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Introduction générale

Introduction Générale

Les nuages regroupent seulement 0,03% (~1200) denl’eau douce sur Terre, mais ils
sont d'une importance capitale au niveau du climat terrestns dan ensemble. lIs
représentent d’'une part des obstacles physiques aux rayonnememsujunmcidents et
sortants, mais sont aussi considérés comme de véritablesteursac de la chimie
atmosphérique, ou les différents constituants atmosphériques se netrenva&lution dans
les gouttelettes qui les compose. Les nuages résultent de lansatiole de la vapeur d’eau
sur les noyaux que constituent de nombreuses particules d’'aérosol€sapioes CCN
(Cloud Condensation Nuclei) ou IN (Ice Nuclei), en grande partidyitis par condensation
de gaz précurseurs dans I'atmospheére, mais aussi par émissicte diepuis le sol. Si une
partie de I'aérosol se dissout dans la gouttelette, on trouve awnssilpg matiére non soluble
présente dans les nuages des particules biologiques, ce qui incldéldes végétaux et
animaux et des pollens, mais aussi des micro-organismes. Onsag beir découverte en
1860 par Pasteur qu’ils sont présents et en vie dans I'atmosphéseomt été relativement
bien étudiés en air intérieur pour des raisons d’hygiéne. Cependant, ils ne somnt pogdee
aujourd’hui que trés peu connus en air libre et les études concepgmifigsiement les
nuages se comptent sur les doigts d’'une seule main. Leur présenczeslandieux n’est
pourtant pas négligeable, puisqu’on en dénombre plusieurs milliers, vaareedi de milliers
par millilitre d’eau de nuage, et qu’ils sont physiologiguemenfsanialgré la température.
Cela impligue que des composés chimiques propices au développementrdes gaigismes
se trouvent dans I'eau de nuage, et que les cellules les utileemiec substrats. Il est
d’ailleurs bien connu des chimistes de I'atmosphére que les étdrantd’air (aérosols)
doivent étre stérilisés (en général par du chloroforme) poucétserveés. Cette composante
microbiologique de la chimie atmosphérique est malgré cela emna@iement ignorée et
négligée en chimie atmosphérique, sans savoir si elle peutiveffeent I'étre dans des
modeles de prévision qui se veulent précis.

Notre but a travers cette étude est donc d’abord de décroentenu microbien des
nuages, puis d’estimer son niveau d’'implication dans la chimie en phasesa des nuages.
L’étude est centrée sur des échantillons collectés au sotonpety de D6me, ou se trouve un
observatoire privilégié pour I'étude des nuages. Il est enredfissaire d’aller échantillonner
les nuages la ou ils se trouvent pour comprendre les processus phgsigheniques qui S’y

déroulent. En effet, la majeure partie des nuages ne précipitd, autre part, la pluie est
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plus facile a échantillonner mais sa chimie résulte de phénonmukiples et est en
conségquence beaucoup plus complexe a interpréter. La variabilitéatinmlet quantitative
du contenu microbien de I'eau de nuage pour ce site doit d’abord étite,daeant de
s’intéresser en laboratoire aux potentialités biochimiques des sosohees. Il s’agit a long
terme de collecter des informations pour alimenter les modeéfesmiatiques de chimie
atmosphérique. La problématique tres interdisciplinaire de ce swgét abordée a travers

différentes questions, articulées autour de deux themes principaux :

Communauté microbienne
de I'eau des nuages

[\

Structure de la communauté Fonctionnement des populations
- Qui sont les populations microbiennes - Quel est le niveau d’'activité des micro-
rencontrées? organismes dans I'eau des nuages ?
- Existe-t-il des relations entre les - Sont-ils capables de dégrader des composés

compositions microbiennes et chimiques|? d'intérét en chimie atmosphérique?

- Quel est I'effet des activités humaines ? || - De tels processus enzymatiques sont-ils

- envisageables dans les nuages ?
- Quelle est I'influence des facteurs 9 9

météorologiques ?

Le sujet a dO étre développé entre le Laboratoire de Météordbgmque (LaMP) et le
Laboratoire de Synthése Et Etude de Systemes a Intérégijoé (SEESIB), en se basant
sur les quelques études publiées :

- Celle deFuzzi et al. (1997)qui s'intéresse aux micro-organismes cultivables dans le
brouillard, mais qui reste assez peu comparable (altitude, méthodpséldgement et
d’analyse) ;

- Celle deSattler et al. (2001)ui a démontré l'activité des micro-organismes des nuages
a la température de 0°C, mais a partir d’'un seul événement et sans aute;résul

- Celle deBauer et al (2002ayui renseigne sur le contenu quantitatif microbien de I'eau
de nuages, entre autres milieux, mais considere seulement 3 évenements nuageux ;

- Celle deAriya et al. (2002)qui est la seule qui considére les micro-organismes comme
des catalyseurs de la chimie du milieu, mais dont les conditiopérimentales restent
relativement floues.

