Caractérisation ultrastructurale des oxydes de
fer associés aux bactéries ectosymbiotiques de
la crevette hydrothermale Rimicaris exoculata
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Sources hydrothermales profondes

Black Smoker

Seawater

i

Massive Metal
Sulfide Deposit

!

d

1]
t
§
.m,

[

\FA

it
I
hjy

(
§
]

A

A
._‘_. )
fab

il

A
mwm
- , 1.

,_?
(s




Récolte a I'aspirate
Y /, f."\‘:._\
/ \

i |

.

“Phetos IFREMER







Chambre branchiale de la crevette

Branchiostegite

Cross-section view [
Ségonzac et al., 1993
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Questions

» Morphologie des bactéries et des oxydes de fer ?
= Distribution dans la chambre branchiale
* Relations avec le cycle de mue de la crevette ?

~ Redrawn from Zbinden et al (¢

* Formation des oxydes de fer et relations avec les bactéries?
= Ultrastructure et composition des oxydes de fer ?

colours ?
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Plateforme technologique : Dir. Prof. R. Cloots
Services : C. Henrist, Ph. Compere

* 5 microscopes electroniques dont
- 2 SEM conventionnels (MEB) — Jeol et Hitachi
1 ESEM (MEB « environnemental ») — FEI FEG-ESEM XL-30
1 TEM conventionnel - Jeol
1 TEM/STEM a haute résolution - Tecnai G2 twin
2 Microanalyseurs de rayons X - EDAX

e 2 microscopes a force atomique
e 2 microscopes confocaux



esep | 3 Techniques et préparations
GSED DU

Imaging Fresh or Frozen sa Glutaraldehyde-fixed
In
LV-SEM Avoiding contact with 2 samples
air and chemicals iii TR
or i S Bulk samples
E-SEM — 1 100 % ethanol dehydration
t?]ri?ml- <4 Epoxy resin embedding I\/Ietal-coatingl
sections ‘ ‘

Stammgf”m) A Polished Ultra-thin sections S T 2
D — thin slices (60-80 nm) 6
Phase contrast (50 um) 5 ‘ \
P ‘ Carbon-coating
Polarized light Contrasting
microscopy Carbon-coating (Ur/Pb)
BF-TEM
; HAADF-STEM
BSE-imaging
in (E)SEM Conventional
HV condition TEM




1. Microscopie optique: coupes semi-fines(2 um)

Bacteries filamenteuses
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Le MEB a pression controlée ou « environnemental »
Environmental scanning electron microscope - ESEM

B pompe ionique
Modes :
Haut vide : 104-10-¢ mbar
Bas vide : 0.1 — 5 Torr
Environnemental : 10° mbar —
« wet sample »
:3-15Torr
+ contrble de la

température

10" mbar

0,1 mbar

Maximum
50 mbar

Figure 30 - Schéma d’un MEB a pression contrélée montrant le différentiel de vide (document Electroscan)

entrée d'aigfss

vapeur d’eau




FEI XL-30 ESEM-FEG In high vacuum mode

Everhard-Thornley detector Fo ctro
SE = relief contrast




Détecteurs d’électrons secondaires en bas vide

ou en conditions environnementales
GSED = « Gazeous secondary electron detector »

Mesure = nbre e-

Détecteur
=plaques

métal.
/ ®

GSE = \ /||l /T Positive lons

Gaseous
secondary
electrons

Neutralisation des charges (-) sur I'ech. par les ions (+)
BSE moins amplifiés car trop énergétiques
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3. Le MEB a pression contrdlée (LV-SEM, ESEM)

Example: détail des fibres
(50 -100 nm)
dans la carapace d’'un crabe

"~ AccV Spot Magn  Det WD 1 pm
~ 800KV 3.0 60032x GSE 11.3 0.7 Torr SD13-800
- - - g R A
-

h
i




+ Fibres
~ 50-100 nm
- de diameétre

.-  Det WD F
 7.00kV 1.0 12839x GSE 112 05mBar
W R . R OSBRI

iconducteur

CaCO,entre
les fibres

AccV Spot Magn  Det WD ..
160kV 40 12839x BSE 11.2 0.5 mBar



3. Le MEB a pression controlée (LV-SEM, ESEM)

GSED = « Gaseous secondary electron detector »

