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De nouvelles informations sur la diversité des populations d’algues de neige sont
maintenant disponibles. Nous avons décelé dans des échantillons provenant du
Nord et du Sud des Alpes suisses la présence de nombreuses algues typiques
de la neige appartenant aux genres Chlamydomonas, Chloromonas, Trebouzia
et Stichococcus. De nombreuses séquences issues de nos échantillons de neige
ne correspondent a aucune entrée dans les banques de clones de 'EMBL. C’est
notamment le cas du taxon E1 qui est représenté par 28 clones. Il pourrait
s’agir d’une nouvelle espece a l'intérieur ou proche du genre Chloromonas. Si
de nombreux échantillons de neige contenaient des algues, les populations bac-
tériennes du manteau neigeux semblent encore beaucoup plus importantes. En
effet, méme pour des échantillons de neige non colorés, la présence d’ADN d’or-
ganismes procaryotes a été tres marquée alors qu’aucun ADN d’algues de neige
n’a pu étre décelé (pas d’amplification lors de la PCR).

L’examen détaillé de ’évolution saisonniere des algues de neige en milieu naturel
pose un éclairage nouveau sur leur cycle de vie. Il apparait clairement que tant
que la fonte du manteau neigeux ne s’est pas généralisée, aucune algue de neige
n’est présente a l'intérieur du manteau neigeux. Ceci confirme la période de
dormance pendant laquelle les spores d’algues de neige attendent au niveau du
sol sous le manteau neigeux. Les premieres algues de neige ont été détectées
proche du sol alors que le manteau était humide. Cependant, des observations
ont montré qu'un développement a partir de la surface est aussi possible. Il a
été montré que des algues de neige se trouvent parfois a la surface du manteau
neigeux alors qu’elles ne peuvent pas provenir du sol, que ce soit a cause de
Iépaisseur de neige trop importante ou & cause d’une barriere artificielle placée
par nos soins (feuille de plastique) qui isole le sol du manteau neigeux. Ceci
montre bien que la migration active des algues de neige a elle seule n’est pas
suffisante pour expliquer leurs déplacement.

La présence d’algues de neige en suspension dans 'air, méme si elle s’est avé-
rée étre limitée a pu étre démontrée. Le transport par le vent par saltation et
reptation n’a pas été mesuré mais est a priori plus facile que par suspension.
Ce processus est donc potentiellement un moyen de transport important pour
les algues de neige. Des observations ont aussi été faites mettant en évidence
le transport d’algues de neige avec les écoulements d’eau de fonte. Toutefois, la
nature ne fait en général pas les choses gratuitement, et si les algues de neige
sont munies de flagelles, elles doivent bien leur étre utiles. Lorsque la fonte de
la neige est importante, il se forme une zone capillaire dans laquelle les pores
de la neige sont saturés en eau et ou I’eau ne se déplace pas. Dans cette zone
limitée a environ 20 cm, les algues de neige se servent de leurs flagelles pour
pénétrer dans le manteau neigeux, pour se positionner par rapport a la lumiere
disponible, et pour se rencontrer en vue d'une reproduction sexuée. Par contre,
elles ne seront pas capables de se déplacer activement en dehors de cette zone
capillaire a cause de la vitesse des écoulements et de la répartition de I'eau
de fonte autour des grains de neige. D’autres moyens de transports tels que le
transport par des oiseaux, animaux, insectes (Collemboles), voire sous les skis
des skieurs tel que trouvé dans la littérature (Hoham et al., 1993; Dybas, 1998)
n’ont pas été traités. Ils sont probablement possibles et utiles pour la dissémi-
nation & grande échelle des especes, mais restent tres marginaux. En définitive,
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les algues de neige utilisent une large palette de moyens de transports actifs et
passifs pour mener a bien leur odyssée annuelle.