Cette liste de travaux plus ou moins comparables est exhaustémagne du manque
flagrant de connaissances dont nous disposons a I'heure actuelleqigdgises échantillons

d’eau de nuage ont jusqu’ici été analysés pour leur contenu microbiolo§aue.avoir la
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prétention de combler ces lacunes, notre étude doit contribuer @@mélotre niveau de
connaissance en matiére de microbiologie des nuages. Aprés une esyithiegraphique
récapitulant la littérature au sujet des micro-organisme&tiedsphere de facon large, les
résultats obtenus sont exposés en deuxieme partie, essentiellamuentasforme des
publications qui ont suivi ou qui doivent étre soumises tres prochaine@elatconcerne le
contenu microbien et sa variabilité quantitative sous l'influencepatametres abiotiques.
L’aspect qualitatif est ensuite traité, avant de s’intéresgécialement au métabolisme des
micro-organismes isolés des échantillons et a I'estimatidewtemplication dans la chimie

des nuages.
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Synthése Bibliographique |

[...il'y a toujours en suspension dans I'air ordinaire, des corpuscules orgarjiseés...
Louis Pasteur (1860)

« Mémoire sur les corpuscules organisés qui axXistans I'atmosphere,
Examen de la doctrine des générations spontanées »

Annales de Chimie et de Physique

f Les différents aspects dutransit des r%'o-
organismes dans l'atmosphére sont synthétisé:
depuis leur aérosolisation jusqu’a leur collecte
des expérimentateurs situés au sommet du pt
Dbme, en passant évidemment par les nuages
méthodes de collectquis le contenu quantitatif
gualitatif microbien de I'atmosphere Iméme son
d’abord abordés. Ensuite, il est plus largen
guestion des implications de la vie dans les nu
Qes points de vue physiologique et biochimiquej
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|. DES MICRG-ORGANISMES PARMI LES AEROSOLS

I.1. Historique

C’est par leur présence dans l'air que I'existence des c#pu étre mise en évidence.
Ce chapitre retrace I'historique de I'aérobiologie depuis les recherches ayant finalement
mené a la découverte des bactéries telles que les rappsteudans son &émoire sur les
corpuscules organisés qui existent dans I'atmosphgi&60, a aujourd’hui.

