
organic compounds detected in spherules of pyrite produced in the presence of Thermococcales (labelled Biogenic
pyrites) and SEM images of these pyrites (Truong et al., 2023) are shown for comparison. The spectrum of the
organo-metal used to protect the FIB sections during preparation serves as reference (marked Platinum).
Absorption features at 285.0, 286.4, 287.6, 288.1, 288.5 and 290.5 eV are attributed to C=C bonds, C-S bonds, C-
H bonds, C-N bonds (amide groups), COOH (carboxylic groups) and C-C bonds, respectively.
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4. Discussion

4.1. Textural variations along the temperature gradient

I iron sulfides : CuFeS, - FeS,

Iron and zinc sulfides : CuFeS,
= - FeS, - ZnS

Iron and zinc sulfides : FeS, - ZnS

B suifates

Iron oxides

Il Anhydrite

0°C 150°C 250°C  350°C

Figure 8 | Schematic longitudinal transect of an hydrothermal vent showing the sulfide assemblages and pyrite
morphologies at different locations within the chimney wall.

Sulfide assemblages as well as pyrite morphologies vary from the center to the exterior of
the chimney wall (Fig 8). In the inner part of the structure (Sample Int), the mineral assemblage
consists almost exclusively of chalcopyrite and pyrite, with some rare sphalerite and Al-rich silicates
(Fig 2, Fig 4A-E, Fig 8). Chalcopyrite is observed as large platelet-shaped crystals (Fig 4C) while
pyrite occurs as cubic-shaped crystals of almost 100 um size (Fig 4B) or as octahedron-shaped
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crystals of 10 um (Fig 3D). The close association of micrometric crystals of sphalerite (Fig 5D and
E) with cubic-shaped pyrite crystals indicates a quick precipitation at high temperature (> 250°C)
under high supersaturation conditions (Murowchick and Barnes, 1987; Hu et al., 2019). Such high
temperature is consistent with the periodic of short-lived high-temperature discharges of
hydrothermal fluids (Rona et al., 1980).

In the middle section of the chimney wall (Sample Mid), sphalerite is present in higher
concentration, as shown by its detection using XRD, together with the presence of pyrite and
chalcopyrite (Fig 2, Fig 8). This is consistent with previous observations of Zn-rich phases within
porous portions of chimney walls (Rona et al., 1986; Fouquet et al., 1998). Of note, the presence
of some micrometric sphalerite occurring as inclusions within cubic crystals of pyrite (Fig 51 and
J) attests that at least some of the sphalerite crystals have precipitated at high temperature (> 250°C)
under high supersaturation conditions (Murowchick and Barnes, 1987; Hu et al., 2019) as is the
case for the micrometric sphalerite crystals of Int. Although more porous than the innermost part
of the chimney, the middle part of the chimney is still exposed to high temperature.

In the external part of the chimney wall (Sample Ext), sulfates (such as bianchite) and iron
oxides were identified in addition to pyrite, sphalerite and chalcopyrite (Fig 2, Fig 8). These mineral
phases are typical products of low temperature alteration of sulfides by seawater (Hekinian et al.,
1980). Still, the presence of globular assemblages of about 100 um made of micrometric-sized
pyrite spherules and sphalerite (Fig 5] to N, Fig 61 to K and Fig 8) shows that the outermost part
of the chimney wall has also been affected by hydrothermal fluids discharges, but at moderately
elevated temperature (< 250°C) (Rona et al., 1986; Hu et al., 2019). Of note, the microtexture of
sphalerite aggregates, characterized by a mosaic of irregular grains, indicates sequential
precipitation, i.e. several episodes of cooling and recrystallization (deRonde et al., 2003). This
evidences that the external part of the chimney wall has been submitted to strong temperature
variations, ranging from rather elevated temperature (although below 250°C) to seawater
temperature (2°C).

Altogether, the variations in nature, size and shape of sulfide minerals from the inner to the
outer part of the chimney wall inform about the temperature gradient across the chimney wall,
from very elevated temperature in the inner part (> 250°C) to very low temperature in the outer
patt (close to 2°C). This is consistent with previous studies, where euhedral crystals are found to
precipitate at temperatures above and around 250°C, submitted to sutface-controlled growth, while
dendritic crystals precipitate at lower temperature, submitted to diffusion-controlled growth
(Murowchic and Barnes, 1987).

4.2. Looking for traces of life in the chimney wall

The question of the colonization of chimney walls by hyperthermophilic microorganisms
is still open. Obviously, the inner part of the chimney, in direct contact with the hot (> 300°C)
hydrothermal fluid, cannot support life. To date, the highest temperature withstood by
hyperthermophilic microorganisms is 122°C under 40 MPa hydrostatic pressure (Methangpyrus
kandleri — Takai et al., 2008). In this study, carbon and hydrogen were however detected in Int (Fig
3, Table 2). The carbon speciation in this organic material is consistent with hydrocarbons (Fig 7),
likely abiotically produced within the hydrothermal vent via Fischer-Tropsch-like processes (e.g.
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Simoneit et al., 1993; Kvenvolden and Simoneit, 1990; Cruse et al., 2006; McCollom et al. 2007,
2010). Alternatively, it could have been produced via the thermal cracking of (biogenic) organic
materials before having been transported from the external part of the chimney.

The pyrite spherules identified in the external lower temperature part of the chimney exhibit
morphologies, microtextures and organic contents similar to pyrite spherules produced by (or at
least in the presence of) hyperthermophilic archaea such as Thermococcales. Relying on cultures
of Thermococcus kodakarensis, Truong et al. (2023) reported the production of pyrite spherules of
about 1 to 2 um in diameter composed of many ultra-small domains, resulting in a very smooth
surface texture at the spherule scale. Remarkably, the pyrites found in Ext are indeed spherules of
sizes of about 2 um to 5 um (Fig 4., M and N). They are made of an assemblage of smaller
crystallographically coherent domains delimited by annealed sub-grain boundaries (Fig 6D). Such
a microtexture could result from the recrystallization or an Ostwald ripening of an assemblage of
even smaller initial domains upon thermal annealing (e.g. Li et al., 2013, Nielsen et al., 2014; De
Yoreo etal., 2015). The pyrite spherules from Ext could thus be seen as a thermally matured version
of biogenic pyrite spherules similar to those reported as made by Thermococcus kodakarensis (Truong
et al,, 2023).

Moreover, STXM-XANES investigations revealed that the pyrite spherules in Ext contain
a relatively high concentration of organic compounds with aromatic rings or C=C bonds, C-S
bonds, C-H bonds, C-C bonds, COOH groups and possibly amides groups (Fig 7), i.e. organic
compounds with a chemical structure consistent with the thermal maturation of the organic
compounds found in the biogenic pyrite spherules produced by (or at least in the presence of)
Thermococcus kodakarensis (Truong et al., 2023). Considering these morphological, textural and
chemical similarities, the pyrite spherules found in Ext could be viewed as recrystallized/matute
equivalents of the biogenic spherules reported by Truong et al. (2023). If this is really the case, the
occurrence of these spherules demonstrates that hyperthermophilic archaea have colonized the
external parts of the chimneys investigated in the present study, confirming previous suggestions
based on laboratory experiments (Wirth et al., 2017; 2018).

Of note, although significantly less than the pyrite spherules from Ext, the cubic pyrites
from Mid contain more organic compounds than those from Int. Moreover, these organic
compounds are chemically consistent with a mixture of the compounds detected in the cubic
pyrites from Int with those detected in the pyrite spherules from Ext. This is puzzling, since the
portions from which Int and Ext have been sampled are very different in terms of temperature
conditions. The most likely explanation involves transport of (and possible reactions between)
organic compounds produced in the most inner part (likely via Fischer-Tropsch-like processes)
and organic compounds produced in the most outer part (likely by life) within the porosity of the
chimney wall (Tivey et al., 2002; Zhu et al., 2007). This suggests that the different portions of the
chimney wall are not completely isolated from one another and that, depending on the temperature,
hyperthermophilic microorganisms have the potential to colonize a significant fraction of the

chimney wall.
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5. Conclusions

The study of hydrothermal pyrites encompassing both inner and outer portions of a black
smoker chimney wall down to the nanometer scale provides promising track in the search of
hyperthermophilic biosignatures. The identification of pyrite spherules sharing similarities with
pyrite spherules produced in the lab in the presence of hyperthermophilic archaea suggests that the
external part of the chimney wall investigated here is (or at least has been) inhabited by
microorganisms. Obviously, additional information remains to be obtained to undoubtedly
confirm that these pyrites can be used as biosignatures. First, isotopic measurements could/should
be performed, the sulfur-rich minerals produced by (or in the presence of) life generally exhibiting
peculiar sulfur isotope compositions (e.g. Marin-Carbonne 2018; 2020; 2022). Furthermore,
laboratory experiments have to be conducted under abiotic conditions (i.e. in the absence of life)
to determine whether or not similar pyrites could form in the absence of life. Last, since the
chimney of a black smoker can be subject to wide variations in temperature, thermal ageing
experiments should be conducted to document the morphological, microtextural and chemical
evolution of biogenic pyrite spherules, in order to provide strong constraints to help their
identification in natural settings. Although much work remains to be done, there is no doubt that
combining the fine scale mineralogical characterization of chimneys and perfectly controlled
laboratory experiments will contribute to the creation of a solid base to support further biological
exploration of black smokers
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I1I. Discussion et implications des résultats

1. Variations texturales influencées par le gradient de température

On note que les assemblages de sulfures varient entre les différentes portions de la
cheminée. Il en va de méme pour la morphologie des pyrites. Dans la portion interne, la
chalcopyrite et la pyrite constituent les principales phases minérales, avec de rares occurrences de
sphalérite et de silicate d’aluminium. La pyrite se présente sous la forme de gros cristaux cubiques
mesurant une centaine de micrometres, ou de cristaux octaédriques d’une dizaine de micrometres.
Dans tous les cas, il s’agit de cristaux euhédriques, ce qui indique des conditions de précipitation a
haute température (> 250°C) et de fortes conditions de sursaturation (Murowchick et Barnes, 1987
; Hu et al., 2019). De telles conditions témoignent d’un contact direct avec le fluide hydrothermal.
Dans ce cas, les cristaux sont soumis a des processus de croissance controlée par des réactions de
surface (Murowchick and Barnes, 1987 ; S6hnel et Garside, 1992).

Dans la portion intermédiaire de la cheminée, on trouve une plus grande proportion de
sphalérite, associée a la chalcopyrite et a la pyrite. I’abondance de phases riches en zinc semble
associée a une plus grande porosité de cette portion de le cheminée (Rona et al., 1986 ; Fouquet et
al., 1998). On note également la présence d’inclusions de cristaux micrométriques de sphalérite
dans des cristaux cubiques de pyrites. De telles inclusions sont aussi présentes dans les pyrites de
la portion interne. Qui plus est, les pyrites de la portion intermédiaire présentant une gamme de
taille inférieure a celle des pyrites de la portion interne sont également euhédriques en grande
majorité. Toutes ces observations suggerent des conditions assez proches entre les portions
internes et intermédiaires, a savoir une température élevée (250°C) et une sursaturation élevée
(Murowchick et Barnes, 1987 ; Hu et al., 2019), résultant d’'un contact direct avec le fluide
hydrothermal de haute température.

Dans la portion externe de la cheminée, des sulfates de fer ont été identifiés, associés a des
sulfures tels que la pyrite, la chalcopyrite et la sphalérite. Or, les sulfates sont des produits typiques
d’une oxydation a basse température et de I'altération des sulfures par ’eau de mer (Hekinian et al.,
1980). On trouve également des assemblages globulaires de sulfures de fer, mesurant plusieurs
centaines de micrometres, constitués en majorité de sphalérite et de quelques cristaux de pyrite. De
telles structures se forment suite a des décharges de fluide hydrothermal a une température < 250°C
(Rona et al., 1986 ; Hu et al., 2019). En parallele, I'irrégularité des grains suggerent des processus
de croissance controlée plutot par des réactions de diffusion (Bonev et al., 1985 ; Murowchic et
Barnes, 1987). La texture des assemblages de sphalérite, constitués d’une multitude de gros grains
irréguliers, indique des épisodes de refroidissement et de recristallisation induisant une précipitation
séquentielle (Rona et al.,, 1986). Ces observations suggerent donc que la portion externe de la
cheminée a été soumise a de tres fortes variations de température, allant d’une température
environnant les 250°C jusqu’a la température de ’eau mer avoisinant les 2°C.

Les caractéristiques morphologiques et texturales des différentes phases minérales sont
donc directement liées a la température, confirmant les conclusions expérimentales de Murowchic
et Barnes (1987). Ce lien nous permet de dresser un profil des températures et de leurs variations
de la partie intérieure (> 250°C) jusqu’a la partie extérieure, soumise a de fortes variations (de 250°C
a 2°C). Des cristaux euhédriques sont trouvés dans les portions les plus chaudes (> 250°C) avec
de fortes conditions de sursaturation et sont soumis a des processus de croissance controlée par
des réactions de surface, tandis que des cristaux irréguliers (définis comme dendritiques par
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Murowchic et Barnes, 1987) précipitent a plus basse température (< 250°C) et sont soumis a des
processus de croissance controlés par des réactions de diffusion (Bonev et al., 1985 ; Murowchic
et Barnes, 1987).

2. A la recherche de traces de vie dans le mur de la cheminée

La question de la colonisation des cheminées hydrothermales par des organismes
hyperthermophiles demeure une question ouverte. De toute évidence, la partie interne de la
cheminée, au contact direct du fluide de tres haute température (> 300°C), ne peut abriter la vie. A
ce jout, la température la plus haute a laquelle la vie pourrait se développer est de 122°C a une
pression hydrostatique de 40MPa (Methangpyrus kandleri — Takai et al., 2008), ou de 113°C pour citer
I’étude la plus consensuelle (Pyrolobus fumarii — Blochl et al., 1997).

Ici, du carbone et de ’hydrogene ont toutefois été détectés dans toutes les portions de la
cheminée, y compris dans la portion intérieure. Le matériel carboné trouvé a l'intérieur des pyrites
cubiques de cet échantillon est cohérent avec des hydrocarbures qui auraient pu se former via des
réactions de Fischer-Tropsch (e.g. Simoneit et al., 1993 ; Kvenvolden et Simoneit, 1990 ; Cruse et
al., 2006 ; McCollom et al. 2007 ; 2010). Ce processus abiotique de formation de mati¢re organique
implique la réduction du CO; par le H, pour produire des hydrocarbures simples selon la réaction
suivante (Fischer et Trosch, 1926 ; Brady et Pettit, 1981) :

(2n+1) Hy + # CO — CoHager + 1 HO

Ces composés organiques pourraient aussi étre des produits de craquage de matériel organique
biologique, qui auraient été transportés a I'intérieur de la cheminée.

De fagon tres différente, les sphérules de pyrite trouvées dans la portion externe présentent
une morphologie et une microtexture cohérente avec les sphérules de pyrite formées en présence
de Thermococcales. En effet, nous avons détaillé la production de sphérules de pyrite mesurant
entre Tum et 2um de diamétre, constituées de domaines nanocristallins anisotropes (cf Chapitre IV
et V). Les sphérules trouvées dans la portion externes présentent une gamme de taille comparable
comprise en 2um et S5um de diametre. Elles sont constituées de nombreux domaines cohérents
délimités par des limites de sous-grains recuits, pour ne former plus qu'un monocristal. Une telle
microtexture est vraisemblablement issue de la recristallisation d’un assemblage initial constitué de
domaines plus petits suite a des épisodes de haute température. Une possibilité est un murissement
d’Ostwald (e.g. Li et al., 2013, Nielsen et al., 2014 ; De Yoreo et al., 2015) : les cristaux dont la taille
est inférieure a un diameétre critique deviennent instables (en raison de leur grande énergie libre de
surface et de la réduction de la saturation) et se dissolvent, tandis que les spécimens plus grands
croissent a leurs dépens (Voorhees, 1985).

Qui plus est, les données STXM-XANES révelent une quantité de matériel organique
relativement importante dans les sphérules de pyrite de la portion externe. Les composés
organiques ont des liaisons C=C, des liaisons des liaisons C-C, des liaisons C-S, des liaisons C-H,
et des groupements COOH. Nous suggérons également la présence de groupements fonctionnels
amides étant donnée 1'asymétrie de la bande d’absorption principale a 288,5 eV, qui pourrait étre
liée a la présence de groupes amides absorbant a 288,2 eV.
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La taille, la morphologie, la microtexture et le contenu en maticre organique de ces
sphérules de pyrite en fait de possibles équivalents matures (i.e. ayant subi une maturation
thermique) des sphérules de pyrites formées en présence de T. kodakarensis et décrites dans le
Chapitre IV (Truong et al., 2023). Si tel est le cas, cela indiquerait que des archées
hyperthermophiles ont colonisé les parties externes de la cheminée étudiée. Elles auraient alors
produit des sphérules de pyrite, ces dernic¢res ayant recristallisé suite a une ou plusieurs
augmentations de température ayant eu lieu pendant la croissance de la cheminée. Ce modcle est
cohérent avec d’autres études, qui proposent que les archées hyperthermophiles colonisent
effectivement les fumeurs noirs grace a leur capacité a adhérer a une variété de substrats minéraux
présents dans les cheminées (Wirth et al., 2017 ; 2018).

Nous devons également noter la présence de composés organiques dans les pyrites
localisées a I'intérieur et au milieu de la cheminée, les pyrites des parties intermédiaires contenant
plus de maticre organique que celle des parties internes. Les composés organiques des pyrites
situées au milieu de la cheminée ressemblent chimiquement a un mélange entre les composés des
pyrites internes et celles des portions externes. Pourtant, les conditions de température sont tres
différentes entre ces trois portions. Une explication plausible impliquerait le transport de composés
organiques — et possiblement des réactions entre ces composés — produits a Iintérieur de la
cheminée (via des réactions abiotiques de type Fischer-Tropsch) et produits a Iextérieur de la
cheminée (via des processus biologiques) dans la porosité de la paroi (Tivey et al., 2002 ; Zhu et al.,
2007). Cette interprétation suggere que les différentes portions de la structure ne sont pas
imperméables les unes par rapport aux autres et que, en fonction de la température, les
microorganismes hyperthermophiles pourraient coloniser une fraction significative de la cheminée.
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Chapitre VI.

Syntheses abiotiques de pyrites

I. Enjeux et stratégie

1. Enjeux

Détailler les caractéristiques d’une structure minérale ne suffit pas a déterminer son origine
biogénique ni n’autorise son utilisation comme biosignature. Il est en effet nécessaire de vérifier si
des équivalents (présentant les mémes caractéristiques) peuvent étre produits ou non en conditions
abiotiques. De fait, des expériences de synthese en conditions abiotiques permettent de mieux
cerner les processus de formation des structures minérales ciblées, et de déterminer si leur
identification dans le milieu naturel informe ou non sur Iexistence (passée ou présente) d’une
activité biologique.

Le chapitre IV a mis en évidence 'importance de la réactivité du soufre dans la formation
des sphérules de pyrite. En présence de Thermococcales, le soufre particulaire — sous forme de
fleur de soufre — est transformé en polysulfures et/ou en soufre colloidal, plus réactif, qui réagit
avec le sulfure ferreux (FeS) pour former des sphérules de pyrite. Ces pyrites, constituées de
domaines nanocristallins, contiennent des composés organiques typiques de ceux retrouvés dans
la minéralisation de microorganismes. Les expériences controles, i.e. sans cellules, conduites dans
les mémes conditions et avec les mémes ingrédients que les cultures (soufre particulaire, fer ferreux
et sulfures) n’ont pas conduit a la formation de pyrite.