Il a été possible de mesurer les vitesses de progression en milieu liquide. Méme
aux températures trouvées dans le manteau neigeux (0°C), des cellules végéta-
tives de l'espece Chlamydomonas augustae sont capables de se déplacer. Leur
vitesse de déplacement leur permet sans autre de parcourir en quelques heures
des distances égales a I’épaisseur du manteau neigeux, mais sont largement in-
capables de remonter a contre courant dans les écoulements d’eau de fonte.
Il n’a pas été possible de recréer en laboratoire des conditions permettant le
déplacement vertical des algues de neige dans la neige. Par contre, lors d’'un
essai similaire, mais se déroulant en milieu naturel, une progression de quelques
centimetres a pu étre mesurée. Quel joli pied de nez de la nature!

Les apports de cette étude sont nombreux, mais ne répondent pas a toutes les
questions. Pour aller plus loin, il serait nécessaire d’évaluer chaque processus
de transport utilisé par les algues de neige d’une maniere quantitative. Cette
approche permettrait d’avoir un idée plus précise de I'importance de chaque
processus, mais nécessiterait encore des moyens assez importants. Aussi, il est
évident que les spécificités du lieu d’étude joueront toujours un role considérable.
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ANNEXE A : Milieux de culture 129

A.1 Bold’s Basal Medium (BBM)

Références : (Leya, 2004), milieu initialement développé par Bischoff and Bold
(1963)

Solutions de base

— Dissoudre les quantités sui- Solution g/400ml  Concentration
vantes dans 400 ml d’eau 1-NaNOs3 10g 0.30 M
de bonne qualité (p.ex. Milli-  2-CaCly e 2H20 lg 0.02 M
pore), 3-MgSO,4 e TH2O 3g 0.03 M

— utiliser 10 ml de chaque solu- 4-K-,HPO, 3¢ 0.05 M
tion pour la préparation de 1 [ 5-KH,PO4 74 0.13 M
de milieu. 6 NaCl 1g 0.04 M

Extrait de terre

— Faire cuire 30 min 50 g de terre séche (sans engrais) dans 500 ml d’eau,

— laisser sédimenter les particules solides, centrifuger le surnageant pendant
15 min a 5’500 Rpm,

— récupérer le surnageant et compléter a 500 ml avec de I'eau,

stériliser en autoclave pendant 35 min a 121 °C.

Solution de vitamines

— Dissoudre les quantités de vitamines suivantes dans 100 ml d’eau.

g/100ml  Concentration

Thiamine HCI (vitamine By) 0.lg 3 mM
D-(+)-Biotine (vitamine H) 0.025 g 1 pM
Cyanocobalamine (vitamine Biz) 0.015 g 0.1 M

— Ajuster le pH entre 4.5 et 5 avec HCI, autoclaver, répartir en petites portions
et conserver a —20 °C. Utiliser 1 ml de chaque solution pour la préparation de
1 [ de milieu.

Solution d’éléments traces

— Dissoudre 0.75 g de NagEDTA (Titriplex g/1000ml
IIT) dans 1 I d’eau en chauffant légere- FeCls o 6H20 97 mg
ment, MnCl, e 4H20O 41 mg

— ajouter les sels suivants les uns apres les 7ZnCl, 5 mg
autres\ en prenant soin de les dissoudre CoCl, e 6H,0 2myg
completement. NasMoOy e 2H,0 4 mg

Préparation du milieu

Ajouter 10 ml de solution de base dans 900 ml d’eau,
— ajouter 50 ml d’extrait de terre,

— ajouter 1 ml de la solution de vitamines,

— ajouter 6 ml de la solution d’éléments trace,

— compléter le volume a 1000 ml avec de 'eau

— ajuster le pH a 5,5 et stérileser 15 min a 121°C.
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130 ANNEXE A : Milieux de culture

A.2 Milieu TAP

Références : (Gormann and Levine, 1965), milieu prévu pour les algues qui
utilisent NH; T comme source d’azote.