Avant la découverte des organismes microbiens, on assistait attene’influence des
hommes de science par communications interposées, entre lesnpatiséiexistence des
générations spontanées, et les autres, qui s’efforcaient de démentontraire. Aristote
disait en son temps qudaut corps sec qui devient humide et tout corps humide qui se séche,
engendrent des animawx argumentant déja en faveur des generations spontanées. Ce débat
sur I'existence de générations spontanées réapparut ati"xséicle. Bon nombre de savants
décrivaient le moyen de faire naitre des souris ou des grenauipastir, par exemple, de
limons de maraisLeewenhoeck, Epistola 75, 1§9Dn fit un peu plus tard le lien entre des
mouches pondant dans un fruit et le ver qui en sort plus tard: ce detait pas
«engendré» par la «corruption» du fruit mais en était la cause. Emd5, Needhageminent
prétre catholique anglais, s’affairait a mettre en évidenegistence de générations
spontanées a l'aide de vases clos exposés a la chaleur et guaiembritapparition de
germes. Cela lui valut d’étre membre de la Société Rogald.ondres, puis associé de
'Académie des Sciences. Il était soutenu paffon, mais remis en cause péabbé
Spallanzani(Opuscules de physique animales et végétale, )17qui, en refaisant les
expériences de Needham, n’observait rien qui pourrait ressembler valopgpement
d’« animalcules » aprés avoir fait bouillir les vases clos pendaet heure et en les
«abandonnant a eux-mémesA cette époqud,avoisiervenait de découvrir la composition
de l'air (1774, et Needham s’en servit pour mettre en cause ces cuoatripulations : la
composition de I'air aurait changée pendant cette heure, ce qui eargéthpparition de
germes. Dans le méme tem@sgy-Lussac et Appedppliquérent ces expériences dans un but
domestique et remarquéerent que des substances alimentaires (boeof, poisson, petits
pois) enfermées dans des bouteilles sont bien conservées apres mrotoegt soumis a la
température de l'eau bouillante. Ce sont lesorserves d’Apperst dans lesquelles,
effectivement, on remarque l'absence d’oxygene, donnant raison a Needlzan aqu
limplication de la composition de I'air sur le développement de géioéis spontanées. Ce
fut I'explication acceptée, jusqu’a ce quelle Schwanra remette en cause en reprenant les
expériences de Spallanzani, mais en renouvelant continuellemerdd&ivases grace a un
systeme de tubes, qui apportaient I'air apres qu'il aitl&aéfté a trés haute température. Ses
conclusions furent les mémes que celles de Spallanzani, en prépigal’air chauffé, puis
refroidi, laissait intact un liquide organique précédemment porébudlition. L'absence
d’oxygéne n’était donc pas seul a l'origine de la conservation, ldansonserves d’Appert.
Schwann alla encore plus loin, élargissant ses expérienaeermientation alcoolique, alors
connue : en faisant bouillir de la levure de biére mélangée a duefusmnel’exposant a une
entrée d’air directe pendant un mois, la fermentation avaitHi@ucontre, si cette entrée d’air
apportait de lair «alciné», rien ne se produisait. Cependant, les exigences de stérilité
nécessaires a ces expériences étaient difficiles a tegpeicles conclusions n'allaient donc
pas toujours dans le méme sens et étaient parfois méme coairaslidiéanmoins, la grande
conclusion, tres prudente, de Schwann fut queu la fermentation, comme pour la
putréfaction, ce n’est pas I'oxygene, du moins I'oxygene seul, de lraosgthérique, qui les
occasionne, mais un principe renfermé dans I'air ordinaire et que la chaleur peut détruire
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Bien plus tard, dans les année350, Schroeder et Dusahontrent, par leurs expériences
consistant a amener de l'air filtré par du coton a une pgalablement chauffée et contenant
une substance organique, qu’iky a des décompositions spontanées de substances
organiques qui n'ont besoin pour commencer que de la présence d’oxj@énédande),et
d’autres qui nécessitent des choses inconnues mélées a l'air atmospliériguele biere ou
viande immergée dans l'eau) ».

Louis Pasteyrpour sa part, s'intéressait alors aux fermentations, etwabseie toutes
(visqueuse, lactique, butyrique,...) sont liees a la multiplication e¥étrganisés, comme
dans le cas de la levure de biere, connu depuis 1836. Mais ces coiosiséameuraient
insuffisantes pour répondre a la question de savoir si la présemes @res organisés était
liée a celle de 'oxygene, ou si 'oxygéne était seulememixaitantpour ces germes.

Devant les nombreux travaux plus ou moins contradictoires s’éverti@untndr la preuve
de I'existence (ou de la non-existence) des générations spontahéademie des Sciences
demande efanvier 1860des expériences claires Egsayer, par des expériences bien faites,
de jeter un jour nouveau sur la question des générations spontanées

Pasteuiprésente ses travaux et conclusions sur le sujet8t#set prouve sans ambiguité
la présence de germes dans l'air, qui s’averent étre aiierte ce que I'on croyait étre des
générations spontanées. Pour cela, il décide de s’appuyer surdestibas microscopiques,
bien que controversées, Beuchet(Traité de la génération spontanée, )38siécrivant des
« ceufs de Microzoaires et des spores deCGryptogames dans des poussieres. Pour Pasteur,
ce n'est cependant pas dans la poussiére au repos qu'il convidrdrdeer, mais dans celle
en suspension dans lair. Il récupére donc par filtration sur dandes poussieres de I'air
provenant de la rue, a plusieurs métres du sol. Ses échantillorsoagesalisés avec un trés
faible débit (~1 L mift), pendant 24 heures. Il dissout finalement le coton avec un mélange
alcool/éther et observe les poussiéres de I'air récoltéedcaasgope : plusieurs milliers de
corpuscules organisés sont présents dans I'échantillon, et c’est éanla lpreuve que l'air
transporte des germes microscopiques. lls sont de plus détmiigssgbaleur, comme Pasteur
le montrera, inventant ainsi la célebre méthode de pasteomisat qui permit alors de
comprendre les résultats des expériences menées au siecielepté Epallanzani et
Schwani).