L’étude d'échantillons de cheminée d'un fumeur noir du site TAG a révélé la présence de
sphérules de pyrite (FeS,) qui pourraient étre utilisées comme biosignatures (Chapitre V). D’autres
pyrites polycristallines ont été détectées a I'extérieur de la cheminée, au contact direct de I'eau de
mer. Elles présentent une forme arrondie, avec un diameétre mesurant de 20pum a 100um (Fig 1).
De plus, selon les données STXM-XANES, elles contiennent des composés organiques
comprenant des groupes aromatiques, des liaisons C-S insaturées, des groupes aliphatiques, des
groupes amides et des groupes carboxyliques (Fig 1). Bien que les similitudes entre les sphérules de
pyrite produites en présence de KOD1 et celles observées dans la cheminée du site TAG suggerent
une origine similaire, la question d'une éventuelle production abiotique de ces sphérules de pyrite
doit étre posée. Dans le milieu naturel, i.e. dans les cheminées et les panaches des fumeurs noirs, la
proportion de soufre nanoparticulaire n’est pas négligeable. Les nanoparticules de soufre
¢lémentaire peuvent représenter jusqu'a 44 % du soufre élémentaire total présent dans les panaches
de la dorsale médio-atlantique (Findlay et al., 2014). Mais du soufre colloidal (pas forcément en lien
avec une activité microbienne) (Findlay, 2016) et des polysulfures sont également présents. Ces
polysulfures sont issus de réactions entre soufre élémentaire et ions sulfures (HS) (Schwarzenbach
et Fischer, 1960) ou de 'oxydation de sulfures par 'oxygene (Luther, 1991 ; Steudel, 1996). Pour
des pH peu basiques a neutres, les polysulfures peuvent évoluer en soufre colloidal sous forme Sg
(Giggenbach, 1974 ; Steudel, 1996 ; Kamyshny et al., 2004). Des pyrites pourraient donc étre
produites a partir de ce soufre colloidal de fagon abiotique et présenter les mémes caractéristiques
que les sphérules produites en présence d’archées.
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Pouvons-nous alors déterminer la nature (biogénique ou abiotique) des pyrites des
cheminées de fumeurs noirs ? La présence de matériel organique est-elle nécessaire a la production
de sphérules ? La nature de la matiere organique présente influence-t-elle les caractéristiques des
pyrites ? Les pyrites enregistrent-elles des informations sur cette matiere organique ? Pour répondre
a ces questions, il est essentiel de réaliser des expériences de syntheses abiotiques en présence de
soufre colloidal et en présence de différents composés organiques.

2. Stratégie

Une série de syntheses abiotiques a été réalisée en présence de soufre colloidal, en présence
ou non de différents types de composés organiques a 85°C pendant 96h (i.e. le temps nécessaire a
la formation des sulfures de fer dans les expériences de minéralisation avec cellules). Dans la
continuité du travail présenté en chapitre IV, les syntheses abiotiques ont été réalisées a partir de

milieu Ravot dépourvu de matiere organique, en présence de sulfures (NaoS) et de fer ferreux
(FeSOy) (Table 1).

Tout d’abord, deux synthéses en présence de composés organiques sans lien avec les cellules
de KOD1 ont été réalisées : (1) une synthese en présence de particules de carbone graphitique peu
soluble et peu réactif et (2) une synthese en présence de Pextrait de levure et de la typtone utilisés
dans le milieu de culture des KOD1.

Ensuite, trois synthéses ont été réalisées a partir de composés organiques produits par des
cellules de KOD1: (1) une synthése en présence de membranes cellulaires (sans le contenu
intracellulaire) ; (2) une synthese en présence du contenu intracellulaire obtenu par lyse des cellules
(sans les membranes) ; (3) une synthése en présence de lysats cellulaires, i.e. en présence de
membranes et du contenu intracellulaire.

En parallele, une expérience controle négatif a été réalisée en absence de matiére organique.

Tableau 1 | Conditions expérimentales pour tester la précipitation de pyrite en présence de soufre colloidal et de
différents composés organiques a 85°C pendant 96h.

Echantillon

Contrdle
négatif

Levure +

tryptone

Carbone
graphitique

Membranes

Surnageant

Lysats

- §(0) colloidal
20mM

- §S(0) colloidal
20mM

- S(0) colloidal
20mM

- S(0) colloidal
20mM

- S(0) colloidal
20mM

- S(0) colloidal
20mM

Milieu de base | - NasS 0.05% - NazS 0.05% - Na,S 0.05% - Na,S 0.05% - NasS 0.05% - NasS 0.05%

- FeSO4 5mM - FeSO4 5mM - FeSO4 5mM - FeSO4 5mM - FeSO4 5mM - FeSO4 5mM
- 0.83g/L acétate | - 0.83g/L acétate | - 0.83g/L | - 0.83g/L acétate | - 0.83g/L acétate | - 0.83g/L
de sodium de sodium acétate de | de sodium de sodium acétate de

sodium sodium
- Levure 1g/L - Carbone | -  Membranes | - Surnageant | - Lysats KOD1
- Tryptone 1g/L | graphitique KOD1 a partir | KOD1 a partirt | 2  partir de
Matiere 2g/L de 100mL de | de culture en S(0) | 100mL de
organique culture en S(0) 2 | 2 107 cellules/mL | culture en S(0)
107 cellules/mL a 107
cellules/mL

158




Chapitre VI

II. Article en préparation pour Geochemical Perspectives Letters

Abiotic synthesis of pyrite to discuss the biogenicity
of pyrite spherules from black smokers

C. Truong", S. Bernard' A. Gorlas® and F. Guyot"’

" Institut de Minéralogie, de Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC), Sorbonne

Université- Museum National d'Histoire Naturelle, CNRS, Paris, France.
5 b

* Institute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), Université Paris-Saclay, CEA, CNRS, Gif-sur-

Yvette, France.

*Institut Universitaire de France (IUF), Paris, France.

* Correspondence:

Chloé Truong

chloe.truongl(@mnhn.fr

Keywords: Hydrothermal Vents, Pyrite, Organic matter, Biosignature, Biomorph

159


mailto:chloe.truong1@mnhn.fr

Article

= Geochemical Perspectives Letters = 4 figures / 3000 mots

In 50 years of research, the thermal limit of life has been extended several times, rising from
70°C, to over 100°C, to 113°C and finally to 122°C (Brock and Freeze, 1969; Bloch et al., 1997;
Kashefi and Lovley, 2003; Takai et al., 2008). Current estimations set the maximum temperature at
which life can exist lies between 113°C and 150°C (Stetter, 1999; Don Cowan, 2004; Merino et al.,
2019). Life could thus withstand the temperature conditions of the chimneys of black smokers.
Yet, in addition to high temperature conditions, sulfur-rich hydrothermal vents are subject to a
significant physico-chemical gradient and strong chemical imbalances. In fact, the middle and outer
parts of a chimney are characterized by high porosity and permeability, submitting them to rapid
fluctuations of temperature, pH and redox conditions (Tivey et al. 2002; Schrenk et al., 2003; Lin
et al., 20106). Such abrupt fluctuations do not offer optimal conditions for the proliferation of
microorganisms and make it difficult to undertake 7 situ observations.

The incubation of chimney pieces enabled a variety of microbial strains to be isolated (e.g.
Takai et al., 2001; Nercessian et al., 2003). Furthermore, the detection of biomarkers within
chimney samples, such as the gene encoding 16S ribosomal RNA (Schrenk et al., 2003) or bacterial
and archaeal lipids (Blumenberg, 2007), have led authors to suggest that chimneys are (or have
been) colonized by some (hyper)thermophilic microorganisms. Yet, life may be restricted to the
surface, biomarkers detected within the walls having possibly been transported after their
production. To date, there is still no definitive evidence of the presence of (hyper)thermophilic
microorganisms within the walls of black smoker chimneys. Demonstrating that chimneys are
indeed colonized by (hyper)thermophilic microorganisms requires identifying biosignatures i sit,
while ensuring that they were produced where they are observed.

A recent study of chimney samples of a black smoker from the TAG site Mid-Atlantic Ridge
reveals the presence of pyrite spherules (FeSy) that could be used as a biosignature (Truong et al.,
submitted). These polycrystalline pyrite spherules exhibit a rounded shape, with a diameter
measuring from 20um to 100um (Fig 1 and 2A). Plus, according to STXM-XANES data, they
contain organic compounds including aromatic groups, unsaturated C-S bonds, aliphatic groups,
amide groups, and carboxylic groups (Fig 1). The possibly biogenic origin of these spherules relies
on cultures of hyperthermophilic Thermococcales (strain KOD1) conducted in a mineralizing
medium rich in S and Fe at 85°C (Truong et al., 2023). In the presence of Fe, these microorganisms
induce the production of pyrite spherules exhibiting a polycrystalline microtexture and a certain
content in organic compounds typical of living cells (Truong et al., 2023) (Fig 1 and 2B). Although
the similarities between the pyrite spherules produced in the presence of KOD1 and those
observed in the chimney from the TAG site suggest a similar origin, the question of a possible
abiotic production of such pyrite spherules remains.

The use of pyrite spherules as biosignatures requires providing answers to a number of
questions. Can pyrite spherules be produced abiotically? Is the presence of organic material
necessary for the production of these spherules? Does the nature of the organic material present
influence the morphology and microtexture of these spherules? Do the pyrites record information
about the organic material initially present? Providing answers to these questions requires
conducting abiotic syntheses of pyrites in conditions mimicking those existing within chimneys of
black smokers.
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Here we report results of a series of abiotic syntheses conducted in experimental conditions
mimicking those of black smokers, i.e. in a medium rich in reactive Fe and colloidal sulfur (Gartman
et al.,, 2011; Findlay et al., 2014). Solutions containing colloidal sulfur (20mM), ferrous iron Fe*"
(FeSO, 5mM) and sulfides (Na,S at 0.05%) were submitted to 85°C for 96h in the presence (or
not) of various carbon compounds (Table 1). A first series of two syntheses were carried out in the
presence of organic compounds unrelated to archaea cells: (1) a synthesis in the presence of poorly
soluble and pootly reactive graphitic carbon flakes and (2) a synthesis in the presence of the yeast
extract and tryptone used in the KOD1 culture medium by Gorlas et al. (2015, 2018, 2022) and
Truong et al. (2023). A second series of three syntheses were carried out in the presence of organic
compounds produced by KODT1 cells: (1) a synthesis in the presence of cell membranes only
(recovered from cell lysis); (2) a synthesis in the presence of the intracellular material only
(recovered from cell lysis); (3) a synthesis in the presence of all cell lysates, i.e., in the presence of
the membranes and the intracellular material of KOD1. In parallel, a control experiment was
carried out in the absence of organic material. The products of these syntheses were then
characterized using XRD, SEM, TEM and STXM-XANES to document the nature, the
morphology, the microtexture and the nature of the potential organic content of the pyrites

produced.

No pyrite was produced in the absence of organic material (Fig 2C), highlighting that the
presence of colloidal sulfur, ferrous iron and sulfides is not sufficient to produce pyrite, at least at
the concentrations studied here. In contrast, pyrites were produced during all the syntheses carried
in the presence of organic material, but these pyrites differ in size, morphology and microtexture
depending on the organic material used for the synthesis. The pyrites produced in the presence of
flakes of graphitic carbon are sub-micrometric (around 1 um or less) and can be observed on the
surface of graphitic carbon flakes as sand-rose-like crystals (Fig 2D and E). Similarly, the pyrites
produced in the presence of the yeast extract and tryptone display a sand-rose shape, but measure
2 to 10um in diameter (Fig 2F and G). In the presence of KOD1 membranes only, the pyrites
occur as spherules measuring 10um in diameter, with no visible crystallite at the SEM scale (Fig
2H) in contrast to the 2 to 5um large pyrite spherules produced in the presence of KOD1 cell
lysates (Fig 2I). No pyrite was produced in the presence of KOD1 intracellular material only (Fig
2]). An explanation could be the available reactive surface necessary for pyrite growth, absent in
the absence of organic material and too low in the presence of KOD1 intracellular material only.
Altogether, considering size and morphology at the micrometer scale, only the pyrites formed in
the presence of KOD1 membranes or KOD1 cell lysates share similarities with the pyrites
spherules produced in the presence of living KOD1 (Truong et al., 2023) and with the pyrite
spherules reported to occur in chimney walls of black smokers (Truong et al., submitted).

Consistent with observations made at the micrometer scale, TEM and STXM analyses
revealed that the pyrites produced in the presence of graphitic carbon flakes display significant
differences from the spherules produced in the presence of KODI1 cells. The crystallographic
domains range from 200 to 300nm in size and the low [Clsrxa value of 2.08 suggests a very low
amount of organic material trapped into the pyrite, organic material which XANES spectrum
exhibits no absorption features (Fig 3, Table 1). The pyrites produced in the presence of yeast
extract and tryptone also show specificities: they display crystallographic domains of several
hundred of nanometers and only trapped a low amount of carbon, with a very low [Clsrxum value of
1.86. The XANES spectrum of this organic material is dominated by an absorption feature at 288.6
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eV (attributed to COOH groups — Le Guillou et al., 2018) (Fig 3). Last, the pyrites produced in the
presence of KOD1 membranes do not display neither nanoscale features similar to those of the
pyrite spherules produced in the presence of living KOD1 cells: the microtexture itself is not very
different, with crystal domains ranging from 50 to 100nm in size, but it contains less organic
material (the [Clsrxu value is only 2.12). The XANES spectrum of this organic carbon is consistent
with lipids, with a small absorption feature at 285.1 eV (attributed to C=C bonds — Le Guillou et
al., 2018) and a main absorption feature at 287.6eV (attributed to C-H bonds — Le Guillou et al.,
2018) (Fig 3).

Only the pyrite spherules produced in the presence of KOD1 cell lysates resemble the
pyrite spherules produced in the presence of living KOD1 cells: the microtexture is almost
identical, with ultra-small crystalline domains smaller than 10nm, and the carbon content is similar,
with a [C]srxm value of 4.45. The XANES spectrum of this organic material shows features at
similar energies that the spectra of living cells (Benzerara et al., 2006; Miot et al., 2009; Li et al.,
2014; Alleon et al., 2016, 2017; Picard et al. 2021; Truong et al., 2023) and of the organic material
trapped within the pyrite spherules produced in the presence of living KOD1 cells (Truong et al.,
2023), with absorption features at 285.1, 286.5, 287.6, 288.1 and 288.6 ¢V, attributed to C=C bonds,
C-S bonds, C-H bonds, amide groups and carboxylic groups, respectively (Le Guillou et al., 2018)
(Fig 3). This is not completely absurd, given that these pyrites were produced in the exact same
conditions than those produced in the presence of living KOD1 cells, the only difference being
that the cells are dead. Thus, this synthesis demonstrates that the chemical nature of the organic
material in presence controls the final morphology, microtexture and organic content of the pyrite
spherules produced. Plus, it evidences that the production of pyrite spherules is not controlled by
living KODT1 cells but rather induced by their metabolism. An explanation for the production of
pyrite spherules may reside in the surface charge of microbial cells, either living or dead. The
surfaces of microbial cells are indeed negatively charged, thus conferring them the capability of
creating bonds with Fe*" (Ferris et al., 1987; Beveridge, 1989).

The differences in carbon sequestration between the pyrites produced in the presence of
yeast extract and tryptone, KOD1 cell membranes and KOD1 cell lysates remain to be discussed.
In a recent experimental study, Nabeh et al. (2022) investigated the precipitation of iron sulfides in
the presence of various organic compounds (amino acids, tryptone, yeast extract and microbial
cells). Their results demonstrated, consistently with the present results, that the sequestration of
organic material by iron sulfides in the presence of amino acids, tryptone and yeast extract is low
compared to the sequestration of organic material by iron sulfides in the presence of microbial cells
(Nabeh et al., 2022). Their explanation involved the binding of iron sulfides and organic molecules
on the surface of cells and the formation of organo-mineral aggregates (Nabeh et al.,, 2022).
According to the present results, another important factor would be, in addition to surface
availability as discussed above, the solubility of the organic material in presence and (maybe most
importantly) its anionization potential.

Of note, the pyrite spherules found within the chimney walls of the black smoker sample
at the TAG mound are in fact more similar to the pyrite spherules produced in the present study
in the presence of KOD1 cell lysates than to the pyrite spherules produced in the presence of living
KODT1 cells. Still, the pyrite spherules from the TAG mound display a larger variability in size and
larger crystallographic domains (~200nm - Fig 1). The likely constant, or at least unlimited and
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non-limiting supply of Fe and S in natural hydrothermal environments may explain this bigger size.
Plus, natural environments do not only last 96 hours as is the case for the present syntheses. Other
parameters not that well mimicked here would be the pressure and temperature conditions:
pressure conditions are obviously higher at the TAG mound (lying 3650m below the sea surface),
and temperatures may vary greatly to values significantly higher than 85°C, eventually leading to
the growth of pyrite possibly produced at lower temperature. Obviously, additional abiotic
syntheses as well as experimental fossilization of biogenic pyrite spherules should be conducted to
further investigate the possibility of unambiguously determining the origin (i.e., biogenic or abiotic)
of natural pyrite spherules.

A trail to follow would be the molecular structure of the organic material trapped within
the pyrites. As shown here, the chemical nature of the organic material that can be detected within
the pyrite spherules produced may inform about the nature of organic material initially present in
the system. Yet, hydrothermal vents are the location of significant mixing between seawater
(possibly rich in biogenic organic materials) and hydrothermal fluids (possibly rich in abiotic
organic materials) (e.g. Maruyama et al., 1993; Elderfield and Schultz, 1996; Dick et al., 2010),
making it difficult to identify sources and origins. Furthermore, organic compounds can be
transported, making possible its presence within walls of chimney even though it has not been
produced there. In such a case, some chemical selection could be expected, which does not seem
to be the case according to XANES data (Truong et al., submitted). Given the thermal maturation
that such mineral structures have inevitably experienced, it remains difficult to expect detecting
pristine biogenic organic materials. For instance, amino acids are irreversibly destroyed above
240°C (Bada et al., 1995), which is well below the temperature of the hydrothermal fluid circulating
through a chimney (e.g. Tivey et al., 2002).

Allin all, can we use pyrite spherules as biosignatures? By definition, a biosignature provides
irrefutable proof of biogenicity. In fact, the conformity of a biosignature does not only depend on
the fact that it has been produced by life, but also on the fact that abiotic processes cannot produce
it. However, there are no irrefutable criteria on which to base the claim that a mineral is biogenic.
Mineral biosignatures may thus not exist as such. The only way of thinking to go further would
thus be asking the following question: given the environmental conditions and given the
morphology, microtexture and organic content (both its value and its nature), is it more likely that
the mineral structure investigated was produced by (or in the presence of) living microorganisms
or by abiotic processes? Here, the production of pyrite spherules involves the presence of ferrous
iron, reactive sulfur in the form of colloidal sulfur and the presence of cellular organic material,
including both membranes and intracellular content. In hydrothermal vents, colloidal sulfur can be
produced both by living microorganisms and by abiotic processes. In contrast, cellular organic
material can only be produced by living organisms, or at least, a mixture of organic molecules

similar in composition as what could produce life is likely to have been produced by life.

Thus, it could be concluded that it is more likely that living organisms are involved in the
production of the pyrite spherules from the TAG site given their size, morphology, microtexture
and organic content (both its value and nature). In other words, the pyrite spherules observed in
these very specific environments could be used as biosignatures, even though they do not constitute
perfect biosignatures per se. Still, to be propetly tackled, the question of what kind of bio these
pytite spherules could be used as the signatures of will require a better characterization of the
temperature conditions of the sampling zone. It thus appears of primary importance to make
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additional measurements and observations on chimneys of black smokers, from the core to the

outer portions.
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Figure 1 | SEM, TEM and STXM characterization of rounded pyrite aggregate isolated from TAG hydrothermal
field, Mid-Atlantic Ridge (in green), compared to biogenic pyrites (in orange) (Truong et al., 2023).

Table 1 | Summary of the production of pyrites and their carbon content for a variety of abiotic synthesis with
different types of organic matter, incubated at 85°C for 96h, compared to biogenic pyrites (i.e.KOD1) and TAG

pyrites.
Samples TAG KOD1 Lysates | Membranes | Supernatants YE + Graphite Negativ
KOD1 KOD1 KOD1 tryptone control
- KOD1 | - KOD1 | - KOD1 | - Yeast
lysates membranes | supernatants | extract 1g/L
Organic Unkown KOD1 107 | from from from 100mL | - Tryptone | Graphitic None
matter cells/mL 100mL 100mL cultute  with | 1g/L catbon 2g/L
culture culture with | S(0) at 107
with S(0) at | S(0) at 107 | cells/mL
107 cells/mL
cells/mL
Pyrite Yes Yes Yes Yes No Yes Yes No
[Clstxm 3.58 4.65 4.45 2.12 na 1.86 2.08 na
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Figure 2 | SEM investigations of pyrites produced at 85°C for 96h in a colloidal sulfur and Fe?* rich medium. A) No
pyrite produced in a medium devoid of organic matter. B) Pyrite spherules produced in presence of TKOD1 strain
(Truong et al., 2023). C-D) Pyrites produced in presence of yeast extract and tryptone. E) Rounded pyrites produced
in presence of TKOD1 lysates. F) More massive pyrite spherules, measuring 10um, produced in presence of
TKOD1 membranes. G) No pyrite formed in presence of supernatant from TKOD1 cultures. H) Micrometric pyrite
crystals produced in presence of graphitic carbon.
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Figure 3 | TEM, associated SAED patterns and STXM characterization of TAG rounded pyrites (in green),
biogenic pyrites (in orange) and abiotic counterparts produced at 85°C for 96h in a colloidal sulfur and Fe?* rich
medium: yeast extract and tryptone (in yellow), TKOD1 lysates (in pink), TKOD1 membranes (in red) and
graphitic carbo (in blue).
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I1I. Discussion et implications des résultats

1. Sur l'utilisation des sphérules de pyrite en tant que biosignatures

Aucune pyrite n'a été observée dans le controle négatif sans maticre organique, ce qui signifie
que les trois réactifs initiaux (soufre colloidal, fer ferreux et sulfures) ne conduisent pas a eux seuls
a la formation de pyrite, du moins aux concentrations étudiées ici. La mati¢re organique est donc
nécessaire a la précipitation de pyrite dans ce systeme, que ce soit sous forme de carbone soluble,
comme les lysats cellulaires, ou sous forme de carbone insoluble, comme le carbone graphitique.
Le soufre colloidal est également nécessaire car, comme nous I'avons vu dans le chapitre 1V, la
présence de mati¢re organique (extrait de levure et tryptone) avec du soufre particulaire ne conduit
pas a la formation de pyrite non plus. Ces deux réactifs, mati¢re organique et soufre colloidal, sont
donc essentiels a la formation de pyrite.

