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TP précipitation biochimique du carbonate de calcium par les cyanobactéries-
Formation des stromatolithes

1. Introduction

1.1 Contexte géologique

La terre s’est formée, il y a 4,6 milliards d’années par agglomération de poussiéres, blocs
et planétésimaux. Cette Terre primitive a, par la suite subit de nombreuses transformations
qui ont permis 'émergence de conditions favorables a la vie. Si l'origine de la Terre peut
étre datée, il est plus difficile de connaitre avec certitude la période ou la vie est réellement
apparue sur Terre. Les plus anciennes traces sédimentaires sont probablement les gneiss
d’Isua au Groenland datée a 3,82 milliards d’années (I'origine organique reste cependant
contestée). Les témoignages sédimentaires sont plus abondants a partir de 3,5 milliards
d’années, de nombreux fossiles présents dans les roches semblent attester de I'apparition
de l'activité biologique dans les océans pendant cette période. Ainsi, les plus anciens
fossiles découverts sont des microstructures retrouvées dans la formation de Pilbaral!
(ouest de I'Australie), elles seraient la trace d’une activité bactérienne, il y a 3,49 milliards
d’années.

On a découvert que cette période a vu le développement d’'un écosystéme trés diversifié
de microorganismes. Les stromatolithes sont la conséquence encore visible de leur
croissance et de leur agglomération.

Les stromatolithes fossiles sont formés de couches concentriques successives alternant
des couches de calcaire et des couches de cyanobactéries fossilisées. En comparant ces
fossiles et des processus microbiens actuels de formation de biofilms dans des
environnements, I'hypothése la plus courante pour expliquer la formation des
stromatolithes est l'action des cyanobactéries qui permettraient la précipitation du
carbonate de calcium pour former ces couches de calcaires.

Les stromatolithes font parties des formations sédimentaires dominantes dans les eaux
peu profondes. Elles sont considérées comme l'une des plus anciennes traces de vie.
Pourtant l'origine biologique de ces structures a souvent été remise en cause. En effet,
aucun microfossile n'a été retrouvé directement dans ces stromatolithes 2.

1.2 Introduction sur les cyanobactéries

Le groupe des cyanobactéries comptent quelques 2000 especes réparties en 150 genres,
elles appartiennent au régne des bactéries. Les cyanobactéries sont des procaryotes
photosynthétiques.

En raison de la présence d’un systéme photosynthétique et de leur capacité de producteur
primaire de biomasse, les cyanobactéries ont été pendant longtemps classées parmi les
algues.

Par habitude, on les dénomme encore sous les termes Cyanophycae ou d’algues bleues
d’ou de nombreuses confusions sur leur classement.

L’information génétique est portée par un chromosome ADN circulaire et des plasmides,
ce sont donc hien des bactéries qui posséedent la particularité de disposer de matériel
photosynthétique. Pour capter cette lumiére elles utilisent différents pigments : des
phycocyanines (de couleur bleu-vert) ou la chlorophylle.

Le groupe c’est fortement diversifié au cours de 2,5 milliards d’années d’évolution. Ainsi,
on les retrouve dans tous les milieux aquatiques, sous formes sphériques, batonnets,
unicellulaires ou filamenteuses, certaines se reproduisent par division binaire ou par
germination ou encore par cellules différenciées...
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1.3 Cyanobactéries et évolution des conditions de vie
terrestre

Photoautotrophe, les cyanobactéries consomment, lors de la photosynthése, du dioxyde
de carbone et produisent un sous-produit : 'oxygéne. Présentes dans tous les océans
depuis plus de 2 milliards d’années, ce dégagement important d’oxygéne a eu un réle
majeur dans I'évolution de la composition atmosphérique de la Terre en dissociant le CO2
et en créant une atmosphere aérobie.

Deux hypothéses pour leur formation :
1. Le piégeage mécanique des minéraux par encroltage des dépots successifs dans
le biofilm
2. La précipitation biochimique du calcium liée a I'activité photosynthétique.