La théorie des générations spontanées tomba donc avec la datmmmsfune des micro-
organismesdorpuscules organisgexistent dans l'air. Il est intéressant de constater egie |
bactéries ont été mises en évidence pour la premiére fole pais de prélevements d’air,
alors que des études portant sur I'aérobiologie restent relaintgneu nombreuses encore
aujourd’hui. Déja a cette époque, Pasteur pensaitgil y aurait un grand intérét a
multiplier les études sur ce sujet et a comparer dans un mémaviee les saisons, dans des
milieux différents a une méme époque, les corpuscules organisésnidésédans
'atmosphére», dans un but surtout sanitaire. Il montra alors que leur nombre efmrie
fonction des conditions : avant/aprés la pluie, temps calme ou agitéujousu encore
distance du sol. Plus proche de notre sujet, il s’intéressa beevetids 1861 aux poussieres
et aux micro-organismes contenus dans le brouillard, montrant lestereoe dans ces
milieux.

Le développement de l'aviation a permis plus tard de réalissrpréléevements a des
altitudes élevées. EIB35, Meierdécrit des micro-organismes cultivés a partir de I'expasitio
a I'air de milieux de cultures, depuis un vol au-dessus du sol subarstiqgi@méricain. Les
prélevements ont été réalisés par I'aviateharles LindberghNewman, en 194&rofite des
vols commerciaux des avions de ligne pour réaliser ses étudesitie¢ également des
micro-organismes depuis des altitudes élevées.

15



Synthése Bibliographique- | - Des micro-organisipasni les aérosols

[.2. Les bioaérosols

[.2.a) Définition

Selon la définition degparticules d'aérosols biologiques primaires(PBAP, pour
primary biological aerosol particles) donnée I@AP-workshop de Genéve en juin 1993
(citée dans Matthias-Maser & Jaenicke, 1)995’agit de particules aériennes solides mortes
ou vivantes, originaires d’organismes vivants. Cela inclut une langengade particules :
virus (~0,005 pm < r < ~0,25 um), bactéries (r > ~0,2 um), algudsaeipignons/levures (r
> ~0,5 um), pollens (r > ~5 um) et débris végétaux et animawestdaitles). lls sont donc
présents sur I'ensemble du spectre de taille des aérosols totaux.

Un apercu de ces bioaérosols observables par microscopie élect@biglagage (MEB)
est donné paWittmaack et al. (2005ffigure 1). lls montrent notamment la présence de
débris végétaux, d’écailles d’insectes, de spores fongiques, tiiéme@t de brochosomes
(produits de sécrétion de certains insectes Hémipteres).

X

.
A 500 nm

w2l

Figure 1 : Différents types de bioaérosols vus au microscéleetronique a balayagé\ et B: Ecailles
d’insectes ;C : Conidie dePenicillium ou d’Aspergillus; D : Conidie deCladosporium herbarumE et F:
Bactéries G et H : Brochosomes Wittmaack et al., 2005

Les bioaérosols sont d’'une grande importance au niveau de la santé heindae
I'hygiéne, souvent facteurs d’allergies (surtout dans le cagaoléens) et d'infections par
inhalation de virus, de bactéries et de spores fongiques. Enfin, coousdenverrons plus
loin dans ce chapitre, certains possédent des propriétés pouvanbmear db possibilité
d’influencer la physico-chimie des nuages.
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[.2.b) Contribution au contenu particulaire total

On peut trouver des bioaérosols sur I'ensemble du spectmde taille des particules
atmosphériques et ils peuvent occuper une place importante. En,alassane zone semi
urbaine d’AllemagneMatthias-Maser & Jaenicke (1998yaluent leur concentration a 1,9
cm® (1,9 x 16 m?®), correspondant & environ 30% du nombre total de particules d’un
diamétre aérodynamique compris entre 0,2 et 10 um, ou encore @ulslume particulaire
total. Une influence anthropogénique sur la masse d’air conduit a unerdaiomede la
concentration en bioaérosoMdtthias-Maser et al., 20D0
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Figure 2 : Distribution du nombre de bioaérosols en fonctitnleur taille.(a) au niveau du sol, a 800 m
d’altitude et dans I'eau de nuage (N&m(b) dans I'eau de nuage et I'eau de pluie (NInlL'unité utilisée en
ordonnée correspond au nombre de particules na#nphr le log de leur rayorPBAP : Primary Biological
Aerosol Particles.Matthias-Maser et al., 20D0

Dans l'eau de nuage méme si leur nombre est environ 10 fois moindre que celui
rencontré a 800 métres d’altitude hors nudigeie 23 respectivemene et A), les particules
biologiques occupent y une place relativement plus importante (25% duentwtddrcontre
14%) (Matthias-Maser et al., 20D0Dans les deux cas, les bioaérosols de la taille des
bactéries (~1 pm) sont les plus nombreux, et leur nombre diminue Rutaille augmente.
Comme pour I'ensemble des particul&glfitz & Kramer, 1987 ils sont moins concentrés
dans l'eau de pluie que dans celle du nuage sous l'effet de laomil{igure 2h
respectivement + e¢). Casareto et al. (199@n dénombrent environ 2 x 1ML dans I'eau
de pluie, ce qui représente entre 23% et 34% du nombre total de parimsblubles. lls
retrouvent essentiellement des bioaérosols de plus de 10 um, trggsépents dans les
gouttelettes de nuage, et provenant par conséquent du lessivage garlla goutte avant
d’atteindre le sol.
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[.2.c) Composition chimique des bioaérosols