Les pyrites formées au cours des syntheses different en taille et en morphologie. En présence
de carbone graphitique, les pyrites sont micrométriques et se présentent sous une la forme de
« roses des sables ». En présence d’extrait de levure et de tryptone, les pyrites ont également une
forme de « rose des sables », mais mesurent entre 2 et 10um. En présence de membranes de KOD1,
les pyrites précipitent sous forme de sphérules lisses ; leur morphologie est tres similaire a celle des
sphérules formées avec des cellules de KOD1. Elles présentent toutefois une gamme de taille
supérieure et mesurent environ 10pum de diametre. A linverse, on remarque qu’aucune pytite ne se
forme dans les synthéses réalisées en présence de matériel cellulaire de KOD1, duquel les
membranes ont été retirées. Cela suggere que les composés intracellulaires seuls (métabolites,
molécules aminées) n’offrent pas de surface réactive suffisante pour la formation de pyrite dans les
conditions des syntheses. Enfin, les pyrites formées en présence de lysats cellulaires (membranes
et contenu intracellulaire) de KOD1 sont des sphérules non lisses et mesurent 2 a 10um de
diametre. D’apres la morphologie et la gamme de taille, les pyrites produites en présence de KOD1
vivantes sont plus proches des pyrites formées abiotiquement en présence de matiére organique
d’origine biologique.

Analysées a I’échelle nanométrique (caractérisation MET et STXM), les pyrites formées en
présence de carbone graphitique présentent des différences significatives par rapport a celles
formées en présence de KOD1 vivantes. Elles sont composées de domaines cristallins mesurant
200 a 300nm et séquestrent une faible quantité de matériel carboné. Le spectre d’absorption au
seuil du carbone ne présente aucune bande d’absorption spécifique. Les pyrites formées en
présence d’extrait de levure et de tryptone sont également assez différentes de celles formées en
présence de KOD1 vivantes. Les domaines cristallins mesurent plusieurs centaines de nanometres
et seule une faible quantité de mati¢re organique est piégée a l'intérieur. Le spectre d’absorption est
dominé par les liaisons COOH (les groupements carboxyliques). Enfin, les pyrites formées en
présence de membranes cellulaires de KOD1 présentent des caractéristiques tres différentes de
celles formées en présence de KOD1 vivantes, malgré leur ressemblance au premier ordre. Elles
sont constituées de domaines cristallins mesurant entre 50 et 100nm, mais le contenu en matériel
organique est faible, et le spectre d’absorption indique que ce matériel organique est dominé par
des carbones aliphatiques (ce qui n’est pas illogique puisque seuls des lipides ont été ajoutés au
systeme). Finalement, seules les pyrites produites en présence de lysats cellulaires de KODI1
(membranes et contenu intracellulaire) présentent a la fois une morphologie globale, une
microtexture et un contenu en matériel organique proche des pyrites formées en présence de
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KOD1 vivantes. Les domaines cristallins sont de 'ordre de la dizaine de nanometres, la quantité
de carbone séquestrée est similaire, et le spectre d’absorption du carbone présente les mémes
bandes d’absorption. En réalité, cette synthése est un controle, la seule différence avec le systeme
dans lequel les KOD1 sont vivantes est que, dans ce cas, elles sont mortes. Cette synthese démontre
donc avant tout que la biominéralisation de pyrites par les KOD1 est plus induite que controlée. 11
démontre également que ces composés cellulaires sont indispensables a la formation de ces
sphérules, au méme titre que le soufre colloidal.

Etant données les conditions expérimentales que nous avons explorées, si de telles sphérules
venaient a ¢tre retrouvées dans des fumeurs noirs il est donc vraisemblable qu’elles aient été
formées en présence de procaryotes (vivants ou non). La probabilité que ces objets soient des
biosignatures d’hyperthermophiles plutét que des biosignatures de procaryotes de plus basse
température dépend surtout de la corrélation entre la zone de prélevement et le gradient de
température, d’ou la nécessité d’effectuer des analyses comparatives sur plusieurs portions d’un
fumeur noir, du cceur jusqu’aux portions externes, afin de déterminer dans quelles zones — et donc
jusqu’a quelle température — ces objets sont présents.

2. Formation de sulfures de fer : qu’en est-il de la greigite ?

Des analyses DRX ont été réalisées sur les témoins contenant du carbone graphitique et des
lysats cellulaires afin d’identifier si d’autres phases minérales sont présentes dans ces échantillons.
Comparé a I’échantillon contenant des cultures de 1. kodakarensis, on remarque qu’ils ne
contiennent pas de greigite (Fig 1). Le soufte colloidal n’est donc pas impliqué dans la précipitation
de greigite. Celle-ci ne se forme, dans les conditions étudiées, qu’en présence de cellules vivantes.
Dans le chapitre précédent, nous avons mentionné la nécessité d’un précurseur contenant du
Fe(III) pour la précipitation de greigite, qui pourrait provenir en particulier de phosphates de fer
(III) amorphes (e.g. Duverger et al., 2020) et/ou de 'oxydation de 'oxydation du fer (I) de la
nano-mackinawite (e.g. Lennie et al., 1997).
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Figure 1 | Extrait de diffractogrammes des cultures de T. kodakaraensis et des témoins lysats cellulaires et carbone
graphitique incubés pendant 96h dans un milieu contenant du soufre colloidal et du Fe?*, a 85°C (26 : 34 — 40°).
Les pics correspondant a une ligne d'intensité significative sont étiquetés par la phase minérale concernée.
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Il faut donc, a un moment donné, que I'oxydation du fer se produise pour conduire a la
précipitation de greigite, et cette oxydation n’a pas lieu sans la présence de cellules vivantes. Gorlas
et al. (2018) ont proposé que les cellules produisent des phosphates de fer (III) suite au stress lié a
la concentration en fer. La greigite se formerait ensuite par sulfurisation de ces phosphates de fer
(I1I). Etant donné qu’aucune greigite n’est détectée dans le témoin réalisé avec des lysats cellulaires,
la production des phosphates de fer en réponse au stress apparait comme un processus actif réalisé
par les cellules vivantes. La greigite pourrait donc possiblement étre vue comme une biosignature
indiquant la présence de microorganismes vivants. Pour s’en assurer, il conviendrait de réaliser des
synthéses abiotiques en présence de phosphates de fer (III) amorphes, la production abiotique de
greigite n’étant pas invraisemblable. Qui plus est, il convient de mentionner que la greigite n’a
jamais été observée dans les cheminées hydrothermales: peu stable, elle serait rapidement
remplacée par la pyrite dans ces environnements.
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Chapitre VII

Chapitre VII.

Conclusions et perspectives

I. Conclusions générales
1. Le soufre élémentaire : effet stimulant sur la croissance et détoxification du H»

T. kodakarensis présente deux voies métaboliques majeures régulées par la présence ou
'absence de soufre. Les Thermococcales possedent un régulateur transcriptionnel SurR qui active
la transcription des genes codant ’hydrogénase membranaire Mbh et, en absence de soufre, réprime
Iexpression des genes impliqués dans la réduction du soufre, tels que le complexe Mbs-NSR et
TK1481. I’activité des hydrogénases membranaires Mbh et Mbs est directement dépendante de la
réduction de la ferrédoxine, réduite grace a étape de glycolyse.

En condition pyruvate, SurR réprime donc Mbs-NSR et TK1481, la voie métabolique passe
uniquement par Mbh au niveau membranaire et Hyh au niveau du cytoplasme. Mbh est impliquée
dans la production de H» tandis que Hyh absorbe cet H, pour la régénération de NADPH. 1l s’agit
d’une voie métabolique avec un faible rendement énergétique car la ferrédoxine n’est pas réduite
efficacement.

En condition soufre, SuR ne réprime pas les genes impliqués dans la réduction du soufre :
Mbs-NSR et TK1481 vont pouvoir s’exprimer. En parallele, les hydrogénases Mbh et Hyh sont
toujours actives. On observe donc toujours la production de Hy, corrélée a la production de HS.
Le HoS est produit massivement par Mbs et NSR, ainsi que par la NADPH-oxidase TK1481. Cette
derniére protéine permet non seulement de détoxifier le Hs et les polysulfures via la production de
H»S, mais oxide également le NADPH, directement impliqué dans la glycolyse et donc dans le
processus d’oxydo-réduction de la ferrédoxine. Elle permet de contourner la limitation énergétique
imposée par la voie métabolique en absence de soufre. Le soufre élémentaire S(0) a donc un effet
stimulant sur la croissance cellulaire, en plus de permettre une détoxification efficace du Ho.

En condition cystine, la voie métabolique est intermédiaire. L.a concentration en
polysulfures est insuffisante, SuR réprime au moins partiellement les genes impliqués dans la
réduction du soufre ce qui limite leur activité. La cellule dépend donc de la voie métabolique Mbh
et Hyh, énergétiquement limitée.

2. Processus de formation des sphérules de pyrite

En condition soufre, I'activité métabolique des Thermococcales méne a la formation de
sulfures de fer. IIs sont impliqués dans une dynamique soufre-fer-phosphore qui permet la
libération de phosphates biodisponibles dans un milieu minéralisant pourtant non favorable a la
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croissance cellulaire. Les phosphates libérés par une premicre génération de cellules sont utilisés
par une deuxieme génération de cellules qui se développe de fagon concomitante a I’éclaircissement
du milieu. Les nanophases minérales disparaissent au profit de phases a gros grains, ce qui suggere
que la précipitation de sulfures de fer intervient dans une stratégie de survie aux milieux
minéralisants a ’échelle de la population de cellules.

D’une part, les cellules réalisent une fermentation anaérobie assistée par la réduction du
soufre élémentaire qui entraine la production de sulfures (§*), impliqués dans la formation de
monosulfures de fer (FeS) amorphe. D’autre part, les Thermococcales accumulent du soufre dans
leur cytoplasme par le biais d’'une enzyme NAD(P)H sulfur-oxydoréductase (NSR). Ce soufre
prend la forme de polysulfures ou de nanoclusters de soufre qui réagissent avec les monosulfures
de fer amorphe pour former de la pyrite (FeS»). Il est vraisemblable que la nucléation commence a
Iintérieur des cellules, du fait de 'accumulation de nanoclusters de soufre dans leur cytoplasme.

Les sphérules de pyrite se forment donc grace a I'activité métabolique des Thermococcales.
Elles mesurent environ 1lum de diameétre et sont composées de domaines cristallins anisotropes de
15 x 10nm?. Les domaines partagent une orientation préférentielle commune au sein d’'une méme
sphérule. Qui plus est, nous avons montré que ces pyrites a la morphologie particuliere picgent des
composés organiques cellulaires qui proviennent des cellules intactes et/ou du milieu suite 2 la lyse
des Thermococcales.

3. Des sphérules de pyrite dans les cheminées hydrothermales

Nous avons étudié des échantillons naturels de cheminées provenant du site hydrothermal
TAG (campagne Bicose 2) afin d’y rechercher des sphérules de pyrite et de traquer la présence de
micro-organismes hyperthermophiles. Nous avons réalis¢é une étude comparative de pyrites
prélevées sur la paroi de la cheminée, de la partie interne la plus chaude a la partie externe la plus
froide, afin de déterminer (1) si de tels minéraux peuvent étre retrouvés et (1) si leur occurrence est
cohérente avec le contexte physico-chimique de la portion de cheminée dans laquelle ils sont
trouves.

Les portions internes et intermédiaires présentent une majorité de pyrites cubiques, ce qui
atteste d’une température élevée autour de 250°C. Des sphérules de pyrite ont été isolées dans les
parties externes uniquement, piégées dans une matrice de sphalérite. L'interpénétration des grains
irréguliers de sphalérite est significative de plusieurs épisodes de précipitation, marquée par des
refroidissements et des recristallisations successives. Ceci serait da a de fortes variations de
températures, pouvant aller de 2°C a 250°C.

Les sphérules de pyrite présentent des sous-joints de grains de plusieurs centaines de
micrometres, ce qui pourrait étre compatible avec une recristallisation de petits grains partageant
initialement une orientation commune. Nous y avons détecté de la matiere organique riche en
groupes aromatiques, aliphatiques et carboxyliques, ce qui n’est pas incompatible avec la maturation
thermique de composés organiques et la recristallisation observée. Le contexte environnemental et
les caractéristiques de ces sphérules de pyrite suggerent qu’il pourrait s’agir des biosignatures
recherchées. Néanmoins, du fait de 'altération thermique, l'origine de la maticre organique ainsi
que la taille des domaines cristallins initiaux ne peuvent étre déterminées.
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4. Les sphérules de pyrite : des biosignatures ?

La présence de Thermococcales est nécessaire a la formation de sphérules de pyrite. Par
conséquent, pouvons-nous les utiliser en tant que biosignatures ? Pour le vérifier, il convient de
s’assurer qu’il est impossible de produire des pyrites avec des caractéristiques similaires »iz des
processus abiotiques.

Des syntheses de pyrites en conditions abiotiques, faisant office de témoins, ont donc été
réalisées. Différentes maticres organiques (du carbone graphitique, de I'extrait de levure, des
membranes cellulaires de KOD1 et des lysats cellulaires de KOD1) ont été mises en présence de
soufre colloidal dans le méme milieu minéralisant que celui utilisé pour les cultures de KOD1.

Il s’avere que, sans mati¢re organique, aucune pyrite ne se forme, ce qui démontre
I'importance des composés organiques pour former cette phase dans les conditions. En présence
de carbone graphitique et d’extraits de levures, les pyrites formées présentent des caractéristiques
trés différentes des sphérules formées en présence de KODI1. En présence de membranes
cellulaires de KOD1, des sphérules de pyrites se forment dans une gamme de taille bien supérieure
a celles formées en présence de KODI1. Ces « grosses » sphérules séquestrent, elles aussi, des
composés organiques mais ces composés sont ceux présents dans le systeme, i.e. les composés
constituant les membranes cellulaires, qui contiennent principalement des fonctions aliphatiques.

Seules les sphérules produites en présence de lysats cellulaires de KOD1 présentent des
caractéristiques similaires a celles produites en présence de KOD1 vivantes: une forme de
sphérule, des domaines cristallins de 'ordre de la dizaine de nanometres, ainsi que la séquestration
de composés organiques avec les mémes groupements fonctionnels et en quantité comparable. La
seule différence réside dans la gamme de taille, bien supérieure dans le cas des lysats cellulaires, ce
qui suggere que les structures cellulaires intactes contraignent la taille des sphérules de pyrite a 1um,
au moins jusqu’a 96h de minéralisation. Toutefois, ce témoin particulier reproduit en tous points
la configuration étudiée pour la formation de sphérule en présence de KODI1 vivantes, a savoir
une maticre organique identique et la présence de soufre colloidal. Ces composants seraient donc
indispensables a la formation de sphérules de pyrite. Cela montre qu’il n’est pas nécessaire d’avoir
des cellules métaboliquement actives pour produire des sphérules de pyrite : des lysats cellulaires
suffisent. La précipitation des sphérules semble donc résulter d’une biominéralisation induite et/ou
d’un phénomeéne d’organo-minéralisation lié au matériel cellulaire, et non d’une biominéralisation
controlée. D’apres les témoins étudiés, les sphérules de pyrite pourraient donc étre utilisées en tant
que biosignatures pour attester de la présence d’archées hyperthermophiles, vivantes ou mortes.

Des expériences de fossilisation seront nécessaires afin de tester si les sphérules de pyrite
produites en présence de KOD1 et leurs équivalents abiotiques peuvent, une fois soumises a de
plus fortes conditions de pression et de température, évoluer vers des sphérules semblables a celles
trouvées dans les échantillons du site TAG.
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Cette étude révele que les Thermococcales induisent la précipitation de phosphates
de fer et de sulfures de fer, notamment de sphérules de pyrite qui fournissent une cible
pertinente en tant que biosignature d’hyperthermophile. Les différentes voies de formation
abiotiques que nous avons explorées ne permettent pas de produire des sphérules de pyrite
présentant les mémes caractéristiques, a 'exception des expériences réalisés avec des lysats
cellulaires de Thermococcales. Le matériel cellulaire de ces archées — vivant ou mort — corrélé
a la présence de soufre réactif est donc indispensable aux caractéristiques des sphérules de

pyrite.

Des minéraux semblables peuvent étre retrouvés dans les cheminées hydrothermales
naturelles, dans un contexte cohérent avec la colonisation d’hyperthermophiles. Toutefois, il
est encore trop tot pour conclure si ceux-ci témoignent effectivement de leur présence. Des
expériences supplémentaires sont nécessaires pour mieux appréhender Iimpact de ces
environnements complexes sur les biosignatures, en particulier 'effet de fortes variations de
température sur les sphérules de pyrite et leurs équivalents abiotiques
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II. Perspectives

1. Sur les cultures de microorganismes hydrothermaux en conditions non
minéralisantes

Cette section traite des pistes envisagées pour apporter une compréhension encore plus fine
du métabolisme et de Tactivité cellulaire des Thermococcales dans un milieu non
minéralisant. Ces deux aspects sont essentiels a la contrainte des processus de formation
des biominéraux :

- Afin d’avoir une approche quantitative de I'activité cellulaire et de la biomasse, la
quantification des ARN totaux pourrait étre réalisée en complément des mesures
d’ATP lots des suivis de croissance.

- Lamesure des éléments dissous pourrait étre effectuée en complément des mesures
de gaz pour étudier les produits métaboliques en phase liquide, indispensables a la
compréhension des  métabolismes  eux-mémes, des  processus  de
précipitation/dissolution des minéraux et de la dynamique soufre-fer-phosphore.

- Les produits gazeux — pour le moment mesurés de manicre qualitative — devront
étre quantifiés afin de connaitre précisément la pression partielle de chaque gaz
produit en fonction du temps par les cultures de Thermococcales. En particulier, la
production effective d’H, est une information importante quant a impact des
cellules sur la production/dissolution des sulfures de fer.

- Enfin, il serait intéressant de réaliser des suivis de croissance dans d’autres gammes
de température car les voies métaboliques empruntées (fermentation, fermentation
assistée par la réduction du soufre, réduction des polysulfures) peuvent avoir un
impact sur la résistance a leur environnement.

1.1.  Quantification des ARN totaux en complément de P’ATP-métrie

L’ATP-métrie est une méthode intéressante pour démontrer s’il y a activité cellulaire ou
non mais il est important de la considérer pour ce qu’elle est, i.e. un proxy, et non une mesure
quantitative de activité cellulaire. Il est nécessaire de la corréler a d’autres méthodes de suivi de
croissance comme nous ’avons fait avec le comptage cellulaire ou la mesure des gaz. Qui plus est,
il sera important d’augmenter la robustesse des données avec d’autres méthodes de Dactivité
cellulaire dans des travaux futurs.

Les conclusions par rapport a la quantité I’ATP en fonction du temps sont hypothétiques
car la mesure d’ATP ne fournit pas d’information quant au ratio consommation/production
d’ATP. Ces niveaux de consommation/production peuvent énormément vatier en fonction du
niveau de maintenance que les cellules doivent appliquer et qui doit certainement varier en fonction
des conditions métaboliques auxquelles elles sont soumises. Chez les bactéries, il existe des
techniques fiables afin de mesurer I’état énergétique cellulaire comme quantifier la capacité
d’excrétion par des mesures de fluorescence (Breeuwer et al., 1995 ; Bouix et al., 2022). Mais chez
les archées hyperthermophiles, ces tests sont compliqués a mettre en place.
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II sera donc intéressant de coupler les mesures I’ATP a d’autres techniques telles que la
quantification des ARN totaux comme indicateurs de biomasse, par exemple. 1l a été montré que
les contenus en ARN, ADN et protéines dépendent du taux de croissance cellulaire et que la
concentration d’ARN augmente avec 'augmentation du taux de croissance (Bremer et Dennis,
2008).