R . \ T \l'
., ‘Q\ NIt \'\

Gas Tight Seal i

Suppressor Electrode

‘| Detector Ring

Ameéliore la détection des SE et les distingue des BSE

(anneau de détection plus petit)
et des SE-Ill (créés par les BSE) grace a un suppresseur



Le MEB a pression controlée (LV-SEM, ESEM) — Max 15 Torr

SED

Face supérieure

Conical Objective lens

Secondary
Elactron Gas flow
Datector

Sample

GSED insert

Mounting collar
Signal connector

GSED PC board

Face inférieure
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Acc V SpotMagn Det WD Exp 2 um G S E D

15.0kV 40 9101x SE 106 0

High vacuum mode

Low vacuum
« wet » mode
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X Surface interne
& de |la paroi de la
§l cavité branchiale

: (banchiostegite) P

Dependance trophique (613C aC|des gras) de la crevette
(Gebruk et al. 1993,2000; Rieley et al. 1999; Pond et al. 1997, 2000)
- et transferts nutritionnels bactéries-hote (radiotraceurs)

(Ponsard et aI 2011, en preparaﬂon)
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Distribution de la communauté bactérienne

- ‘\ - 9 ‘ SENEN

Various
morphotypes



3. MEB a bas vide
LV-SEM




LV-SEM

Bactéries filamenteuses et
batonnets avec des
minéraux fixés sur leurs
parois
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4. BSE-imaging of polished thin slices

- .
AccV  Spot Magn  Det WD Exp . AccY Spot Magn Det WD Exp
200kv 3.0 1340x BSE 10.7 1 - 150kv 30 10000x BSE 98 4

Petal-like section shapes in the (multi)globular particles
sheathing bacteria




ccV SpotMagn Det WD Exp |
200 kv 3.0 9200x BSE 10.0 0

Magn Det WD Exp | l
1880x BSE 9.9 0
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Corbari et al. (2008) Biogeosciences Open discussion
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Moult cycle Corbari et al. (2008) Aquatic Biology
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Premoult shrimp Newly moulted cuticle
with he_avy | Moult cycle free of_eplblonts |
Iron oxide deposits = 10 days and mineral deposits

Developing
bacterial com

- Very rapid
- Atypical with predominant preecdysial stages



Moult cycle

Newly moulted

Corbari et al. (2008) Aquatic Biology



Moult cycle

Corbari et al. (2008) Aguatic Biology



Ka Elements Wt % At %

Fe/O ratio = 0.47 CK 375 57.3
OK 25.5 29.2
FeKa MgK 04 03

SiK 1.7 1.1
PK 0.6 0.3
SK 0.3 0.2

CIK 0.3 0.2
Ska Caka CaK 0.6 0.3

K Fekh FeK 32.7 10.8
080 1.60 2.40 3.z 4.00 480 5.60 6.40 7.20
"~ Elements @) Fe Si S P Ca Mg B
Mean 67.8 + 1.4 26 £ 04 05 £ 0.1 05 + 0.2 0.7 £ 0.1 05 £ 0.3
Available O - 53 + 0.8 21 + 04 20 + 0.9 - -
Anionic S0,% PO, ~
groups Ferrihydrite 26 = 05 25 + 1.2 (n:14)
Mineral Fe,O,(OH),+vH,O SiO, (Ca,Mg)S0O, (Ca,Mg);(PO4), Total
compounds 79 + 12 31 £ 06 32 = 15 999 = 0.2