Solution A (sels)

— Dissoudre les quantités sui-

vantes dans 1000 ml d’eau 9/1000ml  Concentration
b lité (p.ex. Milli-
c;ire)onne qualité (p.ex. Milli NTLCl 59 TTRY;
~ utiliser 25 mi de solution A  MgSOs e TH20 19 0.016 M
pour la préparation de 1 [ de ~ CaClz ¢ 2H>0 29 0.014 M

milieu.
Solution B (phosphates)

— Dissoudre les quantités sui-
vantes dans 100 ml d’eau
de bonne qualité (p.ex. Milli-
pore),

— utiliser 1 ml de solution B pour
la préparation de 1 [ de milieu.

g/100ml  Concentration
KoHPO4 288 g 1.7 M
KH2PO4 144 g 1.1 M

Solution C (éléments traces)

— Dissoudre 12.5 g de NagEDTA (Titriplex IIT) dans 150 m!l d’eau en chauffant
légerement,

— dissoudre 4g de KOH dans 20 ml d’eau et utiliser cette solution basique pour
ajuster le pH de la solution C a 5.0 avant chaque ajout d’élément trace,

— ne pas laisser le pH dépasser 6.7 (risque de précipitation de MnCly o 4H50),

— ajouter les éléments traces suivants dans l'ordre en prenant soin de les dis-
soudre completement.

g/1000ml
FeSO,4 e TH20O 1.25¢g — Compléter le volume a 250 ml
ZnSO4 e TH2O 5.50 g avec de l'eau,
H3BOs3 2.85 ¢ — laisser la solution reposer pen-
CoCly e 6H20O 400 mg dant 2 semaines jusqu’a ce
CuSO, e 5H,0 400 mg qu’elle se colore en rouge, puis
(NH4)sMo7O24 & 4H,0 280 mg filtrer sur du papier-filtre.
MnCl,; e 4H>O 1.26 g

Préparation du milieu

— Dissoudre 12.42 g de TRIS (trishydroxyméthylaminométhane) dans 972 ml
d’eau,

— Ajouter 25 ml de solution A,

— ajouter 1 ml de solution B,

— ajouter 1 ml de solution C,

— ajuster le pH a 6,0 avec de 'acide acétique,

— stériliser 15 min a 121°C.
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ANNEXE B : Saison 2005 : concentrations surface et sol

131

B.1 Saison 2005 : concentrations de surface et vers le sol

Le tableau ci-dessous retrace 1’évolution au cours de la saison 2005 des concen-
trations de divers composés a la surface de la neige et proche du sol.
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C.1 Séquences des amorces utilises

Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le tableau suivant :

Amorce Séquences 5’ — 3’ Cible Littérature
18S1F CTGCT TTATA CTGCG AAACT GC 18S ADNr FOREWARD (70-90) utilisé ~ (Hoham et al., 2002)
pour I'étude d’algues de neige des genre
Chlamydomonas et Chloromonas
1852R  CTTCA CCAGC ACACC CAATC 185 ADNr REVERSE (1649-1668) uti- (Hoham et al., 2002)
lisé pour I’étude d’algues de neige des
genre Chlamydomonas et Chloromonas
EUK516 ACC AGA CTT GCC CTC C 18S ADNr (502-517) Eucaryotes (Amann and Ludwig, 2000)
UNIL ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA 16S ADNr bactérien (universel) (VandePeer et al., 1996)
. UNIR ATG GTA CCG TGT TGA CGG GGC GGT GTA 165 ADNx bactérien (universel) (VandePeer et al., 1996)
MI13F(-20) GTAAAACGACGGCCAG Vecteur Plasmidique utilisé pour le clo- manuel TOPO TA Cloning®
nage pCR” 2.1 TOPOup® (391-406) for Sequencing, Invitrogen
M13R CAGGAAACAGCTATGAC Vecteur Plasmidique utilisé pour le clo-  manuel TOPO TA Cloning®

nage pCR® 2.1 TOPOup® (205-221)

for Sequencing, Invitrogen

cel

I[I9N sedIowe sop soouanbog : D AXANNY

S09SI