Les ARN totaux comprennent les ARN ribosomaux, i.e. les ARN majoritaires des cellules,
les ARN messagers, les ARN de transfert et les petits ARN régulateurs. Des résultats préliminaires
ont été obtenus dans le cadre du stage de M2 de Bouthaina Ben Adballah. Les ARN totaux ont été
extraits a partir de cultures de KOD1 en présence de S(0) ou de L-cystine apres 5h (phase
exponentielle) de croissance a 85°C. Brievement, les ARN totaux ont été extraits (kit NucleoSpin
® RNA Set for NucleoZ OL par Macherey Nagel) puis analysés par électrophorese sur un gel
d’agarose, ce qui permet de juger qualitativement de lintégrit¢é des ARN. En parallcle, des
amplifications par PCR (en ciblant PADNr 16S) ont été réalisées afin de confirmer la non
contamination par de PADN génomique (gel non montré).

Le profil électrophorétique réalisé ici a permis de distinguer trois bandes correspondantes
aux trois types d'ARN ribosomaux (23S,16S et 5S chez les procaryotes) (Fig 1). Les ARN
ribosomaux apparaissent intacts et non dégradés puisque ’'on observe des bandes bien distinctes.
La bande de plus haut poids moléculaire correspond a PARN 23S, la bande intermédiaire
correspond a PARN 16S et celle de plus bas poids moléculaire correspond a PARN 5S. Cette
derniére observation suggere que les autres ARNSs, plus petits, tels que les ARNt et ARNm, non
visibles sur le gel ne sont pas non plus dégradés, mais que la quasi-totalité des ARNs extraits est
constituée par des ARN ribosomaux integres.

La mesure ’ANRs totaux permettrait donc de mesurer PARN ribosomal total qui, a ce
jour, constitue une des meilleures approximations de biomasse active totale. Pour cela, des données
qualitatives mais surtout quantitatives tres précises des ARN totaux pourront étre obtenues en
utilisant la technologie des bioanalyseurs Agilent. La modélisation de ces données permettrait
d’obtenir des indications fiables quant a I’état métabolique cellulaire.

<+— ARNr 23S
<+— ARNr 16S

<+— ARNrS5S

Figure 1 | Profil électrophorétique des extractions d’ARN totaux. M : marqueur de taille. Puits 1 et 2 = ARN
extrait des cellules cultivées en Ravot + S(0) (RS), en phase exponentielle de croissance. Puits 3 et 4 = ARN
extrait des cellules cultivées en Ravot + L-cystine (RC), en phase exponentielle de croissance. D’aprés le stage
M2 de Bouthaina Ben-Adballa.
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1.2 Mesure des éléments et composés en solution liés au métabolisme (phosphore, sulfures,
sulfates, acétate)

La mobilisation du phosphore par le fer et sa libération par la précipitation de sulfures de
fer se base sur Pobservation des phases minérales. Afin de discuter plus avant de la dynamique
soufre-fer-phosphore, il sera nécessaire de mesurer, au cours du temps, le phosphore en solution,
qui peut étre (1) sous forme soluble, inorganique (DIP pour Dissolved Inorganic Phosphorous) et
biodisponible (ortho-phosphates et phosphore organique ou DOP pour Dissolved Organic
Phosphorous) provenant de la dégradation de la matiere organique ou de la lyse cellulaire, ou (2) sous
forme solide. Il sera ensuite possible de corréler ces données a la précipitation des phases minérales
et au modélisation géochimique.

Avoir une mesure quantitative précise des produits de départ (soufre élémentaire, L-cystine,
pyruvate de sodium) et des produits métaboliques comme 'acétate a chaque étape du suivi de
croissance pourrait permettre de réaliser des cinétiques chimiques du systéme pour chaque voie
métabolique.

De la méme fagon, la concentration en ions HS™ n’a pour l'instant jamais été mesurée dans
les cultures de Thermococcales, quelle que soit la condition. Connaitre la concentration en sulfures
présente un double intérét. Concernant (1) le métabolisme cellulaire, cela permettra de mieux
comprendre le chemin métabolique des cellules en condition cystine et de tester ’hypothese
présentée en Chapitre IIT sur la fermentation de composés organiques associ¢ a la réduction de
polysulfures plutot que de protons, et pourra palier a 'absence d’H,S en phase gazeuse. Concernant
(2) la minéralisation des sulfures de fer eux-mémes, connaitre la concentration en ions sulfures
pourrait permettre d’effectuer un nouveau type de témoin avec une concentration de sulfures

similaire a celle produite par les cellules, afin de tester leur impact sur la précipitation de sulfures
de fer.

Enfin, il serait également intéressant de mesurer les sulfates en solution, en raison de I’ajout
de Na,S. La réduction des sulfates n’a jamais été relevée chez les Thermococcales. Nous avons
pourtant noté la présence de sulfates dans les témoins abiotiques tandis que ceux-ci étaient
indétectables en présence de cellules (Truong et al., 2023). Il serait donc important de vérifier ces
données en mesurant directement les sulfates en solution au cours du temps.

1.3, Quantification des gaz produits par les Thermococcales

La quantification des produits gazeux pourra permettre de connaitre précisément la
pression partielle de chaque gaz produit en fonction du temps par les cultures de Thermococcales
— en conditions optimales de croissance et en conditions de minéralisations.

Pour le moment, la pression partielle des gaz est connue dans la boucle de chargement du
GC-TCD mais n’a pas été calculée dans la bombe elle-méme. Les gaz se décompriment dans la
ligne externe allant de la bombe a la boucle de chargement, par conséquent leurs concentrations
absolues sont inférieures aux concentrations de I’échantillon. Connaitre la concentration des gaz
dans la bombe implique de quantifier précisément la décompression, et donc de connaitre les
volumes qu’occupent les différents gaz dans la bombe, les volumes allant de la bombe aux
différentes étapes du circuit, ainsi que le volume de la boucle de chargement. Une relation linéaire
telle que celle explicitée dans le Chapitre II, partie 5.2, permettrait de calculer les coefficients a
appliquer pour connaitre la concentration absolue de chaque gaz dans les échantillons.
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Un suivi dynamique des gaz (5h, 96h, 192h et 35j) pourrait alors étre réalisé en conditions
de minéralisation. Nos modélisations géochimiques réalisées sur Chess montrent que la production
d’H: peut avoir une influence sur la dissolution de pyrite (cf Chapitre IV) a partir d’une fugacité de
1.1 bar (a 85°C, pH 7). Connaitre la production effective d’Hz par les Thermococcales dans
I’ensemble des conditions métaboliques étudiées (soufre, cystine, pyruvate), ainsi qu’en conditions
de minéralisation, est une information importante pour comprendre 'impact des cellules sur la
production/dissolution des sulfures de fer. Qui plus est, la formation de ces minéraux fait partie
intégrante d’'une dynamique soufre-fer-phosphore qui influence la mobilisation du phosphore par
le fer. La production de H, et la libération de phosphore biodisponible pourraient faire partie d’'une
boucle rétroactive permettant la survie de la population cellulaire en conditions fortement
minéralisantes.

1.4.  Limite thermique de KOD1 en fonction des conditions métaboliques

Un autre aspect sous-jacent a ce travail de thése réside dans la frontiére thermique du vivant.
Etant donné que les microorganismes hyperthermophiles n’ont jamais été observés 7 situ dans leur
milieu naturel et que leurs températures maximales et minimales sont estimées de maniere culture-
dépendante en laboratoire, la limite thermique du vivant demeure une question ouverte. En
particulier, la question se pose de savoir si les archées peuvent vivre dans des portions de cheminées
qui ne descendent jamais sous une certaine température limite. Tandis que les études théoriques et
environnementales actuelles suggerent que la température maximale a laquelle la vie peut exister se
situe entre 113°C et 150°C (Stetter, 1999 ; Cowan et Tow, 2004 ; Merino et al., 2019), les études en
condition de laboratoire suggerent un record de température maximale de croissance — fortement
débattu — de 122°C a une pression hydrostatique de 40 MPa pour la méthanogene Methanopyrus
kandleri (Takai et al., 2008).

Dans un premier temps, il serait intéressant de tester si la voie métabolique (conditions
soufre, L-cystine, pyruvate) a un impact sur la limite en température des Thermococcales. En effet,
le métabolisme lui-méme implique des niveaux de maintenance cellulaire différent, a travers la
détoxification des polysulfures dans le cas de la réduction du soufre élémentaire, ou a travers la
détoxification de ’H, qui peut s’avérer toxique a une certaine concentration. Quel impact ces
différents niveaux de maintenance ont-ils sur la limite maximale de température de croissance
cellulaire ?

Pour ce faire, il s’agirait de réaliser des suivis de croissance avec les méthodes utilisées lors
de cette these, a savoir coupler PATP-métrie — et y corréler la mesure des ARN totaux —, le
comptage cellulaire et la mesure des gaz, additionné avec la mesure des éléments dissous. Ces suivis
de croissance pourraient étre réalisés a partir de 65°C, la limite basse en température, et des
températures supérieures a 100°C. Une fois caractérisée en conditions optimales, 'impact de ces
températures minimales et maximales pourrait étre testé en milieu minéralisant. Est-ce qu’un
parametre extrinseque a la cellule tel qu'un contexte géochimique particulier, comme la présence
de fer ou la pression, facilite ou au contraire limite la croissance cellulaire a des températures
supérieures a 100°C ?
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2. Sur la production de minéraux en présence de Thermococcales

Cette section se concentre sur les travaux complémentaires a effectuer quant aux
processus de formation des minéraux en présence de Thermococcales :

- L’hypothese sur la précipitation des sphérules de pyrite s’est basée sur la
détoxification de polysulfures ou de nanoclusters de soufre par les vésicules de
soufre, support de nucléation (avec les cellules). II serait donc intéressant de tester
directement la minéralisation de vésicules de soufre.

- Au cours de cette these, une attention particuliére a été portée aux phases cristallines.
Afin de mieux cerner leur processus de formation, il faudrait se concentrer sur les
phases amorphes qui dominent aux temps courts (entre 1h et 96h d’incubation) et
sur leur interaction avec les cellules. Pour cela, des suivis en direct pourraient étre
réalisés ainsi que des expériences a des concentrations en fer plus basses.

- Comme dans tous travaux expérimentaux, il est essentiel d’explorer d’autres
conditions expérimentales afin de mieux cerner les processus qui peuvent se produire
dans les milieux naturels. Ici, il serait intéressant de tester d’autres métaux, de faire
varier la température, et notamment d’utiliser des systemes ouverts tels que les
bioréacteurs ou les systemes microfluidiques.

2.1. Purification et minéralisation de vésicules

Les Thermococcales produisent des vésicules extracellulaires dont certaines contiennent du
soufre (Gorlas et al., 2015) (Fig 2). Durant cette thése, nous avons axé ’hypothese centrale de la
formation des sphérules de pyrite sur 'accumulation de polysulfures ou de nanoclusters de soufre
dans le cytoplasme et sur la détoxification de ces composés par les vésicules extracellulaires, qui
servent de support de nucléation. Il serait donc intéressant de tester directement la minéralisation
de vésicules extracellulaires riches en nanoclusters de soufre.

Pour ce faire, il est indispensable de séparer les vésicules de soufre des cellules, i.e. de
purifier les vésicules de soufre tout en conservant le soufre contenu a lintérieur. Des tests de
purifications de vésicules ont été réalisés a 'I2BC, mais il s’avere pour le moment impossible de
conserver le soufre a 'intérieur des vésicules. Les techniques de purification de vésicules classiques
qui nécessitent des étapes d’ultracentrifugation ne sont pas adaptées a la purification des vésicules
de soufre car ces dernicres semblent étre plus fragiles que les vésicules membranaires. Il existe
d’autres techniques « plus douces », telles que I'utilisation de colonnes de purification de protéines
ou l'utilisation du systéeme de tri d’'un cytomeétre de flux, mis en place a 'I2BC. Lorsque ces
méthodes seront au point, il sera possible de purifier les vésicules de soufre et de réaliser des
expériences de minéralisation sans les cellules.
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Figure 2| A) Cellule de TKOD1 observée en cryo-microscopie. Les fleches blanches indiquent des vésicules riches
en soufre, comme attesté par B) I'analyse EDXS des vésicules. © Aurore Gorlas

2.2.Processus de nucléation a temps tres courts (de 1Th a 96h)

Durant cette these, une attention particuliere a été portée aux phases cristallines, en dont la
pyrite en particulier. Afin de mieux cerner les processus de formation des sulfures de fer cristallins
et des phosphates de fer observées a 192h, il serait intéressant de se concentrer sur les phases
amorphes qui dominent le systeme avant 96h. D’une part, une partie de la dynamique soufre-fer-
phosphore a lieu avant la précipitation des phases cristallines, notamment la sulfurisation des
phosphates de fer amorphes qui participent a la formation de greigite. D’autre part, les processus
de nucléation sur les membranes cellulaites et/ou les vésicules extracellulaires n’ont pour instant
pas été observées car les analyses ont essentiellement porté sur le produit fini de la nucléation. Les
interactions entre minéraux et membranes cellulaires et/ou vésicules extracellulaires pourraient étre
observées a des temps tres courts, typiquement de 1h a 24h, jusqu’a 96h. Ces deux aspects, i.e.
dynamique soufre-fer-phosphore et nucléation, ne sont d’ailleurs pas indissociables étant donnée
I'importance de la sulfurisation des phosphates de fer dans les processus de formation des sulfures
de fer.

La premicre solution serait de réaliser des suivis en direct en couplant les techniques
utilisées durant cette theése a des techniques dynamiques telles que la résonance magnétique
nucléaire (RMN). Cela permettrait de suivre in siz# la spéciation du soufre (*°S) et du phosphore
('P) au niveau des interfaces cellulaires, ce qui offrirait des informations essentielles quant a
I'interaction cellules-minéraux. Il serait également possible de caractériser les matériaux amorphes
ou peu cristallisés détectés aux temps courts (< 96h).

Le deuxiéme solution — qui n’est pas incompatible avec la premiere — serait de travailler a
des concentrations en fer inférieures a 5SmM, i.e. la concentration testée durant cette thése, ce qui
permettrait de ralentir le processus de minéralisation et de mieux détailler les phases minérales avant
la formation des phases cristallines. Il serait également envisageable d’utiliser d’autres techniques
de caractérisation a I’échelle nanométrique telles que la cryo-microscopie ou la spectrométrie
infrarouge a I’échelle nanométrique (AFM-IR) qui permettraient une caractérisation fine des
processus de nucléation au niveau de la cellule.
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2.3. Complexification du milieu de minéralisation : vers des systemes ouverts ?

Les fluides des cheminées hydrothermales sont riches d’une diversité de métaux. Le fer est
parmi les plus abondants et se retrouve dans une grande partie de la fraction solide >0.2um, mais
d’autres éléments tels que le cuivre, le zinc, le cadmium, le plomb ou encore le cobalt se retrouvent
dans le fluide majoritairement sous forme de nanoparticules (Findlay et al., 2015). Durant cette
these, en plus du fer, le cuivre et le zinc ont été observés dans des phases minérales non particulaires
(> 0.2um) sous forme de chalcopyrite (CuFeS;) et de sphalérite (ZnS), respectivement. En
particulier, la sphalérite a été observée dans des échantillons de portions externes des cheminées,
et souvent associée avec des sphérules de pyrite, piégées dans la matrice de sphalérite.

La perspective de complexifier le milieu de minéralisation peut se faire de trois facons : (1)
ajouter d’autres métaux sous forme dissoute, telle que la solution de FeSOy, et tester leur effet sur
les cellules et sur la production des phases minérales, (2) ajouter des phases minérales avec une
taille > 0.2um, produites en amont et (3) travailler en systéme ouvert.

Le deuxiéme cas permettrait de tester non pas l'influence de la concentration en métaux
sur les cellules, mais la colonisation des minéraux par les cellules. Dans ce cas, il serait question de
sortir du modele pour simuler au plus proche le systeme naturel. Il serait donc plus réaliste d’utiliser
un consortium de souches parmi celles les plus couramment identifiées lors d’analyses moléculaire,
i.e. Thermococcales, Archaeoglobales, Methanopyrales et Methanococcales (e.g. Takai et al., 2001
; Nercessian et al., 2003 ; Schrenk et al., 2003).

Enfin, réaliser ces expériences dans des systemes ouverts permettant de recréer I'aspect
dynamique des cheminées hydrothermales, soit en reprenant le systeme des bombes réactionnelles,
soit en utilisant des bioréacteurs ou des systemes microfluidiques. Les bioréacteurs sont, entre
autres, utilisés en industrie pour le traitement de minéraux par des bactéries (Nortis et al., 2000) et
permettent un controle dynamique de la température, du pH ou encore du niveau d’oxygene. Ils
peuvent étre couplés a divers instruments, par exemple des chromatographes en phase gazeuse
et/ou liquide, et permettent de récolter des données en temps réel. Les systemes microfluidiques
présentent des avantages équivalents en termes de controle dynamique des conditions de culture
mais a une échelle différente. Ils peuvent étre couplés a de la microscopie optique, des mesures de
densité optique ou encore de la spectrométrie de masse. Ces deux types de systéme sont donc
complémentaires et se révelent particuliecrement intéressants pour ’étude des interactions
microbes-minéraux.

183



Perspectives

3. Sur l'utilisation des sphérules de pyrite en tant que biosignature

Cette section développe des pistes a explorer pour renforcer la robustesse des pyrites
en tant que biosignature :

- Des analyses isotopiques du carbone et du soufre seraient pertinentes, non seulement
dans les processus de formation des pyrites, mais aussi dans leur utilisation en tant
que biosignature. La composition en isotopes stables peut étre un outil puissant pour
déterminer une implication biologique dans la formation des minéraux.

- Il est également nécessaire d’explorer d’autres voies abiotiques de formation de la
pyrite en présence de matiere organique et la séquestration préférentielle de ces
composés. Il faudrait, d’une part, étudier le role de la structure chimique des
molécules en utilisant des molécules organiques simples, et d’autre part 'impact
d’une mati¢re organique dissoute versus particulaire. Nabeh et al. (2022) ont mis en
évidence un piégeage préférentiel de la matiere organique par les sulfures de fer en
fonction des composés organiques présents dans le milieu. Il serait pertinent de
réaliser des analyses élémentaires (carbone total et azote total) sur les sphérules de
pyrite et leurs équivalents abiotiques afin de confronter les données.

3.1.Isotopie du carbone et du soufre

L’activité microbienne entraine un fractionnement des isotopes stables et conduit a une
différence des rapports isotopiques entre les réactifs et les produits (Hoefs, 2021). Les produits,
avec leurs rapports isotopiques spécifiques, peuvent ensuite étre impliqués dans la précipitation de
minéraux qui, a leur tour, vont enregistrer ces rapports isotopiques spécifiques. Ils peuvent donc
étre utilisés en tant que traceurs des processus métaboliques effectifs dans un environnement. Etant
donnée la présence de maticre organique dans les pyrites, il serait intéressant de tester deux types
de composition isotopique dans les sphérules de pyrites et leurs équivalents abiotiques: les
compositions isotopiques en *C et PC et en S et S.

La composition isotopique du carbone est largement utilisée pour tester le caractere
biogénique de la matic¢re organique. La maticre organique biologique est appauvrie en isotopes
lourds “C par rapport au pool de carbone inorganique, ce qui s’exptime généralement par des
valeurs 8"C,, négatives comprises entre -20%o et -30%o (Hayes, 2001 ; Schidlowski, 2001 ;
Eigenbrode et Freeman, 2006 ; Hoefs, 2021). Certaines souches méthanogenes sont méme capables
d’induire des valeurs jusqu’a -80%o (Penger et al., 2012).

Une excursion négative du 8"°C,,, ne représente cependant pas une preuve 2 elle seule quant
au caractére biogénique de la matiére organique, car des valeurs similaires de 8"C,y, comprises
entre -21%o et -38.7%o, ont été trouvées dans de la matiére organique abiotique terrestre et dans
des composés organiques provenant de météorites carbonées (Sephton et al., 2003 ; Sephton et
Gilmour, 2001). Des valeurs encore plus négatives peuvent étre atteintes, notamment via la
synthése abiotique de méthane (CH4) et de composés organiques en conditions hydrothermales
(Horita et al., 1999 ; 2005 ; McCollom et Seewald, 2001). Toutefois, ces synthéses abiotiques en
conditions hydrothermales ménent a une variation bien plus grande entre le 8§"Cory et 8" Cinor
comparé aux processus biologiques (McCollom et Seewald, 2000).
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La combinaison de ces deux facteurs, a savoir des valeurs négatives a partir de -20%o et peu
variables en 8"Cuy et 8”Cinon, a été proposée comme un biomarqueur dans les dépots
hydrothermaux (Schidlowski, 2001 ; Runge et al., 2022). On pourrait donc s’attendre a trouver ce
type de composition isotopique dans toute pyrite formée en présence de matiere organique
d’origine biologique, qu’il s’agisse des cellules de KOD1, de leurs lysats cellulaires ou des extraits
de levure. Il serait intéressant de réaliser ces analyses sur les pyrites isolées des cheminées
hydrothermales naturelles en paralléle de mesure de la composition isotopique du soufre.