Element Wt % At %
CK 375 57.3
OK 255 29.2
MgK 0.4 0.3
SiK 1.7 1.1

PK 0.6 0.3
SK 0.3 0.2

CIK 0.3 0.2
CaK 0.6 0.3

| L S FeK 327 108
y _. ~ R

AccY Spot Magn Det WD Exp 2 um
16.0kV 3.0 10000x BSE 98 4

MoOssbauer spectrosco

2L-Ferrihydrite with Fe3* > 90%
nano-particles = 2-5 nm
Aggregated in
multiglobular concretions

Gloter et al. 2003; Corbari et al. 2008



g T A
RaiNbow ki e

Element Wt% At%

CK 230 414
FeKa oK 28,6 38’6

P K 0,2 0,2

CIK 0,3 0,2

CaK 0,7 0,4

FeK 444 17,2

Total 100,0 100,0

Fekb

Element

W1t %

CK
OK
SiK
P K
CIK
CaK
FeK

FeKa

FeKb

23,2
24,6
6,6
1,5
0,4
1,3
40,3
100,0

A sal: -* g
oo R ) 78
S o e CaKa
AccY Spot Magn Det WD Exp
20.0kV 3.0 2434x BSE 10.0 0
300 4.00
' ' ClKa
! L
o » CaKa
4 PR
£ =4 hra Y
AccY Spot Magn Det WD Exp H——— b&um
200kV 4.0 4888x BSE 10.0 0 B - . ~ .00 4.00

42,0
33,4
5,1
1,1
0,2
0,7
15,7



BF-TEM and HAADF-STEM imaging modes
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5. Microscopie électronique a transmission - Champs clair

Différents morphotypes, métabolismes et genes caracteéristiques
de bactéries (sulfo-,méthane- et Fe-oxydant)

Zbinden et al. 2008; Corbari et al. 2008, Petersen et al., 2010)




c : 100 pm %

Corbari et al. (2008) Biogeosciences Open discussion



5. MET — Interactions bactéries -minéraux

Bothroidal shape

With concentric growth Iayers

Biogenic iron oxides initiated by bacterial cell walls or secretions
Biotic origin = byproducts of the bacterial Fe?*-oxidising metabolism
Abiotic precipitation

Corbari et al. (2008) Biogeosciences Open discussion



5. Conventional BF-TEM

— 200 nm

Nanometric banding (nanostrata)
due to section contrast or changes
In mineral composition ?



6. HAADF-STEM views (uncontrasted

Nanoparticles |
(2-3nm) Dark Field

Z-contrast images




;‘ Elemental X-ray microanalysis (EDAX)

e ‘93 Quantitative results

% At Fe(K) O(K) Si(K)

—
/ N

() 4.62 10.95 0.55

1.07 4.57 0.34
1.99 6.54 0.36

W k "I"”rw”w v‘l“y it i w‘w thi '1"“'

Elemental quantitatcive Iiagﬁ@mfilgs



Conclusions

1. Microscopie optique — Organisation de la crolte minérale

3. MEB (bas vide ou environnemental) — GSE -BSE
Forme des particules et contacts avec les bactéries

4. MEB (HV) — Lames mince polies
— BSE (contraste de Z) + EDAX

Croissance et composition chimique (ferrihydrite)

5. MET conventionnel - Initiation de la croissance des
minéraux

6. STEM-HAADF + EDAX

Nanostrates de densité de nanoparticules de ferrinydrite et
co-precipitation avec des ligands
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Postecdysis Preecdysis
-_  m-—-m- -

C4

1- Premieres bactéries en patches

Corbari et al. (2007) Aquatic Biology



Postecdysis Preecdysis
-_  m-—-m- -

B C C4

2- Développement max. bacteries (bat. & Fil.)