Ici nous allons éprouver expérimentalement la deuxieme hypothése, la précipitation du
CaCOs par les cyanobactéries. Et ainsi montrer 'importance des microorganismes dans
les transformations de la biosphére et leur possible implication dans la formation
sédimentaires de type stromatolithes.

e Relation entre la précipitation de carbonate de calcium et [activité
photosynthétique des cyanobactéries.

Le CO: est naturellement soluble dans l'eau, une partie forme des ions

hydrogénocarbonates HCOz ~. Les ions Ca?*, trées abondants dans I'eau de mer, se

combinent avec HCOs ~ pour former du carbonate de calcium insoluble qui précipite

pour former un dép6t solide calcaire (CaCOs) selon I'équilibre :

2 HCOs + Ca* 5 CaCOz + CO; + H:0O

Lors de la photosynthése, la consommation de CO: entraine un déplacement de
I'équilibre vers la droite et donc la précipitation de calcaire.

2 HCOz-+ Ca** 5 CaC0; + COz + Hz0

N
—J—J'._—

Anabaena

2. Déroulement de I’expérimentation

2.1 Objectif

Mise en évidence de la précipitation de carbonate de calcium par Anabaena PCC6309, en
présence d’hydrogénocarbonate de calcium [HCO3-, Ca2+]

La souche utilisée est Anabaena PCC6309, une cyanobactérie filamenteuse, cultivée dans
un milieu BG11 classique. Parmi les cyanobactéries, la vitesse de croissance des souches
Anabaena est relativement élevée (nécessite un repiquage toutes les 4 a 6 semaines).
Anabaena est, avec Nostoc, I'une des formes les plus fréquentes rencontrée dans les sols
humides ou submergés par les eaux. Elle se présente en amas regroupés formant des
nuages d’un vert intense. On la rencontre dans les riziéres ou elle est 'un des acteurs de
la fertilité du sol en fixant l'azote.
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Principe de I'expérience :

L’hydrogénocarbonate de calcium est trés soluble dans I'eau si le CO2 est consommé par
I'activité photosynthétique de la cyanobactérie alors I'équilibre se déplace vers la droite et
on précipite le carbonate de calcium.

Ca(HCO:):5 Ca?*+2HCOr s CaCQs+ H20 + CO:
Qu_Ca( HCO:): 55 (Caz*, (OH)z + 2H*,CO:) 5 2H*,COs + CaCOa

2.2 Matériel

Composition du kit pour 15 binémes :

- 60 ml Anabaena PCC6309

- 60 ml hydrogénocarbonate de calcium
- 1,2 ml de milieu BG11 50x

- 1 pipette stérile 10 ml

- 30 boites de Pétri 55 mm

- 10 pipettes 1 ml stérile

Conservation

Ce kit se conserve a température ambiante +12°C a +25°C.

A réception du flacon de Cyanobactéries Anabaena :

1- Dévisser légérement le bouchon pour permettre les échanges gazeux, mais sans
enlever le bouchon.

2- Stocker a la lumiére (éviter la lumiére directe du soleil), conservation 3- 5 jours dans ces
conditions, en zone calme pour éviter les contaminations.

Pour une conservation plus longue :

- Transvaser dans un flacon stérile d’'un volume supérieur a 60 ml, par ex. 125 ml afin
d’obtenir une surface d’échange avec l'air suffisante

- Boucher a 'aide de cordon cardé stérile.

- Pour une conservation de 2 & 3 semaines, rajouter dans votre flacon environ 30 ml du
milieu BG11 1x. Pour cela prélever 600 ul dans le microtube BG 11 50x+ 30 ml d’eau
stérile ou plus simplement de I'eau de source (faiblement minérale) en bouteille non
entameée.

Milieux

Préparation du BG 11 1x

Reprendre le contenu du microtube (BG11 50x) dans 60 ml d’eau stérile. (Dans 30ml, si
vous avez déja utilisé du BG11 pour une plus longue conservation)

Préparer 60 ml d’eau stérile a I'aide d’'un autoclave (ou d’un autocuiseur), si cela n’est pas
possible 2 méthode de substitution :

- Porter a ébullition I'eau pendant 15-20 minutes cela n’élimine pas le risque de
contamination par des spores.