Les isotopes stables du soufre sont évidemment d’intérét dans I’étude des pyrites (*°S, S,
7S, S). Le ratio **S/*S est le plus étudié car, lorsqu’il est induit par Iactivité microbienne, présente
des valeurs jusqu’a -70%o comparées au sulfate de départ (Brunner et al., 2005 ; Canfield et al.,
2010 ; Jorgensen et al, 2019). Les processus métaboliques les plus impliqués dans ce
fractionnement du &S sont la sulfato-réduction et la disproportination du soufre élémentaire
(Bottcher et al., 2001 ; Canfield et Thamdrup, 1994 ; Habicht et Canfield, 1997 ; Sim et al., 2011).

Tandis que la diagenese tardive peut modifier a la fois la cristallinité de la pyrite et la
composition isotopique en S (Williford et al., 2011 ; Gomes et al., 2018 ; Marin-Carbonne et al.,
2020), la diagenése précoce ne pourrait avoir qu’un effet limité sur la composition isotopique en S
dans les pyrites (Marin-Carbonne et al., 2022). D’autres processus peuvent modifier le
fractionnement isotopique initial, tels que la concentration en sulfates du réservoir (Crowe et al.,
2014 ; Gomes et Hurtgen, 2013). Qui plus est, les pyrites se forment a partir de sulfures de fer
(FeS) et parfois a partir de greigite (FesSs) en tant que phase intermédiaire, ce qui induit d’autant
plus de réservoirs de sulfures différents qui peuvent intervenir a chaque étape de la formation des
pyrites.

I est donc nécessaire de caractériser le réservoir de sulfures en présence et en absence de
Thermococcales, et ce a différentes étapes de la minéralisation pour suivre son évolution. Le 8™'S
n’a jamais été étudié chez les Thermococcales, il est donc compliqué de préciser a quelle valeur
nous pourrions nous attendre étant donné que cela est grandement influencé par les taux de
réduction spécifiques a la souche, au moins chez les microorganismes sulfato-réducteurs (Bradley
et al., 2016). Nous pourtions seulement nous attendre 2 un 8'S négatif jusqua -70%o dans les
sulfures produits — impliqués dans la formation de FeS —, similaire au fractionnement réalisé lors
de la sulfato-réduction car il s’agit de deux réactions de dissimilation. Néanmoins, des études
montrent que la pyrite formée par la voie des polysulfures hérite d'une composition isotopique
dominée par le réservoir de polysulfures (Butler et al, 2004). II faudrait donc analyser la
composition isotopique des polysulfures ou des nanoclusters de soufre contenus dans le
cytoplasme des cellules et les vésicules de soufre, impliqués dans la derniere étape de formation des
sphérules de pyrite biogéniques (cf. Chapitre IV).

Etant donné que les polysulfures s’accumulent dans le cytoplasme (Schut et al., 2007) par
le biais de 'enzyme NAD(P)H sulfur-oxydoréductase (NSR) impliquée dans la réduction du soufre
¢élémentaire (Kobori et al., 2010 ; Bridger et al., 2011 ; Herwald et al., 2013), ils seraient également
issus d’une réaction de dissimilation. On pourrait donc s’attendre a un fractionnement similaire a
celui induit par la fermentation assistée par le soufre. Pour le vérifier, des expériences préliminaires
pourraient étre réalisées sur la composition isotopique des produits intracellulaires des
Thermococcales. Il faudrait débarrasser le surnageant des cultures apres centrifugation, puis lyser
les cellules apres ringage pour retirer tout résidu de sulfures extracellulaires pour ne garder que le
contenu intracellulaire, i.e. les polysulfures accumulés dans le cytoplasme.
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3.2. Précipitation de pyrite en présence de différents types de matiere organique

Les témoins abiotiques ont été produits en présence de maticre organique complexe, telle
que des lysats cellulaires ou de I'extrait de levure, et de soufre colloidal. En absence de matic¢re
organique, aucune pyrite ne s’est formée. La matiere organique semble donc offrir une surface
réactive pour la nucléation de pyrite, qu’il s’agisse de carbone graphitique ou de lysats cellulaires.
Cependant, le processus de formation de la pyrite induite par la présence de matiere organique reste
indéterminé. La maticre organique utilisée étant complexe, elle comprend plusieurs groupements
fonctionnels qui sont susceptibles d’interagir avec le Fe** et le soufre colloidal.

Afin de mieux contraindre les processus de formation de la pyrite, il serait intéressant
d’utiliser des molécules organiques simples, telles que des acides aminées (fonction amide —NH>),
des acides acétiques (fonction carboxyle —OH) ou encore des lipides (fonction aliphatique —C).
Des pyrites se forment-elles dans toutes ces conditions ? Présentent-elles des caractéristiques
proches des sphérules produites en présence de KOD1 ?

11 faudrait aussi tester la précipitation de pyrite et 'impact sur leur morphologie en utilisant
de la matiere organique dissoute versus particulaire. Par exemple, nous avons montré qu’en présence
de carbone graphitique — insoluble — les pyrites formées séquestrent peu de matiére organique et
se présentent sous la forme de gros cristaux automorphes, tandis que les pyrites formées en
présence de KOD1 séquestrent plus de maticre organique et présentent une cristallisation fine.

I1 serait donc intéressant de quantifier la matiére organique piégée par la phase solide en
fonction de la nature et de la solubilité de la mati¢re organique initialement présente dans le systeme.
En effet, Nabeh et al. (2022) ont mis en évidence un piégeage préférentiel de la maticre organique
par les sulfures de fer. Méme si les sulfures de fer s’averent efficaces pour piéger toutes sortes de
composés organiques, certains sont piégés en plus grande quantité que d’autres. En particulier, les
composés issus directement de cultures cellulaires sont piégés en plus grande quantité par la phase
solide, tandis que les composés simples tels que les acides aminés ou la tryptone sont piégés en plus
faible quantité (Nabeh et al., 2022). Cette étude suppose que la présence de cellules ou de structures
cellulaires peut jouer un role dans la séquestration de la matiére organique par le biais d'associations
organo-minérales, en préservant des cellules entieres et leurs composés plutdt qu'en liant des
molécules de carbone individuelles 2 des minéraux.

En se basant sur le protocole de Nabeh et al. (2022), il serait pertinent de réaliser des
analyses ¢lémentaires sur le carbone total et I'azote total, afin de les confronter aux données
obtenues en XANES au seuil du carbone. Pour cela, il s’agirait de mesurer le carbone introduit
initialement dans le milieu, de filtrer aprés le processus de minéralisation pour ne conserver que les
pyrites et y mesurer le carbone total, ce pour chaque type de matiere organique testé. Au premier
otdre, il serait question de mesurer le carbone total et 'azote total dans enticreté de la phase solide
— i.e. principalement pyrite, greigite et matériel organique a 96h.
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4. Fossilisation expérimentale et échantillons naturels

Cette section présente des travaux préliminaires que nous avons menés au cours

de cette these. Ces résultats offrent une premicére compréhension de ce que deviennent les

sphérules de pyrite et leurs équivalents abiotiques une fois soumis a de forts épisodes de

températures, i.e. a la diagenese, qui devra étre confirmée et affinée par des travaux futurs.

L’étude d’échantillons naturels — actuels et anciens — provenant de divers sites est

également présentée et devra faire objet d’analyses plus approfondies.

Des études d’altération thermique ont été réalisées sur les sphérules de pyrite
et leurs équivalents abiotiques (150°C — 10 jours). Au premier ordre, les
sphérules de pyrite sont peu reconnaissables mais la matiere organique qu’elles
contiennent a été relativement préservée. Des analyses complémentaires et des
expériences a des températures et des pressions plus élevées devront étre
menées, notamment en systéme ouvert permettant des variations brutales de
température — similaires a celles auxquelles sont soumises les cheminées
hydrothermales.

Des échantillons provenant d’autres sites naturels actuels ont été analysés afin
d’y rechercher des sphérules de pyrite. Une recherche plus approfondie et
I’étude d’autres sites hydrothermaux seront nécessaires afin de tester si les
sphérules de pyrite sont retrouvées dans des portions équivalentes — en terme
de gradient de température — a celles observées dans cette étude.

Enfin, nous avons également étudié un échantillon datant de 2.9Ga. Nous y
avons détecté un filament enrichi en soufre contenant une matiere organique
cohérente avec de la matiere organique biologique. L’interprétation de ces
données nécessite une meilleure compréhension des expériences d’altération
thermique et I’étude d’échantillons subactuels.

4.1.Fossilisation expérimentale des sphérules de pyrite et des équivalents abiotiques

Une question essentielle réside dans I’évolution des sphérules de pyrite une fois celles-ci
soumises a 'effet de la diagenese et/ou des conditions de pression et de température plus élevées
que celles étudiées. Pouvons-nous toujours les identifier et donc les utiliser en tant que
biosignatures ?

Dans les échantillons naturels du site hydrothermale TAG, des sphérules de pyrite
contenant de la matiere organique ont été observées mais des interrogations subsistent quant a leur
caractere biogénique. Du fait d’épisodes de haute température, la recristallisation des sulfures et
Ialtération thermique du contenu en matiere organique perturbent les caractéristiques de départ et
les rendent difficilement identifiables. Des expériences d’altération thermique des sphérules
biogéniques et d’équivalents abiotiques sont donc essentielles afin de comprendre leur évolution

dans ces conditions.
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Table 1 | Conditions expérimentales pour I'évolution des pyrites biogéniques et abiotiques a 150°C pendant 10j.

Echantillon Contréle négatif | Levure + tryptone Carbone KOD1
graphitique
- S() colloidal | - S(0) colloidal | - S() colloidal | - S() colloidal
Milieu de base 20mM 20mM 20mM 20mM
- NaS 0.05% - Na;S 0.05% - NasS 0.05% - NasS 0.05%
- FeSO4 5mM - FeSO4 5mM - FeSO4 5mM - FeSO4 5mM
- Acétate de sodium | - Acétate de sodium | - Acétate de sodium | - Acétate de sodium
0.83¢g/L 0.83g/L 0.83g/L 0.83g/L
- Levure 1g/L - Catbone | - Culture de
Matiere organique - Tryptone 1g/L graphitique 2g/L TKOD1 107
ajoutée cellules/ml.
Pyrite Oui Oui Oui Oui

Des résultats préliminaires ont été obtenus en soumettant les sphérules et les équivalents
abiotiques a 150°C pendant 10 jours. Dans un premier temps, les pyrites ont été produites en
bombes réactionnelles a 85°C pendant 96h selon les conditions décrites dans le Chapitre V, puis
directement soumises a une température de 150°C pendant 10 jours — toujours en présence du
milieu minéralisant. Les conditions et résultats sont récapitulés en Table 1.

A 150°C, on constate que des pyrites se forment dans le témoin négatif (Fig 3). Le milieu
de culture des cellules contient de I'acétate de sodium 2 0.83g/L, en plus de I'extrait de levure et de
la tryptone ajoutés dans un second temps. Dans les expériences a 85°C, cette quantité d’acétate
présente dans le milieu n’influence pas la précipitation de pyrite (cf Chapitre V). La solubilité
augmentant avec la température, il est possible que cette quantité ait été suffisante pour induire la
précipitation de pyrite a 150°C. Les pyrites formées en présence d’acétate de sodium se présentent
sous forme de sphérules semblables a des framboides. Leur taille varie de <lum a 5um. Le spectre
d’absorption au seuil K du carbone ne présente pas de pics d’absorption spécifiques (Fig 4).

Les pyrites formées en présence de carbone graphitique a 150°C — 10j sont reproductibles
entre les deux réplicas et présentent certaines caractéristiques semblables aux pyrites formées a
85°C — 96h. La gamme de taille est similaire, de submicrométrique a lum, et les cristaux
automorphes sont reconnaissables bien que des phénomenes de recristallisation aient visiblement
entrainé une augmentation de la taille des cristallites (Fig 3).

La morphologie en «rose des sables» avec des cristallites en plaquettes des pyrites
produites a 85°C — 96h en présence de levure et de tryptone devient méconnaissable a 150°C — 10j
(Fig 3). Apres altération, les pyrites ressemblent fortement aux sphérules formées en présence de
cultures de KOD1 (Chapitre IV, Chapitre V). Ces sphérules sont trés abondantes dans le duplicat
1 et beaucoup plus rares dans le duplicat 2, quand bien méme les quantités de levure et de tryptone
sont identiques. Il est possible qu’il s’agisse d’une contamination de KOD1 dans ces deux duplicats.
Drautres réplicats sont nécessaires afin de tester ’évolution des pyrites formées en présence de
levure et de tryptone.
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Contrdle négatif
85°C - 96h

Levure + tryptone

; 150°C - 10j

85°C - 96h

Figure 3 | Observations MEB des pyrites apres altération a 150°C — 10 jours pour les conditions contrdle abiotique,
levure + tryptone, carbone graphitique et KOD1, réalisées en duplicats notés 1 et 2 pour chaque condition, et
comparés avec leurs équivalents a 85°C — 96h.
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Figure 4 | Analyses XANES - STXM au seuil du carbone sur des pyrites formées dans le contrdle abiotique en
présence d'acétate ainsi que sur des pyrites biogéniques formées en présence de cultures de TKOD1 a 150°C -
10j et 85°C — 96h.

Enfin, Paltération des sphérules de pyrite formées en présence de cultures de TKOD1
donne des résultats différents entre les duplicats. Le premier présente des sphérules identiques a
celles formées a 85°C — 96h, tandis que le deuxieme présente des signes d’altération et de
recristallisation. Les pyrites perdent leur forme de sphére bien définie et recristallisent, ce qui les
rend peu reconnaissables (Fig 3). Toutefois, ces pyrites contiennent des composés organiques
contenant des groupements aromatiques, amides, carboxyliques, ainsi que composés présentant
des liaisons organo-soufrés, i.e. des composés organiques similaires a ceux détectés dans les pyrites
biogéniques formées a 85°C — 96h, a 'exception des groupements aliphatiques (Fig 4). 1l serait
essentiel de réaliser d’autres réplicats et de caractériser ces pyrites au MET afin de tester si les
caractéristiques cristallographiques sont reconnaissables apres altération, malgré la recristallisation.

Pour aller plus loin dans I'altération des biosignatures, des analyses complémentaires et des
expériences a des températures et des pressions plus élevées devront étre menées, notamment en
systeme ouvert. Cela permettrait de réaliser des variations brutales de température, similaires a celles
des cheminées hydrothermales.

190



Chapitre VII

4.2. Analyses sur d’autres sites de cheminées hydrothermales actuelles

Durant cette these, nous avons principalement étudié des échantillons provenant du site
hydrothermal TAG prélevés lors la campagne Bicose 2. D’autres échantillons de cheminées
modernes ont été analysés de maniére préliminaire, tels que des échantillons issus du site
hydrothermal Snake Pit, exploré lors de la méme campagne, analysés par DRX (Fig 5 et 6). Nous
avons aussi étudié des transects horizontaux de cheminées localisées sur le 21° parallele de la dorsale
est-Pacifique, prélevés lors de la campagne PHARE. Ces transects ont été inclus dans de la résine
époxy, ce qui ne permet pas de réaliser des analyses XAS sur ces échantillons. Néanmoins, ils
s’averent particulierement intéressants pour observer la structure minéralogique des cheminées et
la distribution des minéraux (Fig 7).
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Figure 5 | Estimation de I'abondance relative des phases minérales basée sur les analyses DRX des échantillons
issus des sites TAG et Snake Pit (campagne Bicose 2).
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Des analyses DRX ont été réalisées sur les échantillons de la campagne Bicose 2 fournis
par PIFREMER, issus du site TAG et du site Snake Pit (les diffractogrammes de certains
échantillons provenant du site hydrothermal TAG sont présentés en Chapitre VI). Basée sur ces
analyses DRX, une estimation de I'abondance relative des phases minérales a été réalisée pour
chacun des sites (Fig 5). Nota bene, ces données ne sont pas issues d’un affinement Rietveld mais
d’un pourcentage estimé par le logiciel HighScore Plus. De ce fait, 'aspect quantitatif des données
reste discutable, mais elles permettent d’avoir une vision qualitative de I'assemblage minéralogique
global pour chacun des sites.

Bien que les deux sites hydrothermaux soient riches en soufre, on note une dominance de
pyrite, de marcassite et de chalcopyrite dans les échantillons issus du site TAG, tandis que le site
Snake Pit est dominé par 'anhydrite, la pyrrhotite et I'isocubanite (Fig 5). Cela pourrait s’expliquer
par des différences dans la composition chimique du fluide hydrothermal, qui influe grandement
la précipitation des phases minérales. Par exemple, le fluide du site TAG est bien plus riche en Ho
et HoS tandis que celui du site Snake Pit est bien plus riche en CO; (Flores et al., 2011). Les analyses
CHNS que nous avons réalisées sur des échantillons de Snake Pit, en paralléle de celles sur les
¢chantillons de TAG, révelent également un pourcentage plus bas de soufre (Fig 6). Or, la
précipitation de pyrite/matcassite/pyrrhotite est influencée non seulement par la température, mais
également par le pH, la concentration des réactifs et les conditions redox (Qian et al., 2011 ; Truche
et al., 2010).
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Figure 6 | Fraction massique du soufre basée sur des analyses CHNS des échantillons provenant des sites TAG

et Snake Pit (campagne Bicose 2).
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Figure 7 | Cartographie MEB-EDXS d’une section transversale de cheminée hydrothermale échantillonnée lors de
la campagne PHARE (2002). A) Portions internes : dominance de chalcopyrites (jaune), quelques pyrites (orange)
et de silicates (bleu). Portions intermédiaires et externes : dominance de silicates (bleu et rose) et de pyrites
(orange). B) Le corps de la cheminée est dominé par les sulfates, i.e. anhydrite (vert). Des phases oxydées sont
localisées sur les portions intermédiaires et externes, notamment des oxydes de fer (bleu).

193



Perspectives

Des observations MEB-EDXS ont été réalisées sur des coupes de cheminée issue de la
campagne PHARE afin d’observer la distribution des minéraux et de localiser les pyrites dans la
cheminée. On note une dominance de chalcopyrites dans la portion la plus interne de la structure,
associée a quelques rares pyrites et a des silicates d’aluminium (Fig 7A). I’anhydrite domine dans
les portions intermédiaires a externes (Fig 7B). Dans les portions intermédiaires, les silicates sont
majoritaires, avec une zonation des silicates d’aluminium dans les zones les plus chaudes tandis que
les silicates de fer et les oxydes de fer dominent dans les portions les plus externes (Fig 7A et B).
Quelques pyrites ont été observées dans chacune des portions de la cheminée mais restent
minoritaires.

Il y a donc une disparité dans ’'abondance des pyrites en fonction du site hydrothermal. Les
pyrites sont majoritaires que ce soit dans les portions internes, intermédiaires ou externes sur le site
hydrothermal TAG, tandis qu’elles sont minoritaires sur le site Snake Pit et le site du 21° paralléle
de la dorsale est-Pacifique. Malgré ces disparités, une recherche plus approfondie devra étre menée
afin de vérifier si des sphérules de pyrite peuvent tout de méme étre trouvées.

4.3. Analyses sur des échantillons naturels anciens

Ces biosignatures offriraient également des perspectives quant a I’étude de la biosphere
hyperthermophile dans des roches anciennes. Des preuves géologiques de I'existence des systemes
hydrothermaux remontent a environ 3.5Ga (e.g. Hofmann, 2011 ; Dodd et al., 2017), jusqu’a 4.2Ga
pour certaines estimations (Russel et al, 1994). Mais la vie microbienne dans ces environnements
anciens est peu connue. Runge et al. (2022) Pexpliquent par (1) le faible potentiel de conservation
des dépots en eaux profondes, (2) I'oblitération des biosignatures au cours des temps géologiques
et (3) la difficulté de distinguer les caractéristiques biogéniques des caractéristiques abiotiques.

De maniére générale et dans tous les types d’environnements anciens, les biosignatures sont
masquées, déformées par divers processus a I’échelle des temps géologiques. L'altération et la
destruction des biosignatures commencent dans I'environnement lui-méme puis se poursuivent
tout au long de la diagenese (e.g. Westall, 2005). Les signatures primaires préservées dans les roches
peuvent également étre obscurcies par la formation de minéraux secondaires ou l'intrusion de
mati¢re organique a des stades beaucoup plus avancés (e.g. Westall et Folk, 2003 ; Rasmussen et
al., 2008 ; Summons et al, 2021). A cela s’ajoutent les biomorphes, qui ressemblent a des
microfossiles mais dont 'origine est abiotique et qui, dans certains cas, peuvent méme étre mieux
conservés dans les roches anciennes que des microorganismes (Nims et al., 2021). Par conséquent,
a ce jout, aucune observation non ambigué de microfossiles et/ou de biosignatures n'a été faite
dans les roches hydrothermales anciennes (e.g. Dodd et al., 2017).