Corbari et al. (2007) Aquatic Biology



Rimicaris exoculata

Postecdysis Preecdysis
-_  m-—-m- -

3- Détection des premieres particules minérales

Corbari et al. (2007) Aquatic Biology



Rimicaris exoculata

Postecdysis Preecdysis

4- Accroissement des depots mineraux

Corbari et al. (2007) Aquatic Biology



Rimicaris exoculata

Postecdysis Preecdysis
-_  m-—-m- -

MUE

C

5- Crolte minérale importante

Corbari et al. (2007) Aquatic Biology



Eating exuviae other individuals with

their bacterla

SCaphOgnath|te ‘. {1* e %\. :‘f = . o) T
P ‘;- gaﬁteflal sheatrs

A, RN t‘r..-# - i
ST Rk AT

¥ & . ' L £




Integument

Outer branchiostegite cuticle

Amorphous calcium
phosphate and carbonate

Ella F T W'a’*gf P s i rats WA

50 Km CKa
P Ka Cak.4
Ca/P =1.27
Ca/Mg =3
; - Fe = 2%
=5 ‘ % ? | oK

X-ray microanalysis



Sources hydrothermales : Rimicaris exoculata

Composition des minéraux : oxydes de fer

Corbari et al. (2008) Biogeosciences



Biominéraux

Structure : minéraux diffus - amorphes?

e,
]

AccVY Spot Magn Det WD Exp | 50 pm



Biominéraux

Composition élémentaire : minéraux diffus

CuFeS, +ZnS ?

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 &mm . . . . . . 7.00 8.00 9.00

200 kv 3.0 4843x BSE 100 0
Element Wt% At%

CK 63 79,7
OK 12,5 11,9
SK 8,53 4,04
159 4,33

0 0

0 0
100 100

AccV  Spot Magn Det WD Exp | { 5um
200kv 40 6000x BSE 98 1




Exemple Ac
Crevette frappeuse

~a

7_..... : {4
® Gonodactylus sp.




ectrons rétrodiffusés = = - gy
déviés par le noyau) Microscopie
cetectesienlMED Electrons incidents 3y electronlque

(E, = 100 keV) a balayage = MEB

® FElectrons (éjectés)
secondaires

Section
transversale de
la patte
frappeuse

865 19KV



Gonodactylus
Patte
Minéral = 99%

CalP = 1.7 frappeuse
Mg = 0 %
Fluor =3 %

Couche externe

Couche interne

Minéral = 83%
Ca/P =14
Ca/Mg = 17

CaP % =17%
Sr=1,23%



Cartographies a plus haute resolution




Exemple d’analyse quantitative
Patte frappeuse de Gonodactylus

EABIGMUL\PHILIPPEAGNExMpO1.spc

E:\BIGMUL\PHILIPPE\GNEXMpO01.spc "Coliche externe

Acquisition Ti Date: 8-Nov-2007

kV:15.00 Tilt: 0.00 Take-off:34.6 Tc:35.0
Detector Typ¢ Resolution :1 Lsec :100

EDAX ZAF ¢ Standardless
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wt % At % K-Ratio

CK 16,08 0,0371
O K 25,24 0,0468
FK 3,19 0,0065
NaK 2,05 0,0095
MgK 0,77 0,0048
SrL 2,98 0,0234
P K 15,4 0,1312
S K 0,76 0,0063
CIK 0,49 , 0,0042
CaK 33,04 0,3095
Total 100




Exemple d'analyse quantitative
Patte frappeuse de Gonodactylus

E:\BIGMUL\PHILIPPE\GNENPOL.spc

Label Az GNEnPO1

Couche Iinterne

CaKa

Acquisition Ti Date: 8-Nov-2007

kV:15.00 Tilt: 0.00 Take-off:34.6 Tc:35.0
Detector Typ¢ Resolution :1 Lsec :100

EDAX ZAF ¢ Standardless
Element Normalized

SEC Table : Default
Element Wt % At % K-Ratio

CK 33,81 0,1512
OK 31,75 0,0614
F K 0,72 0,0014
NaK 0,87 0,004
MgK 1,99 0,0123
SrL 0,67 0,0051
P K 1,74 0,0148
SK 0,11 0,001
CIK 0,5 0,0045
K K 0,61 0,006
CaK 27,24 0,2559
Total 100