- Utiliser de I'eau en bouteille non entamée faiblement minérale (pauvre en Ca?* et
Mg?*) exemple Volvic.

Solution hydrogénocarbonate de calcium Ca(HCO3):

Un voile blanc peut éventuellement apparaitre sur le fond du flacon, il s’agit d’'un léger
dépdt de carbonate de calcium. L’apparition de ce dépdt est due a une modification de la
solubilité de I'’hydrogénocarbonate de calcium conséquence probable de variations de
température ou a des échanges avec l'air (dissolution de CO>) si le flacon est entamé.

a) Mise en présence des cyanobactéries
Conseil : Effectuer ces manipulations de préférence en conditions stériles, si vous
souhaitez conserver plusieurs jours (voire semaines) vos cultures.
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Cyanobactéries : avant de procéder au prélévement, agiter le flacon prudemment afin de
créer un tourbillon afin de désagréger les amas et remettre en suspension en fines
particules.

Test de précipitation
3,5 ml hydrogénocarbonate de calcium*
2 ml de cyanobactéries

Témoin
3,5 ml milieux croissance BG11
2 ml de cyanobactéries

FRANCAIS

*Variante : on peut modifier la quantité d’hydrogénocarbonate de calcium 1, 2 ou 3ml afin
de montrer l'influence de la concentration en [HCO3] et [Caz*] sur la vitesse d’apparition
des cristaux.

Plusieurs témoins possibles :
e Témoin1:2,5mldeBG11 + 1,5 ml de cyanobactéries.

e Témoin 2 : 2,5 ml de solution carbonatée + 1,5 ml de BG11.

b) Mettre a la lumiere et a température de la piéce de travail

c) Observation des cristaux

Les résultats sont observables dés le lendemain au microscope, mais on peut également
prolonger le temps de culture jusqu’a une semaine d’ou I'importance de bien manipuler
dans des conditions le plus aseptique possible.

On peut observer les cristaux directement a la loupe binoculaire si I'on dispose d’'une
bonne optique ou microscope.

Montage par transfert direct entre lame et lamelle, bien homogénéisé (ou sur des lames
a concavités).

Grossissement X100
/ . i‘”
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Grossissement X100 lumiére polarisée

L 4

Grossissement X400

Grossissement X400 lumiére polarisée
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3. Pour aller plus loin

De nouveaux faits scientifiques sur le mécanisme de biominéralisation en faveur de
I’hypothése de la formation des stromatolithes par précipitation du calcaire.

Problématique : On a retrouvé dans des roches archéennes des microfossiles datés a 3,4
milliards d’années(5), cependant dans les stromatolithes aucun microfossile n'a été
retrouvé ou identifié directement.

Par quel processus la formation de ces structures ne provoque pas le piégeage de
microorganismes ?

Doc 1- La précipitation de calcite est favorisée par les polymeéres (protéoglycanes) de
surface des cyanobactéries, les EPS («extrapolymeric substances») (3).

Si les processus de la photosynthése entrainent la précipitation du CaCO3, celle-ci est
accélérée par la présence des EPS qui jouent le réle de noyaux de cristallisation, catalysant
la réaction de précipitation. Cette approche valide toujours I'apparition de dioxygéne, mais
cette hypothése offre une nouvelle ouverture : les cyanobactéries joueraient alors un rdle
majeur dans les processus d’autoépuration des eaux. Ainsi, les cyanobactéries ne
joueraient pas uniquement un rdle important dans le cycle du calcium des écosystémes
aquatiques. Leur grande surface de contact augmentée par les cristaux, favorise la
précipitation d’autres métaux, notamment les métaux lourds toxiques, a la surface des
cristaux de calcite.

Fig. 1: Particules en
forme de batonnets en-
tierement recouvertes
de calcite issues du lac
des Quatre-Cantons. Il
s'agit trés probablement
de cyanobactéries.