Seuls des échantillons modernes ont été présentés dans ce manuscrit de thése, mais des
échantillons anciens ont également été analysés au cours de ce travail afin d’avoir une premicére idée
de ce que l'on peut observer dans des roches anciennes. Ces observations devront ensuite étre
affinées a la lumicre des expériences de fossilisation expérimentale et d’analyses d’échantillons
subactuels. Un travail préliminaire a été effectué sur des associations pyrite/matiére organique d’un
échantillon datant de 2.9 Ga et provenant du camp minier de Red Lake, Ontario, en collaboration
avec Pierre Sans-Joftre, responsable de la collection de roches du MNHN.
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Figure 8 | A) Localisation MEB pour la réalisation de la lame FIB. B) Observation MEB de la lame FIB réalisée sur
une pyrite se trouvant au milieu de matiére organique. C) Observation MET-EDXS de la lame FIB, avec un filament
enrichi en soufre (en rouge) pris dans une gangue de matiére organique (vert) dans laguelle se trouve des amas
de billes (fleches bleu clair). Les veines de graphite sont localisées dans des silicates D) Analyses STXM-XANES
des différents composés comparés au spectre XANES de pyrites biogéniques formées a 85°C — 96h : le filament
(rouge), les hilles (bleu clair), la gangue (vert), le graphite (bleu).
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La roche provient de mines auriféres qui présentent des gisements de fer rubanés riches
en sulfures de fer (SEBIF pour Suiphide Facies Iron Banded Formation), notamment en pyrites, datant
de PArchéen (Tarnocai et Hattori, 1997). Il s’agit d’'une zone qui présente majoritairement un
métamorphisme de faible intensité (KKowalski, 1983). La roche est constituée d’alternances de
pyrites et de shales. La présence d’une telle quantité de mati¢re organique a 2.9 Ga, corrélée a celle
de pyrites, constitue logiquement une cible d’intérét, bien qu’il ne s’agisse a priori pas d’un
échantillon de cheminée hydrothermale.

Des analyses MET et STXM-XANES au seuil du carbone ont été réalisées sur une lame
FIB extraite d’'une pyrite localisée au milieu d’'un amas de matiere organique (Fig 8A et B). Aux
abords de la pyrite, un filament enrichi en soufre a été détecté dans une gangue de matiére organique
(Fig 8C). Les composés organiques présents dans ce filament contiennent des groupes fonctionnels
aromatiques, des liaisons C-S, des carbonyles, des aliphatiques, des amides et des carboxyliques (Fig
8D). Etonnamment, la mati¢re organique du filament est peu aromatisée par rapport aux autres
composés organiques du shale, plus riches en groupes aromatiques et en aliphatiques typiques des
composés graphitiques (Fig 8D). Bien que présentant des signes d’altération thermique —
abondance de groupements aromatiques — le filament riche en soufre contient des groupements
caractéristiques de ceux détectés dans les expériences de minéralisation de procaryotes, dont des
groupements amides. De telles observations sont prometteuses pour la recherche de traces de vie
anciennes car elles suggerent que certaines caractéristiques, ici la signature chimique du carbone,
pourraient étre conservées a échelle des temps géologiques.

Pour aller plus loin, il sera évidemment essentiel d’analyser des échantillons de cheminées
hydrothermales anciennes. En premier lieu, il est surtout nécessaire d’étudier des échantillons
subactuels, intermédiaires des roches anciennes et des fumeurs noirs modernes. Le site
hydrothermal TAG offre une cible de choix car il est constitué¢ d’'un champ de cheminées inactives
qui forment une plateforme externe autour du mont central actif (cf Chapitre VI). Les cheminées
inactives localisées a I'extérieur sont agées de quelques dizaines de milliers d’années, ce qui peut
offrir une premicre approche quant au devenir des sphérules de pyrite détectées dans les cheminées
modernes du méme site. En collaboration avec 'PIFREMER, une prochaine campagne est prévue
en octobre 2023 et permettra d’aller récolter des échantillons de cheminées fossiles du site
hydrothermal TAG, qui seront au centre de futures recherches sur les biosignatures dans les
fumeurs noirs.

De nombreuses pistes sont encore a explorer, que ce soit au niveau des mécanismes
de formation des biosignatures, de leur caractérisation en elle-méme, de la possibilité de former
des équivalents abiotiques, ou encore de I’étude des échantillons naturels, actuels et anciens.

Bien loin d’apporter une réponse définitive quant a la présence de vivant a I'intérieur
des cheminées hydrothermales, ce travail permet toutefois de poser des bases pour la
recherche de traces de vie dans ces environnements. Adopter une approche aussi bien
expérimentale que naturaliste et des méthodes interdisciplinaires, tout en s’interrogeant sur les
concepts que nous utilisons, offre des perspectives prometteuses sur lesquelles de futurs
travaux pourront s’appuyet.
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Summary

Thermococcales, a major order of archaea inhabiting
the iron- and sulfur-rich anaerobic parts of hydrother-
mal deep-sea vents, have been shown to rapidly pro-
duce abundant quantities of pyrite FeS, in iron-
sulfur-rich fluids at 85°C, suggesting that they may
contribute to the formation of ‘low temperature’ FeS,
in their ecosystem. We show that this process
operates in Thermococcus kodakarensis only when
zero-valent sulfur is directly available as intracellular
sulfur vesicles. Whether in the presence or absence
of zero-valent sulfur, significant amounts of Fe;S,
greigite nanocrystals are formed extracellularly. We
also show that mineralization of iron sulfides induces
massive cell mortality but that concomitantly with the
formation of greigite and/or pyrite, a new generation
of cells can grow. This phenomenon is observed for
Fe concentrations of 5 mM but not higher suggesting
that above a threshold in the iron pulse all cells are
lysed. We hypothesize that iron sulfides precipitation

Received 31 July, 2020; revised 5 January, 2022; accepted 17 Janu-
ary, 2022. *For correspondence. E-mail aurore.gorlas@i2bc.paris-
saclay.fr; Tel. (+33) (0)1 69 82 62 36; Fax (+33) (0)1 69 15 37 15.

on former cell materials might induce the release of
nutrients in the mineralization medium further used
by a fraction of surviving non-mineralized cells all-
owing production of new alive cells. This suggests
that biologically induced mineralization of iron-
sulfides could be part of a survival strategy
employed by Thermococcales to cope with mineraliz-
ing high-temperature hydrothermal environments.

Introduction

Iron (Fe) is a cofactor of numerous important cellular pro-
cesses and hence is an essential nutrient for living organ-
isms (Lasocki et al., 2014). Nevertheless, this chemical
element can exert severe cell toxicity when present
above critical concentrations (Frawley and Fang, 2014).
Whereas it occurs at extremely low concentrations, in the
nanomolar range, in most oceanic reservoirs
(Turekian, 1968), it is found at much higher concentra-
tions (up to ~25 mM) in one of the most metal-rich bio-
topes on Earth: the hydrothermal vent environments
(e.g. Holden and Adams, 2003; Tivey, 2007; Holden
et al., 2012; Toner et al., 2016). Acidic hydrothermal
deep-sea vents, the most biologically active sites in the
deep ocean, are sulfur-rich structures characterized by
unique physical and chemical properties. The chemical
speciations of iron and sulfur at hydrothermal vent envi-
ronments have been investigated and it has been
suggested that they control the habitats of numerous
organisms (Luther et al., 2001a, 2001b). Whereas in the
surrounding aerobic seawater, iron is mainly in ferric form
Fe(lll) as iron (oxyhydr)oxide minerals, it is predominantly
in relatively soluble ferrous form Fe(ll) in the anaerobic
and reducing hydrothermal fluid (Scholten et al., 2019), in
which dominant sulfur species are the sulfides S(-l)
mainly H,S HS~ and lesser S® (Rickard and
Luther, 2007; Gartman et al., 2011; Rickard, 2012). In the
cooling hydrothermal vent fluid, Fe(ll) reacts with S(-Il) to
form inorganic iron sulfide deposits starting with
mackinawite and pyrrhotite (close to an FeS stoichiome-
try), which are thermodynamically unstable and then evo-
Ive mostly into FeS, pyrite (Luther, 1991). Significant
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efforts have been made to understand the formation pro-
cess and kinetics of pyrite under laboratory conditions
(Benning et al., 2000; Rickard & Luther, 2007;
Rickard, 2012; Gartman et al., 2014; Matamoros-Veloza
et al., 2018) and it has been demonstrated that greigite
(FesS,) may be a possible intermediate phase in the pro-
cess of pyrite formation (Hunger and Benning, 2007).

The cycling of iron in hydrothermal sources is not only
mediated by geological processes; biological organisms
indeed play a role in controlling iron dynamics (Raiswell
and Canfield, 2011; Holden et al., 2012; Emerson, 2016).
It has been shown that microorganisms interact with their
mineral environment by promoting mineral dissolution or
precipitation. Thus, biologically induced mineralization of
Fe is an important process in hydrothermal systems
(Holden et al., 2012; Zhang et al., 2019). For instance,
chemolithoautotrophic Fe-oxidizing bacteria (FeOB) such
as the mesophile Mariprofundus ferrooxydans (Emerson
and Moyer, 2002; Emerson et al. 2007) are able to oxi-
dize Fe(ll) as energy source under microaerophilic condi-
tions. The products of this oxidation consist of Fe(lll)
oxyhydroxide, in the form of filamentous stalk-like struc-
tures allowing the formation of extensive bacterial bio-
films Fe-rich on the cool outer surfaces of certain active
sulfide chimneys (<100°C) (Emerson et al., 2007; Emer-
son et al., 2010; Chan et al., 2011; Holden et al., 2012;
Chan et al., 2016). These biogenic minerals, together
with abiotic iron oxyhydroxides, could upon heating
become interesting substrates for hyperthermophilic
Fe(Ill)-reducing microorganisms (Kashefi and
Lovley, 2000; Slobodkin et al., 2009; Ver Eecke
et al., 2009; Emerson et al., 2010; Kashefi, 2012; Lin
et al., 2014; Kashyap et al., 2018) such as the archaeon
Geoglobus ahangari (Kashefi et al., 2002). In those
cases, cells and iron oxyhydroxides are in close associa-
tion and the reduction of Fe(lll) occurs via mechanisms
involving either direct contact with the cells or electron
shuttles between the cell and the mineral particles
(Manzella et al., 2013; Lin et al., 2014; Miot and
Etique, 2016). The production of iron oxyhydroxides
could occur preferentially as microbial communities
change from hyperthermophiles to mesophiles, when
hydrothermal fluid goes from the inner to the outer side of
hydrothermal chimneys and/or during the transition from
active to inactive hydrothermal vent (Sylvan et al., 2012;
Hou et al., 2020).

In the interior of active sulfides chimney (>250°C), iron
sulfide minerals, mainly pyrite and chalcopyrite, are pre-
dominant. The cooler middle layers of the chimneys (typi-
cally 80°C-150°C) harbour a population of
hyperthermophilic microorganisms, and pyrite and marca-
site also arise at these locations, often associated with
calcium and magnesium sulfate minerals (Lin
et al., 2016). The causal relationships existing between

those ‘low-temperature’ FeS, iron di-sulfides and the
hyperthermophilic microorganisms inhabiting the chim-
neys is an open question (Juniper and Fouquet, 1988;
McCollom, 2007). As mentioned, sulfate from seawater is
abundant in those mixing zones of chimneys and could
be thought of as a source of those FeS, minerals.
Sulfate-reducing bacteria (SRB) are known to produce
mackinawite and greigite (Picard et al., 2018) and genes
of SRB metabolism have been found in the outer walls of
chimneys (Kormas et al., 2006). So far, however, these
microorganisms have not been demonstrated to produce
FeS, pyrites (Picard et al., 2016) and further systematic
studies using hyperthermophilic sulfate-reducing bacteria
or archaea isolated from hydrothermal chimneys would
be necessary to fully test their role. Alternatively, we
recently demonstrated that the hyperthermophilic Ther-
mococcales, which are predominant inhabitants of the
hot parts of hydrothermal sources (Takai et al., 2001;
Prieur et al., 2004), could be an important contributor to
the formation of iron sulfides in their ecosystem (Gorlas
et al., 2018). To mimic more closely the conditions of a
pulse of hydrothermal fluid (Tivey et al. 1990) and to
study possible biological impact on the formation of iron
minerals, Thermococcales cells were incubated with high
concentration of dissolved Fe(ll) as iron source, a major
solute in the hydrothermal fluid (Taylor and
Konhauser, 2011). These first mineralization experiments
have shown that Thermococcales are able to rapidly pro-
duce pyrite (FeS,) and greigite (Fe3S4) within former cells
or vesicles and on cellular debris, respectively (Gorlas
et al., 2018). Cell lysis products are initially loaded with
amorphous iron phosphates which provide substrates for
greigite  nucleation whereas sulfur-rich  vesicles
(SV) produced by Thermococcales during cell growth
(Gorlas et al., 2015) evolve mostly into pyrite (Gorlas
et al., 2018). Members of the order Thermococcales are
anaerobes and sulfur reducers using either S(0) or sulfur
compounds as electron acceptors thus producing H»,S
(Blumentals et al., 1990; Adams, 1994; Adams
et al., 2001; Schut et al., 2013); nonetheless, a few Ther-
mococcales species (as Thermococcus kodakarensis
KOD1) can grow without S(0) and produce H, (Kanai
et al., 2005; Schut et al., 2013). As detoxification mecha-
nism, Thermococcus kodakarensis is able to produce
zero-valent sulfur vesicles (SV) when cultivated in Ravot
medium supplemented with elemental sulfur (S(0))
(Gorlas et al., 2015). Alternatively, when grown in pres-
ence of L-cystine, which contains sulfur at —1 formal oxi-
dation state, T. kodakarensis still produces vesicles but
which do not contain any zero-valent sulfur in detectable
amounts (Gorlas et al., 2015).

In order to progress in the mechanistic elucidation of
the high-temperature mineralization induced by Thermo-
coccales cells, we have investigated, in the present
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study, the mineralization by Thermococcus kodakarensis
under conditions in which no SVs are produced, i.e. in
presence of L-cystine, a condition that was never investi-
gated before. This provided interesting mineralogical
comparisons between conditions in which cells are min-
eralized in presence of zero-valent sulfur (Gorlas
et al., 2018 and this study) or in presence of L-cystine
(this study). Furthermore, we have monitored the biologi-
cal activity of T. kodakarensis under different mineraliza-
tion conditions, i.e. with or without SVs. This allowed us
to propose an original mechanism of survival/adaptation
of the population of Thermococcales to strongly mineral-
izing high-temperature hydrothermal environments.

Results

Effects of S(0) and L-cystine on cell growth and
metabolic state

We have analysed growth of T. kodakarensis cells in
modified Ravot medium, containing 1 g of yeast extract
and 1 g of tryptone which provide carbon source and
electron donor, in presence of either S(0) or L-cystine. A
control without S(0) or L-cystine was performed and no
T. kodakarensis growth was observed in this condition.
Cell growth and metabolic states of cells were monitored
in both conditions by cell counting and ATP-metry assays
in triplicates (Fig. 1). T. kodakarensis shows exponential
growth during 6 h in the two media. The growth rate with
S(0) as electron acceptor (0.38 h~' +0.019 h™', black
curve in Fig. 1A) was not significantly different from the
rate with added L-cystine (0.36 h™' +0.027 h~"', red
curve in Fig. 1A). The highest cell concentrations
reached in both conditions were 1.5 x 10® cells ml~"
after 10 h of growth (Fig. 1A) indicating similar growth
kinetics in presence of S(0) or L-cystine. ATP-metry
assays indicated an initial intracellular amount of
3.86 x 107'® mmol ATP/cell in S(0) condition (Fig. 1B)
and 1.53 x 10~ '® mmol ATP/cell in L-cystine condition
before exponential phase begins (Fig. 1C). The highest
amounts of ATP/cell were reached after 4 h of growth in
both conditions. These values indicated that cells contain
on average higher concentrations of ATP during the
exponential phase (Fig. 1A-C) than in other physiological
states, as already reported for several bacteria (Hironaka
et al., 2013). Interestingly, the average ATP/cell in S
(0) condition (~2 x 10~'® mmol ATP/cell), after 4 h of
growth (Fig. 1B), was largely superior and approximately
100 times higher than the one in L-cystine condition
(4.7 x 107"® mmol ATP/cell) (Fig. 1C). When the cells
enter in stationary phase, the average amount of ATP/cell
decreased and returned to values close to those pre-
dating the exponential phase (~10~'® mmol ATP/cell) for
both conditions (Fig. 1B and C).

Induced mineralization by Thermococcales 3

Furthermore, the intracellular elemental composition in
Thermococcales cells was determined for the
elements C, H, N and S after 16 h of growth in presence
of S(0) (Supporting Information Fig. S1A) or L-cystine
(Supporting Information Fig. S1B). The contents of car-
bon, hydrogen, nitrogen and sulfur (in weight %) mea-
sured in cells growing in S(0) condition were
581% =+ 1.0%, 9.2% =+0.2%, 16.9% =+ 0.5% and
15.8% =+ 1.2%, respectively (Supporting Information
Fig. S1A.1) whereas in L-cystine condition, they were of
68.4% + 0.5%, 11.3% + 0.2% and 20.3% =+ 0.2% for
total carbon, hydrogen and nitrogen, respectively
(Supporting Information Fig. S1B.1). In the two growth
conditions, the carbon-to-hydrogen ratio (ca 6:1 by
weight) and the carbon-to-nitrogen ratio of the samples
(ca 3:1 by weight) were similar and close to what is often
reported in prokaryotes (Vrede et al., 2002). The main dif-
ference concerned the presence of intracellular sulfur,
which was measured at high level (15.8%) only when
cells were cultivated in presence of S(0) (Supporting
Information Fig. S1A.1) while T. kodakarensis produced
sulfur vesicles (Supporting Information Fig. S1A.2) as
previously reported (Gorlas et al., 2015), whereas no
detectable amount of sulfur was identified within cells cul-
tivated in presence of L-cystine (Supporting Information
Fig. S1B.1), a condition under which no sulfur vesicles
were observed (Supporting Information Fig. S1B.2).

Relationship between the presence of S(0) in the growth
medium and pyrite formation

The present study has been intended to further explore
the consequences of the two sources of sulfur (S(0) or L-
cystine) in terms of biologically induced mineralization.
After Thermococcales growth in modified Ravot medium
supplemented with either a-sulfur (S(0)) or L-cystine, cells
in early stationary phase were incubated with an anoxic
solution of ferrous sulfate (5 mM of FeSQO,) as iron
source at 85°C. In all experiments, sodium sulfide (NasS)
was used to maintain reducing conditions in the medium.
In parallel, abiotic controls (without cells) were incubated
with FeSQO, solution (5 mM). We report here the mineral-
ogical analyses of the mineralized samples and the char-
acterization of iron sulfide minerals produced by
Thermococcus kodakarensis, for both conditions at dif-
ferent mineralization times, determined using scanning
and transmission electron microscopies, energy disper-
sive X-ray (EDX) analyses and synchrotron-based X-ray
absorption near edge structure spectroscopy (XANES) at
the Fe K-edge.

In the case of cells grown in presence of S(0), after
24 h of incubation in mineralization medium (short-term
experiments) at 85°C, amorphous or poorly ordered FeS
was the dominant phase as shown by XANES
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Fig. 1. T. kodakarensis cells growth (A) and ATP content (B, C) when cells were grown in the presence of native sulfur (black curves) or in the

presence of L-cystine (red curves).

(85% + 2%) (Fig. 2C, Table 1). Iron phosphates mod-
elled as vivianite [Fe(ll) endmember, 8% =+ 2%)] and
amorphous iron phosphates [Fe(lll) endmember,
11% + 2%] were identified. Amorphous iron phosphates
were always closely associated with cells as previously
described by Gorlas et al. (2018). In long-term experi-
ments (after 144 h of incubation in mineralization
medium), we observed aggregated spherules cemented
together by a matrix containing numerous euhedral nano-
crystals (Supporting Information Fig. S2A and B) both
composed of iron and sulfur (Supporting Information
Fig. S2C, sulfur and iron panels). As verified here by
selected area electron diffraction (SAED) in transmission
electron microscopy (TEM), the spherules contained
FeS, pyrite (Supporting Information Fig. S3) and were
sometimes associated with S(0) as previously described
by Gorlas et al. (2018). The nanocrystals located on cel-
lular debris and produced in the immediate vicinity of
cells and vesicles, were Fe3S, greigite (indicated by red
arrows in the Supporting Information Fig. S2A and B) as
previously identified in the study by Gorlas et al. (2018).
Spherules and matrix accumulated to constitute an
entirely mineralized iron and sulfur-rich (Supporting Infor-
mation Fig. S2C), three-dimensional (3D) structure that

displayed interstitial voids (Supporting Information
Fig. S2A). The presence of FeS, pyrite (Supporting Infor-
mation Fig. S3) was detected within few tens of hours
(after 96 h in the study by Gorlas et al. 2018) of minerali-
zation in the form of spherules. Considering their size dis-
tribution (~0.4 pm =+ 0.11), they could correspond to
former vesicles that were expelled from cells and possi-
bly to former entire cells, whose size was reduced upon
the loss of cytoplasmic materials. After 160 h of incuba-
tion in mineralization medium, the cell culture displayed
bulk Fe K-edge XANES spectra indicating, by linear com-
bination fitting (LCF) analysis, contributions of FeS, pyrite
(49% =+ 13%) and FezS, greigite (41% =+ 9%). A small
remaining proportion of FeS (11 + 14%) was also pre-
sent (Fig. 2D, Table 1).

In the case of cells grown in presence of L-cystine, after
5 h of incubation in mineralization medium at 85°C, scan-
ning transmission electron microscopy (STEM) showed that
cells or former cells were surrounded by a matrix mainly
composed of iron, carbon, phosphorous and oxygen
(Supporting Information Fig. S4A) physically separated
from the FeS matrix. According to EDX spectra, the Fe/P
elemental ratio in the Fe, P, C, O matrix was close to
1 (Supporting Information Fig. S4B) suggesting that the
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Fig. 2. Normalized Fe K-edge XANES spectra for mineralized cells
(black lines), grown in the presence of L-cystine (cystine) or S(0) (sul-
fur), and incubated for 24 h (short-term experiments) or 160 h (long-
term experiments) in mineralization medium. A linear combination
fitting procedure using synthetic reference compounds has been
applied (red lines), and weighted contributions of reference species
used in the fits are also plotted. Parameters relative to the LCF pro-
cedure are listed in Table 1.

A. Fe K-edge XANES spectra for mineralized cells grown in the pres-
ence of L-cystine incubated for 24 h (A).

B. Fe K-edge XANES spectra for mineralized cells grown in the pres-
ence of L-cystine incubated for 160 h.

C. Fe K-edge XANES spectra for mineralized cells grown in the
presence of S(0) incubated for 24 h.

D. Fe K-edge XANES spectra for mineralized cells grown in the
presence of S(0) incubated for 160 h.

dominant Fe-bearing phase, associated with biological
materials and detected at the first stage of biomineraliza-
tion, is an amorphous iron phosphate. LCF analysis of the

Induced mineralization by Thermococcales 5

iron K-edge XANES spectra obtained for the 24 h-
mineralized sample showed that amorphous FeS
(86% =+ 2%) was dominant, together with both Fe(lll)- and
Fe(ll)-bearing iron phosphates (11% + 1% amFePO4 and
8% =+ 2% vivianite) (Fig. 2A, Table 1). We observed after
144 h an abundant, compact and opaque matrix (Fig. 3A)
mainly composed of iron and sulfur as revealed by EDX
(Fig. 3B) and mostly yielding amorphous or poorly crystal-
lized materials. LCF analysis of the Fe K-edge XANES
spectra of the 160 h-mineralized sample revealed that the
matrix was mainly composed of FeS (78% =+ 2%), accom-
panied by a mix of Fe(ll)- and Fe(lll)-iron phosphates, con-
taining this time more Fe(ll) (16% =+ 1% vivianite and
8% + 1% amFePO4) (Fig. 2B, Table 1). Cells and vesicles
were not observed by TEM, probably because of their
weak contrast, whereas some euhedral nanocrystals, eas-
ily distinguishable by their cuboidal structure, were
observed in the matrix (Fig. 3C). The nanocrystals were
clearly visible at boundary edges of the matrix and logically
less discernible in depth within the matrix (indicated by red
arrows in Fig. 3C). These regular nanocrystals (Fig. 3D) of
c.a. 70 nm in size were characterized by electron diffraction
(Fig. 3E and F) as FesS, greigite. Pyrite was not detected
in those samples. Whereas FesS, greigite nanocrystals
were unambiguously identified by electron diffraction, they
were not detected by Fe K-edge XANES analysis, probably
because of their low abundance (typical detection limit of
5% for XANES) within the FeS matrix (Fig. 2B, Table 1).
Few non-mineralized single cells (indicated by black circle
in the Supporting Information Fig. S5) were observed with
scanning electron microscopy (SEM). Those cells are
mainly composed of carbon (panel carbon Supporting Infor-
mation Fig. S5), contain nitrogen (panel nitrogen
Supporting Information Fig. S5) and are close but clearly
out of the FeS matrix (panel sulfur and iron Supporting
Information Fig. S5). The analyses of abiotic controls, con-
taining S(0) or L-cystine, have revealed the presence of
FeS amorphous matrix but neither pyrite nor greigite were
observed (Supporting Information Fig. S6).

To sum up, the mineral products formed by Thermo-
coccales during the mineralization experiments varied
according to the presence of S(0) or L-cystine, used for
growth. Minor amounts of iron phosphates were detected,
in similar relative amounts, in all experiments except for
long-term experiments in presence of S(0) and were
associated with biological materials at least at short min-
eralization times. Amorphous or poorly ordered FeS was
the predominant precipitated phase in all experiments
except for long mineralization times in S(0) condition
where greigite associated with extracellular materials,
and pyrite, encrusting former cells or vesicles, became
the two major phases. In long time experiments in L-
cystine condition, small amounts of greigite were found
scattered in the FeS matrix and pyrite was not observed.

© 2022 The Authors. Environmental Microbiology published by Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd.,
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Table 1. Results of LCF analysis of Fe K-edge XANES data using reference compounds (see Material and Methods).

Sample FeS % amFePO,4 % vivianite % greigite % pyrite % Sum 22A 1074 Riactor 107°
Cystine_24h 86 (2) 11(1) 8 (2) - - 105 11.3 9.5
Cystine_160h 78 (2) 8 (1) 16 (1) - - 102 3.7 3.3
Sulfur_24h 85 (2) 11 (2) 8(2) - - 104 7.7 6.7
Sulfur_160h 11 (14) - - 41 (9) 49 (13) 101 21.2 19.9

Uncertainties on the reported values are given with 98% confidence interval (see Material and Methods). Fit quality is estimated by a reduced

chi-squares and a R-factor (see Material and Methods).
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Fig. 3. Production of iron sulfide minerals by T. kodakarensis in L-cystine condition after 144 h of incubation in mineralization medium. Transmis-
sion electron microscopy image (A, C) of mineralized samples incubated for 144 h with mineralization medium and elemental analysis by EDXS
(B). The red arrows indicate the presence of iron sulfide nanocrystals. Transmission electron microscopy image of regular nanocrystals of greigite
(indicated by black arrows) disposed on/in the matrix, scale bar = 100 nm (D). Electron diffraction of a greigite nanocrystal (E). High-resolution
transmission electron microscopy image of a greigite nanocrystal, scale bar = 5 nm (F).

Restoration of cell growth in long-term mineralization
experiments in presence of S(0) in the initial growth
medium

The incubation of Thermococcales cells in a medium
containing FeSQO, generated rapidly a black precipitate in
the flasks (Fig. 4A1) and many black aggregates were
observed under optical microscope (Fig. 4A2 and A3).
Interestingly, a partial clarification of the medium was
observed in long-term mineralization experiments only in
S(0) condition (Fig. 4B1). Many motile single cells and
dividing cells surrounded the mineralized matrix were
then clearly visible under optical microscope (Fig. 4B2
and B3), whereas they were never observed for shorter
mineralization times (Fig. 4A3). The observation of

dividing cells is a strong evidence confirming the restora-
tion of cell growth in long-term mineralization experiments
(Fig. 4B2 and B3). Electron microscopy observations
indeed showed non-mineralized cells containing carbon
and nitrogen (Fig. 5A) within the iron—sulfur-bearing
matrix. More non-mineralized cells were likely present
within the mineralized iron sulfide matrix but the contrast
due to this mineralized matrix did not allow to identify
them. The iron sulfide 3D-structure (Fig. 5B) was mainly
composed of pyrite-containing spherules with an inter-
cellular/intervesicular matrix containing greigite nano-
crystals (Supporting Information Fig. S7A) as previously
described (Gorlas et al., 2018). Non-mineralized cells
were dispersed and were not affected by iron sulfide min-
eralization (Fig. 5C, Supporting Information Fig. S7B). To
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Fig. 4. Observations of mineralization media and cells grown in S(0) incubated after 24 h (A), and 192 h (B) in FeSO, solution (5 mM). The incu-
bation of grown cells in FeSO, solution rapidly generated black precipitates in the flask (A1). The optical observation shows dense and large
black precipitates (A2, scale bar: 10 pm; A3, scale bar: 5 pm). After 192 h of mineralization, the medium is clarified in the flask since it became
grey-coloured (B1) and the black precipitates, previously observed, are smaller in size (B2, scale bar: 10 um; B3, scale bar: 5 um). The white cir-
cles indicate the presence of motile single cell and the black circles indicate the presence of dividing cells.

discount the possibility of contamination, DNA from sam-
ples containing this non-mineralized cell population was
extracted and sequenced. A BLAST search against the
GenBank database revealed 100% of similarity with The-
rmococcus kodakaraensis KOD1 sequence confirming
absence of contamination.

ATP concentrations in the mineralizing media were
also measured in order to determine the presence of
active cells during the mineralization experiments
(Fig. 6). The measurements of ATP concentration were
consistent with the observations under optical micro-
scope. In S(0) condition (yellow curve in Fig. 6), we
observed a rapid decrease of the ATP concentration to
undetectable levels within a few minutes after inoculation
of cells in the mineralization medium. The ATP concen-
tration then remained undetectable until 96 h of minerali-
zation. Interestingly, after 120 h of incubation in S
(0) condition, ATP was again detected in the medium and
its concentration gradually increased, to reach a high
value of 6.0 x 107> mM after 192 h of incubation indicat-
ing the presence of metabolically active cells.

In L-cystine conditions, such a restoration of cells popu-
lation was never observed in the mineralization medium.
On the other hand, alive cells persisted in long-term

experiments (Supporting Information Fig. S5). The con-
centration of ATP (blue curve in Fig. 6) in samples
decreased progressively to ~ 0 after incubation of cells in
the mineralization medium and remained undetectable in
long time experiments (from 120 h to 216 h of incubation
in mineralization medium). This suggests that cells
remain metabolically active for a while but that metabolic
activity is undetectable beyond 120 h of mineralization.
Such late cellular growth was never observed at very
high iron concentration in the mineralization medium
(as shown, e.g. in S(0) condition with 25 mM of FeSO,
corresponding to the green curve in Fig. 6). We indeed
always observed a rapid and irreversible ATP decrease
upon inoculation of cells in mineralization media both in S
(0) or L-cystine conditions at iron concentrations of
10, 25 or 50 mM (Supporting Information Fig. S8A and B).

Discussion

Comparison of T. kodakarensis growth and viability
between S(0) and L-cystine conditions

We have shown that T. kodakarensis has equivalent
growth rates in modified Ravot medium in presence of
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Fig. 5. Presence of living cells after long time experiments in S(0) condition. Scanning transmission electron microscopy of mineralized cells after
192 h of incubation in mineralization medium and associated C (carbon panel), N (nitrogen panel), S (sulfur panel) and Fe (iron panel), scale
bar = 700 nm. The yellow circle indicates the presence of non-mineralized cell. SEM images of mineralized and aggregated cells/vesicles incu-
bated for 192 h with mineralization medium. Scale bar = 1 um. The overall of the mineral-biofilm (A) is mainly composed of pyrite-mineralized
cells/vesicles and an intercellular/intervesicular matrix. The black circle indicates the presence of non-mineralized cell which separate itself from

the biofilm (B).
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Fig. 6. ATPmetry analyses during
biomineralization process. The
data represent the ATP content
(mM) in the sample when grown
cells in L-cystine (blue curve) or in
S(0) (yellow curve) are incubated
with 5 mM of FeSO,4. The green
curve represents the ATP level in
S(0) condition when cells are
incubated with 25 mM of FeSO,.
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either S(0) or L-cystine (Fig. 1A). If elemental sulfur S
(0) is provided as electron acceptor, respiration of S(0) or
fermentation assisted by S(0) explains H,S formation
(Adams et al., 2001; Schut et al., 2013) as well as abun-
dant precipitation of FeS in the mineralization medium
(Gorlas et al., 2018 and Fig. 2). Inoculation in a medium
containing small amounts of Na,S (always added to
maintain reducing conditions) does not explain significant
H,S formation since we have observed that in the
absence of S(0) or L-cystine, no detectable H,S was
formed. In the absence of S(0), T. kodakarensis is able to
ferment a wide variety of organic compounds mainly pep-
tides and carbohydrates as carbon and energy sources
leading to the formation of acetate, CO, and H.. In the L-
cystine condition that we investigated, the still detected
HoS and FeS formation might result either from respira-
tion of S(-I) in L-cystine or from fermentation assisted by
S(-I) or by Hs-producing fermentation then interacting
with L-cystine or initial Na,S. The kinetics of production of
sulfides is obviously much slower in L-cystine than in S
(0) condition thus resulting in less rapid iron sulfide min-
eralization and cell mortality in the former than in the lat-
ter condition.

As shown by ATP measurements in rich culture media
(Fig. 1B), the metabolic pathways in both conditions result
in highly different ATP levels. Interestingly, it has been
reported that under a certain level of S(0) in the growth
medium, Thermococcales undergo a metabolic shift and
thus exclusively produce H,, whereas with still limited but
higher S(0) condition (c.a. 15 mM of elemental sulfur in the
medium), Thermococcales are able to simultaneously use
both H, and S(0) metabolisms (Schut et al., 2013). In L-
cystine condition (with only ~4 mM of sulfur atoms in the
medium), Thermococcales could thus have switched from
a sulfur-based metabolism to H, production. Even in the
case of S(0), one might speculate that after a while, a
switch to fermentation may occur. Such a shift in metabolic
pathways could explain the smaller concentrations of ATP
measured in L-cystine condition than in S(0) condition.
Schicho et al. (1993) have demonstrated that sulfur respira-
tion is more thermodynamically efficient to produce energy
than H, production (Schicho et al., 1993). This suggests
that sulfur respiration mainly occurs when elemental sulfur
is present in the growth medium, whereas in the presence
of L-cystine, fermentation is the main process employed by
T. kodakarensis.

Such differences in ATP measurements are further
reflected during mineralization incubation. In S(0) condi-
tion, the ATP content strongly and immediately
decreases when cells are incubated with Fe(ll) (Fig. 6).
Most cells are rapidly lysed and the cellular material is
spread in the medium. In L-cystine condition, ATP
decrease is much slower (Fig. 6) suggesting that most liv-
ing cells are present and decay progressively until ca
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100 h. In that case and as suggested by XANES ana-
lyses, most cellular materials including phosphates are
trapped in a FeS-rich matrix. This matrix is formed in both
conditions after inoculation in mineralization medium, as
a result of the contact between the H,S-containing
medium and Fe(ll) from the mineralization medium, but
likely at different rates between the two conditions
(Fig. 2, Table 1).

Pyrite mineralization by Thermococcus kodakarensis

Mineralization of pyrite (FeS,) in connection to the activity
of microorganisms has recently been reported in the litera-
ture (Gorlas et al., 2018; Picard et al., 2018; Stanley and
Southam, 2018; Thiel et al., 2019; Berg et al., 2020;
Duverger et al., 2020) usually requiring quite long incuba-
tion times. Here, we show that Thermococcales can indi-
rectly produce FeS, pyrite within hours in a simplified
synthetic hydrothermal fluid at 85°C, but only when S(0) is
present in the initial growth medium. We propose that pyrite
mineralization is induced by biological activity of Thermo-
coccales through mediation by biological sulfur vesicles,
and probably occurs during or after cell death upon contact
between Fe?" and the sulfur vesicles. Although all Thermo-
coccales can use elemental sulfur (S(0)) or L-cystine for
yielding H.S as a by-product (Blumentals et al., 1990;
Adams et al., 2001; Schut et al., 2013), the incubation of
Thermococcales at pH of ~ 7 in a Fe(ll)- S(-1l)-containing
medium is not sufficient for producing pyrite (Figs. 2 and 3,
Table 1). During cell growth, S(0) (transported as poly-
sulfides or colloidal elemental sulfur) (Schauder and
Mdiller, 1993) is rapidly internalized and stored in Thermo-
coccales cells yielding an high intracellular sulfur concen-
tration (~16% as measured by CHNS in the Supporting
Information Fig. S1A). These high sulfur concentrations
result in the production of sulfur vesicles, which allow S
(0) to be exposed at the surface of the cells (Gorlas
et al., 2015 and Supporting Information Fig. S1A) and have
been interpreted as a sulfur/polysulfide detoxification mech-
anism (Gorlas et al., 2015). In the present study, pyrite was
only observed in S(0) experiments where sulfur vesicles
were present (Gorlas et al., 2015, 2018 and Supporting
Information Fig. S1A) and was not observed in L-cystine
experiments where sulfur vesicles were absent (Gorlas
et al., 2015 and Supporting Information Fig. S1B). As previ-
ously demonstrated in the study by Gorlas et al. (2018),
pyrite corresponds closely to the location of the sulfur vesi-
cles. This pyritization process thus occurs in close associa-
tion with cells and vesicles (Fig. S2). It has been reported
that the precipitation of sulfides from hot metal-enriched
fluids in hydrothermal chimneys can indeed fossilize organ-
isms, mainly in pyrite, which enables the preservation of
organic tissues (Georgieva et al., 2015). But these fossils
are all from macro-organisms that actually live at lower
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temperatures; neither direct nor indirect traces of the hyper-
thermophilic biosphere living at temperatures exceeding
80°C have been reported. As shown in the present study,
biomineralization of Thermococcales in S(0) condition
allows the production of numerous spherules containing
pyrites, associated with former intracellular sulfur vesicles.
Such spherules might be searched for in hydrothermal
chimney samples as possible biosignatures of former Ther-
mococcales cells and vesicles.

Pyrite was never observed in L-cystine experiments, indi-
cating that interaction of Fe(ll) with disulfide (S(-I)) from L-
cystine did not yield pyrite (Fig. 3). This reinforces the sug-
gestion of an essential role for intracellular S(0) and/or S
(0) present in sulfur vesicles for pyrite formation. H,S, pro-
duced by Thermococcales during growth in presence of S
(0) or L-cystine, and FeS (Fig. 2, Table 1) could in principle
yield pyrite according to the H,S pathway:
FeS + H.,S — FeS, + H, (Rickard, 1997; Rickard and
Luther, 2007). The experimental results of the present
study suggest that the polysulfide pathway:
FeS + S.>~ — FeS, + S 4+ (Rickard, 1997; Rickard
and Luther, 2007) is far more efficient under those condi-
tions than the H,S pathway for pyrite formation. Although,
in strictly anoxic environments, the H,S pathway will tend
to be thermodynamically strongly favoured (Rickard, 1997),
the polysulfide pathway may become important in environ-
ments with limited but significant oxygen level
(Rickard, 1997). Wilkin and Barnes pointed to some condi-
tions where pyrite could be formed from FeS with S(0) but
not with H,S (Wilkin and Barnes, 1996). In our proposed
model, we suggest that the production of pyrite is associ-
ated with sulfur droplets, and Thermococcales cells are
demonstrably a good way to produce such droplets as sul-
fur vesicles. Then, sulfur vesicles (Supporting Information
Fig. S1B) and/or S(0) accumulated in Thermococcales
(Supporting Information Fig. S1A) could act as a source of
polysulfides and as a precursor for pyrite formation, most
likely after cell death. In hydrothermal vents fluids, the pres-
ence of polysulfides is very likely (Luther et al., 2001b;
Waite et al., 2008; Gartman et al., 2011) and we hypothe-
size that Thermococcales detoxify them by making S
(0) vesicles as they do in the laboratory (Gorlas
et al., 2015) thus inducing the low-temperature formation of
pyrite in hydrothermal chimneys. Recently, Thiel et al. (2019)
have shown that methanogenic archaea are excellent pro-
ducers of FeS, (Thiel et al., 2019). Methanogenic archaea
are definitely present in chimney walls (Takai et al., 2001)
and their relationships to ‘low-temperatures’ FeS, produc-
tion in those chimneys deserve further investigations.