Fig. 2: Des cristaux de calcite se forment 4 la surface de billes d'agarose recou-
vertes d'EPS (photo de gauche) mais restent absents des billes d'agarose nues
(photo de droite).

Photo : Maria Dittrich, Eawag
doc 2- Modeéle de formation des Stromatolithes : exemple les étapes de la formation d’'une
microstructure pelloidale* dans les stromatolithes de Lagoa Vermelha d’apres Spadafora
et col (4)

De la calcification du biofilm microbien initial jusqu’ a la formation du corps de stromatolite.
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(A) Dans le biofilm microbien, les processus de
dégradation des EPS conduisent a la précipitation
des carbonate de calcium et carbonate de
magnésium formant ainsi une mince couche de

carbonate.
c Oval-shaped
v S ¥ crystalline
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Degraded EPS

(C) Le processus de minéralisation
avancgant, les cristaux polyédrique forment
des agrégats de cristaux ovales.

E Microspar

Laminae wy
trend
N

(E) La microstructure pelloides (micrite et
microsparite) constitue la texture
principale dans toutes les strates de
stromatolites de Lagoa Vermelha.
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Polyhedral crystal

B Bacteria
aggregates

EPS
(B) la précipitation du carbonate débute
avec la formation de cristaux polyédriques
(probablement aprés coalescence de
nanoglobules) cela entraine la
minéralisation de la matiére organique (y
compris le remplacement des corps

bactériens).
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(D) Le regroupement des structures
ovoides forment des agrégats
microstructure pelloides, ensuite la
précipitation de I'aragonite entraine la
formation un ciment microcristallin
(microsparite) qui s’insére dans les pores
entre les agrégats.

F

[\

Stromatolite 6 cm

(F)Ultérieurement pour terminer le
processus de lithification de la structure
de stromatolithes, des ciments marins
peuvent éventuellement remplir les
cavités restantes.

*Pelloides : petits grains composés de matiére organique d’origine bactérienne cristallisée
(micrite), la structure interne bactérienne n’est plus identifiable.
**Micrite : boues carbonatées finement cristallisées

Un mécanisme biochimigue qui souléve encore des interrogations

Cette modélisation de biominéralisation, basée sur

les propriétés de surface des

cyanobactéries permet d’expliquer I'absence de trace du vivant identifiable dans les
structures des stromatolithes. Un second modeéle stipule que la précipitation du carbonate
de calcium serait liée a une modification du pH de I'environnement primitif, provoqué par
I'activité photosynthétique des microorganismes.

Bien que les mécanismes de calcification par les cyanobactéries restent mal compris, ce
processus, quel que soit le modeéle, est invariablement considéré comme extracellulaire.
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On considére qu’il est le résultat d’'un processus indirect, non contrélé lié a l'activité
photosynthétique comme dans notre expérience. Or en 2014, plusieurs especes
possédant une capacité de biominéralisation intracellulaire ont été étudiées(6). L’équipe
de chercheurs a observé l'existence  de plusieurs phénotypes de cyanobactéries
possédant cette caractéristique. De plus, deux types d’inclusion de carbonate de calcium
ont été décrits, ce qui suggére l'existence d'au moins deux mécanismes distincts de
biominéralisation : une avec des inclusions CaCO3 dispersés dans le cytoplasme de la
cellule comme dans Ca. G. lithophora, et une autre observée dans les souches appartenant
a la Thermosynechococcus elongatus BP-1 lignée, dans laquelle les inclusions de
carbonate de calcium se situent au niveau des péles cellulaires, montrant une connexion
complexe et originale entre la division cellulaire et la biominéralisation.
Ces conclusions ouvrent de nouvelles perspectives sur I'évolution de la calcification des
cyanobactéries et par conséquence des champs d’investigation nouveaux sur leur
implication dans les modifications des paléo-environnements.
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5. Service aprés-vente

Pour toute question, veuillez contacter :
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CS 21900
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0 825 563 563*
* 0,15 € TTC/min. a partir un téléphone fixe
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