Greigite mineralization by Thermococcus kodakarensis

Microbial mineralization of greigite has been known for a
long time: whereas magnetotactic bacteria produce it

intracellularly (Mann et al., 1990), extracellular greigites
have been reported in cultures of sulfate-reducing bacteria
(Bertel et al., 2012; Picard et al., 2018; Picard et al., 2019).
Biominerals of greigite produced by sulfate-reducing bacte-
ria are detected after several months of incubation in Fe-
bearing media (Picard et al., 2019). In the present study,
both in S(0) and L-cystine growth media conditions,
greigite is produced by Thermococcales within few days
(Figs. 2 and 3D—F, Fig. S2, Table 1 ). In S(0) conditions,
greigite is produced where SVs are absent, i.e., on the
extracellular materials presumably liberated in the medium
by cell lysis in response to FeS precipitation. In L-cystine
conditions, where no SVs are available and cell lysis is
much less extensive than in S(0) conditions (Supporting
Information Fig. S1B; Fig. 6), the mineralization medium is
dominated by amorphous or quasi amorphous FeS with
only few greigite nanocrystals (Figs. 2 and 3A and B,
Table 1). In the study by Gorlas et al. (2018), iron phos-
phate minerals have been shown to be closely associated
with greigite formation. The present study confirms that
greigite occurs by sulfurization of amorphous iron phos-
phates (Supporting Information Fig. S2 for S(0) condition;
Fig. 3 and Fig. S4 for L-cystine condition). In both S(0) and
L-cystine conditions, greigite nucleation starts outside of
cells on cellular debris loaded with iron phosphates (Fig. 2,
Table 1, Fig. S4). We suggest that precipitation of greigite
on phosphate-loaded cell lysis products might release dis-
solved phosphates (not measured in this study) in the
aqueous phase and presumably other nutriments and mol-
ecules. Since greigite precipitation is much more intense
in S(0) conditions, release of phosphates could likely more
efficient in S(0) than in L-cystine condition. Further studies
are required to determine the amount of dissolved phos-
phates and other molecules during stages of mineraliza-
tion induced by Thermococcales.

Thermococcales survival strategy in hydrothermal
ecosystem

The most remarkable effect observed in the mineralization
experiments was the cell revival observed in S(0) condition
(Figs. 4-6, Fig. S7). At 5 mM of Fe, we observed the unex-
pected emergence of T. kodakarensis cells after most cells
had been lysed upon initial Fe addition (Figs. 4 and 6). This
phenomenon was not observed at higher Fe concentra-
tions suggesting that above a certain iron threshold, all
cells were indeed lysed and killed (Fig. S8). The cellular
multiplication in a mineralization medium normally not suit-
able for growth suggests that cells used cellular materials
that were made available by cellular lysis. In particular,
such a mineralization medium is not suitable to cell growth
because of the low solubility of phosphates: dissolved
phosphates can abiotically precipitate with Fe(ll), preferen-
tially forming Fe(ll) phosphates such as vivianite, mainly
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dominant in anoxic conditions (Cosmidis et al., 2014). This
could explain the presence of vivianite identified in shortest
time experiments for both conditions and in prolonged time
experiments in L-cystine condition (Fig. 2, Table 1). More-
over, precipitation of highly insoluble iron (Ill) phosphates
occurs in the vicinity of cells. The remobilization of phos-
phates by precipitation of greigites from iron phosphates
has recently been reported as an ecological strategy of
phosphate recycling in natural environments (Xiong
et al., 2019; Wilfert et al., 2020). The new generation of
Thermococcus kodakarensis cells appeared after 192 h of
mineralization diluting the mineralized phases (Figs. 4 and
5,, Fig. S7), progressive decrease of the FeS matrix for its
transformation into pyrite, and possibly dissolving pyrite
from the mineralized spherules thus contributing to the par-
tial clarification of the medium (Fig. 4). Pyrite dissolution by
iron- and sulfur-oxidizing microorganisms has been
reported (Edwards et al., 1998; Fowler et al., 1999;
McGuire et al., 2001; Druschel et al., 2004). Interestingly,
archaea with Fe and/or S assimilatory metabolisms have
also been shown to dissolve iron sulfide compounds
(Clarkson et al., 2021; Payne et al., 2021). Mesophilic
methanogens are able to catalyse the reductive dissolution
of pyrite allowing the liberation of Fe and S, which can be
used for cellular biosynthesis (Payne et al., 2021). The
hyperthermophile Pyrococcus furiosus is involved in the
dissolution of mackinawite producing FeS complexes,
which can then be re-used by P. furiosus (Clarkson
et al., 2021). Further research is needed to identify the
exact mechanisms of interactions between iron sulfides
and T. kodakarensis.

As already observed for other organisms (Little and
Vrijenhoek, 2003; Georgieva et al., 2015), the elevated
initial iron concentrations (here 5 mM in mineralization
media) have induced mortality of most of Thermo-
coccales cells. Contrastingly, the cell revival observed in
these conditions after few days might indicate a
population-scale adaptation to the hydrothermal condi-
tions. The rapid mineralization of cells and vesicles into
pyrite within few hours in S(0) condition allows the forma-
tion of 3D structures composed of pyrite-mineralized
cells/vesicles and an intercellular/intervesicular matrix
containing first iron phosphates and FeS and then
greigite nanocrystals (Figs. 2 and 5, Table 1, Fig. S2).
The formation of greigite in this mineral-biofilm structure
is facilitated by the cellular debris, loaded with iron phos-
phates. These cellular debris are released by cell lysis
during the early stages of biomineralization and act as
templates for the nucleation of the greigite nanocrystals.
We suggest that, during the early stages of mineraliza-
tion, few non-mineralized cells can be trapped into the in-
forming 3D structure. We speculate that instead of lysis,
the non-mineralized Thermococcales cells could enter in
quiescent state (i.e. with no metabolic activity). While
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those cells cannot divide because they have no access
to growth resources, the interior of this mineralized bio-
film could present an ecological benefit by protecting the
non-mineralized cells against constraints imposed by
metal-loaded hydrothermal fluids. Iron minerals in hydro-
thermal vents are known to scavenge phosphates (Dick
et al., 2013) that may become a limited nutrient in this
ecosystem. Interestingly, some archaeal microorganisms
are reported to accumulate polyphosphate into storage
granules (Remonsellez et al., 2006; Toso et al., 2011;
Toso et al., 2016). Such polyphosphates bodies (PPBs)
could help living cells to overcome environmental
stresses. It has been suggested that these phosphate-
reserves could be employed to resynthesize ATP there-
fore allowing cells to find new substrates (Toso
et al., 2011). Whereas we have never observed PPBs
within Thermococcales cells, we hypothesize that the
amorphous iron phosphates formed during the early
stages of mineralization, might efficiently release phos-
phates upon greigite precipitation. In the S(0) case, the
associated release of bioavailable phosphate would be
strong enough to allow new cells to grow (Figs. 4-6,
Fig. S7). Phosphate release coupled to iron sulfide pre-
cipitaton has recently been discussed (Xiong
et al., 2019; Berg et al., 2020; Duverger et al., 2020; Wil-
fert et al., 2020). Berg et al. (2020) demonstrated that
pyrite can be produced by sulfate-reducing bacteria
(SRB) from Fe(lll)phosphate and that this pyritization pro-
cess is regulated by the SRB activities allowing thus the
phosphate release into the aqueous phase. In our study,
the released phosphates would be used by the few non-
mineralized cells to fuel essential cell functions, including
cell division. The absence of cell revival observed in L-
cystine conditions over the experimental intervals of this
study is in agreement with this model since greigite pre-
cipitation is much less efficient in L-cystine conditions
than in S(0) experiments and pyrite precipitation is absent
(Table 1). However, since precipitation of greigite
replacing iron phosphates also occurs in L-cystine experi-
ments, albeit at slower rate, we propose that the cell
revival might occur later in time in these conditions.

Conclusion

In this study, we suggest a new mechanism employed by
Thermococcales to survive in their harsh environments.
We may hypothesize that pulses of hot hydrothermal fluid
(i.e. rich in Fe®" and H,S) common in these environ-
ments (Tivey et al., 1990; Butterfield et al., 1997) in a first
round kill most of the cells that then release their
phosphate-loaded cellular materials and cell lysis prod-
ucts. Then greigite and pyrite nucleate and grow on those
biological materials. In this process, they might release
phosphates and organic compounds allowing new cells
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to thrive there by fermenting organic matter in presence
or in absence of S(0). The diverse metabolic pathways
and biologically induced mineralization mechanisms
employed by Thermococcales would thus help them to
survive in a broad range of extreme environments char-
acterized by the high temperatures and high iron and sul-
fide contents.

Experimental procedures
Strain, growth and experimental conditions

T. kodakarensis KOD1 (JCM 12380) was cultivated at
85°C with shaking, in modified Ravot medium (contained,
per litre of distilled water: 1 g NH4CI, 0.2 g MgCl,. 6H.0,
0.1 g CaCl,. 2H,0, 0.1 g KCI, 0.83 g CH3COONa. 2H,0,
20g NaCl, 1 g yeast extract, 1 g tryptone, 3.45¢g
piperazine-N,N9-bis  (2-ethanesulfonic acid) (PIPES
buffer) and 0.001 g resazurin). The pH was adjusted to
7 before autoclaving. After autoclaving, 5 ml of 6% (w/v)
KoHPO,4 and 5 ml of 6% (w/v) KH,PO4 sterile solutions
were added aseptically. The medium was dispensed
(50 ml) into 100 ml sterile flasks and supplemented with
elemental sulfur (S(0) condition) or L-cystine (L-cystine
condition) in separate incubations at 1 g/L. Anaerobiosis
was obtained by applying a vacuum to the medium and
saturating it with dinitrogen. Finally, a sterile solution of
Na,S. 9H,0 [final concentration 0.05% (w/v)] was added
to reduce the medium. Growth screening and kinetic
experiments were performed in serum bottles in triplicate
for each condition. At various time points (OH, 2H, 4H,
6H, 8H, 10H and 24 h), aliquots were collected to deter-
mine cell concentration by direct cell counting using a
phase-contrast microscope (Olympus) and a modified
Thoma chamber. The metabolic state of cells was moni-
tored by using ATP-metry assays. Total and intracellular
ATP were monitored using luciferin/luciferase lumines-
cence reaction by using the microbial ATP kit HS
(BioThema) and a Kikkoman luminometer. With this
method, the luminescence produced is established in rel-
ative luminescence units (RLU). Extracellular ATP was
directly measured from extracellular medium. Intracellular
ATP is measured after using the ATP Eliminating
Reagent for degrading extracellular ATP, the extractant
BS for making the intracellular ATP accessible to lucifer-
ase, the ATP reagent HS containing luciferase/luciferin
and an ATP standard. Light is measured before and after
adding the ATP standard to calibrate each assay. This
compensates for all types of analytical interference (pH,
temperature, presence of minerals) (Lundin, 2000). Light
measured for controls (without cells) was always inferior
to 300 RLU. A baseline value of 300 RLU was always
removed to the light value of the samples containing
cells.

CHNS elemental analyses

To determine the intracellular elemental composition of
cells, T. kodakarensis cells were cultivated as previously
described. The 10 ml of cells in stationary phase (2-108
cells mI~") was centrifuged at 5000g for 20 min. Pellets
of cells were washed three times with 5 ml of TN buffer
(10 mM Tris—HCI, 1 mM NaCl). The pellets containing
3 mg of material were dried at 70°C and were kept at
—20°C. Samples were analysed by using the elemental
analyser Flash 2000 (Thermo Fischer).

Biomineralization experiments

T. kodakarensis cells were grown in modified Ravot
medium either in presence of S(0) or L-cystine
(as previously described) to reach the early stationary
phase, with concentrations of 5:10” cells mI~". Then an
anoxic solution of ferrous sulfate (FeSQ,) at a final con-
centration of 5 mM was transferred to grown cells. The
modified Ravot medium in presence of FeS0, is named
mineralization medium in this study. In parallel, controls
(without cells) were performed in the same conditions as
previously described.

Moreover, mineralization experiments were also car-
ried out with higher concentrations of FeSO, (10, 25 and
50 mM). Cultures and controls were then incubated at
85°C with shaking and were regularly sampled over
216 h. The short-term experiments corresponded to cul-
tures incubated with mineralization medium up to 120 h
and the long-time experiments corresponded to cell incu-
bations in the mineralization medium from 120 h to
216 h. The metabolic state of cells during biomineraliza-
tion experiments was monitored by ATP-metry assays.
To determine the composition of the mineralized cells
and the mineral end products, we used a combination of
SEM, scanning transmission electron microscopy
(STEM), TEM, high-resolution transmission electron
microscopy (HRTEM), and energy dispersive X-ray spec-
troscopy analysis (EDXS analysis).

Transmission electron microscopy, high-resolution TEM,
scanning transmission electron microscopy and
scanning electron microscopy

To prepare samples for TEM, HRTEM and STEM, 2 ml of
cultures (at different times of mineralization: 5 h, 144 h
and 192 h) was centrifuged at 5000g for 20 min. The pel-
lets were washed with 1 ml of TE (10 mM Tris—HCI,
1 mM EDTA) and were centrifuged at 15009 for 5 min to
remove cellular debris. Supernatants were subsequently
centrifuged at 5000g for 10 min. The pellets were then
resuspended in 200 pl of TE. A 20 pl droplets of samples
were adsorbed onto a carbon-coated copper grid for
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1 min. After removing the excess liquid, the grids were
rinsed with sterile water. To prepare samples for SEM,
cells were fixed in 2% glutaraldehyde in TE (10 mM Tris—
HCI, 1 mM EDTA) for 4 h at 4°C, washed overnight
TE. The cells were then post-fixed for 1 h at room tem-
perature with 1% osmium tetroxide in TE. The cells were
dehydrated in a graded ethanol series and dried by criti-
cal point drying with a Leica EM CPD300 instrument. For
TEM, HRTEM and STEM, specimens were respectively
examined using a JEOL JEM-100 CX II, operating at
120 kV and a JEOL JEM-2100F, equipped with a field
emission gun (FEG) operating at 200 kV; for SEM, speci-
mens were observed with a Zeiss Gemini 1550VP field-
emission scanning electron microscope (Ultra55)
equipped with Everhart-Thornley secondary electron
detectors, in-lens and backscattered electron detectors.

Cryo-electron microscopy

To prepare samples for Cryo-EM, 10 ml of cultures was
centrifuged at 5000g for 20 min. The pellets were
resuspended with 50 ul of buffer (10 mM Tris—HCI,
100 mM NaCl, 5 mM CaCl,). The 5 pl droplets of prepa-
rations were adsorbed onto a holey carbon-coated TEM
support grid (QUANTIFOIL®) typically used for Cryo-EM.
After removing the excess liquid with Whatman® paper,
the grids were quickly immersed in liquid ethane and
transferred into the microscope using a side entry
nitrogen-cooled cryoholder (Gatan, 626-DH cryotransfer
system). The observations were performed with a Cryo-
EM JEOL 2100 LaB6 TEM with an accelerating voltage
of 200 kV, at the nominal magnification of 10 000.
Images were recorded under low dose conditions with
ultra-scan 1000 camera (Gatan, 2 k x 2 k pixels CCD).

Energy dispersive x-ray spectroscopy analysis

EDXS (JEOL, resolution: 140 eV/channel) was carried
out to detect compounds that were either adsorbed to the
cell surface or entrapped in the vesicles. EDXS analyses
have been coupled with TEM and Cryo-EM.

X-ray absorption near-edge structure spectroscopy at
the Fe K-edge

Fe K-edge X-ray absorption spectra of the biotic samples
were collected at 20 K in transmission detection mode on
the SAMBA beamline (SOLEIL, Saint-Aubin, France).
Incident beam energy was monitored by using a Si(220)
double-crystal monochromator, equipped with dynamic
sagittal focusing of the second crystal. Samples were
prepared by filtering 5 ml of the mineralized archaea
cells, grown in presence of S(0) or L-cystine and incu-
bated for 24 h and 160 h in mineralization medium,
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through 0.2 pm polycarbonate filters that were then
vacuum-dried for 10 min in an evacuator placed in an
anoxic Jacomex™glove box (<1 ppm O,) at IMPMC. The
dry filters were then folded once and sealed under
Kapton™ tape, which yielded absorption edge step
height in the range of 0.1-0.3 at the Fe K-edge. Samples
were transferred in strictly anoxic vials and mounted on
the cryostat sample holder in a similar glove box at
SOLEIL. Sample holders when then immediately plunged
into a liquid nitrogen-filled Dewar before being inserted
into the liquid He cryostat (TBT) for XAS measurements.
Data were then collected in continuous quick-scan mode
using a scan-speed of 2 eVs' and a resulting
0.2 eV step.

Bulk iron speciation in the samples was then deter-
mined by linear combination least-squares (LC-LS) fitting
of the XANES spectra using model compounds spectra
selected on the basis of our electron microscopy obser-
vations and by comparison with a large database of
already published spectra for iron sulfides (Wang et al.,
2014; Noél et al., 2014, 2017; Morin et al., 2017; Merrot
et al., 2019), phosphates (Cosmidis et al., 2014; Muehe
et al., 2016) and oxyhydroxides (Maillot et al., 2011;
Hohmann et al., 2010; Baumgartner et al., 2016; Zeyen
et al., 2019). Best LC-LS fits of the XANES spectra for
the biotic samples studied here were obtained using the
spectra of the following four model compounds: poorly
ordered FeS, pyrite [FeS;], greigite [FezS,], amorphous
iron phosphate [am-Fe"'PO,enH,0], and vivianite
[(Fe"3PO4),*8H,0]. LC-LS fitting of the XANES spectra
was performed using a classical Levenberg—Marquardt
minimization algorithm implemented in a custom-built
program (Morin et al., 2003). According to Ravel and
Newville (2005), fit quality was estimated by a R-factor:
Rf = X [Hexp~ Healcl/E Yexp> Where u is the normalized
absorbance, and by a reduced chi-squares (y3).
According to Stetten et al. (2018) and Seder-Colomina
et al. (2018), this reduced chi-squares for XANES spectra
was calculated as, ;(E, = N/(N-Np)> [Hexp — Heaicl, Where
N, is the number of fitting components and N is the num-
ber of independent parameters corresponding to the
energy range divided by the natural width of the Fe K-
level reported by Krause and Oliver (1979). The uncer-
tainty on the fitting components was estimated to 99.7%

confidence (3 sigma) by 3 x |/VAR(p) v, where VAR(p)

is the variance of component p returned by the minimiza-
tion routine for the lowest y2 value (Stetten et al., 2018;
Seder-Colomina et al., 2018).
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Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article at the publisher's web-site:

Fig S1. Intracellular composition in Thermococcales cells.
Intracellular composition (1) and cell observation with Cryo-
EM (2) when cells are grown in medium containing native
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sulfur S(0) (A) or L-cystine (B). The percentages are given in
weight %.

Fig S2. Production of iron sulfide minerals in S(0) condition.
Scanning (A) and transmission (B, C) electron microscopy
images of mineralized and aggregated cells and vesicles
incubated for 144 h with mineralization medium. Scale bar:
1 pm. Cells are associated with Fe and S maps (C). The red
arrows indicate the presence of greigite nanocrystals. The
entirely mineralized cell labelled a, in Fig. S2B, provided the
SAED pattern of pyrite of Fig. S3.

Fig S3. Electron diffraction pattern of the minerals of the cell
surfaces and/or filling (providing from the cell labelled a in
Fig. S2B) corresponding to pyrite. This is a polycrystalline
pattern with strong preferred orientations toward a common
2—11 zone axis.

Fig S4. First stages of iron sulfides mineralization of Ther-
mococcales in L-cystine condition. Scanning transmission
electron microscopy image of the cell lysis products after 5 h
of incubation in mineralization medium (A) and associated C
(upper panel), P (middle panel) and Fe (lower panel). Ele-
mental analysis by EDXS (B).

Fig S5. Presence of few non-mineralized cells after 144 h of
incubation in mineralization medium in L-cystine condition.
Scanning transmission electron microscopy image of single
cell (indicated by black circle) close to the iron sulfide matrix
(scale bar = 1 um) and associated C (carbon panel), Fe and
S maps (iron and sulfur panels).

Fig S6. Scanning electron microscopy images of abiotic con-
trols (modified Ravot medium without cells) after 70 h of
incubation in anoxic FeSO, solution (at 5 mM) in S(0) condi-
tion (A) and elemental analysis by EDX (B). Scale bar: 1 pm.
Fig S7. Scanning electron microscopy images of mineralized
and aggregated cells/vesicles incubated for 192 h with min-
eralization medium. Scale bar = 1 pum. The intercellular/
intervesicular matrix contains many greigite nanocrystals
indicated by red arrows (A). The black circles indicate the
presence of non-mineralized cell which separate itself from
the biofilm (B).

Fig S8. ATPmetry analyses during biomineralization process.
The data represent the ATP content (mM) in the sample when
grown cells in sulfur (A) or in L-cystine (B) are incubated with
high concentration of FeSO,. For both conditions, the red cur-
ves represent the ATP level when cells are incubated with
10 mM of FeSQy; the grey curves represent the ATP level
when cells are incubated with 50 mM of FeSO,. For L-cystine
condition, the green curve represents the ATP level when
cells are incubated with 25 mM of FeSO,.
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