Les bioaérosols font partie adarbone organique particulaire non solubledans I'eau.
Différents types de ces particules insolubles présentes’dangde pluie ont été observés par
microscopie a énergie a dispersion des rayons XQaesareto et al. (1996Dans leurs
échantillons, une particule minérale apparait avant tout casgetéar la présence de silice
Si, représentant généralement plus de 50 % de la masse des €dtectes, et d’aluminium
(Al. La présence de phosphore (P) est propre aux particulesifisdsg les bactéries étant
spécifiguement repérées par I'abondance de sodium (Na), en plus du phao#hdCette
technique permet d'établir une signature chimique des aérosolésetda détecter les
différents types de particules et leurs associations (obsenditin pic de Si et de P en cas
d’association entre matériel minéral et biologique par exemple).

1.3. Les méthodes de prélevement utilisées en aérobiologie

Les moyens de prélevement et d’analyses d’échantillons atmosphériques Sonmuxosh
dépendent évidemment de ce que I'on cherche. Ce paragraphe a potifr ddjéonner un
apercu des méthodes existantes utilisées dans différents teanbdrait aux bioaérosols, et
plus particulierement aux microorganismes de l'air et des nuages.

Il est bien sir possible, pour collecter des micro-organismeaiidel’ouvrir une boite de
Pétri contenant un milieu de culture et de I'exposer a I'air,ncerte faisaient les premiers
expérimentateursNewman, en 1948, par exempl€ependant, les probléemes posés par le
caractére passif de cette méthode apparaissent rapidement gvetumature réelle de
'échantillon collecté), la passivité entrainant un manque de isigiNvité et de
reproductibilité des résultats.

I.3.a) Collecte des aérosols secs
[.3.a.(i) Les filtres

Les systemes de filtration de I'air sont couramment utiles®sir sec pour la collecte
d’aérosols, notamment biologiques. lls sont en effet faciles etampi mettre en ceuvre. L'air
est simplement filtré par un filtre placé au travers du flémége par une pompe en aval, dont
le débit est mesuré pour connaitre le volume considéré. Undagteélevement peut étre
placée pour restreindre la gamme de taille des particutes@tonnées (comme une R/
pour ne prélever que les particules d’une taille inférieure a 10 kamature du filtre peut
varier en fonction des analyses que I'on veut effectuer, et ureedargme de matériaux est
disponible. Lediltres en gélatine soluble permettant la mise en culture des échantillons par
étalement apres dissolution du filtreli{chell et al., 1954 ; Timmons et al., 196@taient
surtout utilisés avant que les filtres dibres de verre, acétate de cellulose ou
polycarbonate de porosité définie, n'apparaissent sur le marché (en gén2rali 0,45 pum)
(Durand et al. 2002 ; Radon et al., 2002 ; Harrison et al., 2005 ; Wittmaatk 2009.
Ceux-ci permettent de travailler directement sur le fiirdce aux techniques d’analyse
moléculaires, comme [l'utilisation de sondes marquées (FISldxmmnple) ou I'extraction de
matériel génétique (pour DGGE par exemple). lls peuvent égalenergr@ployées pour la
mise en culture par tamponnage ou apres ringage du filtre, ou encordegoniservations
par microscopie optique ou électronique.

[.3.a.(ii) Les impacteurs

La technique d’'impaction est basée sur le fait que plus une paréistigrosse, plus son
inertie dynamique est importante. Les impacteurs permettent ldorallecte sélective des
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particules d’aérosol en fonction de leur diametre aérodynamigusort souvent composés
de plusieurs étages, pour accéder a plusieurs gammes de taille, et |leattébst dhesuré. Les
systemes classiques de collecte des particules d’aérosohpaction peuvent étre utilisés
pour les bioaérosols, et une téte de prélevement limitant la taille desijeartécupérées peut
étre ajoutée (une PM par exemple).Matthias-Maser & Jaenicke (19P4utilisent un
impacteur a deux étages, pour discriminer les particules de 0,tnad2 pelles de 2 a 10 um.
La surface d’'impaction est une plaque de verre recouverte d’'un mélargjgcérol et d’'une
solution de coloration des protéines, pour la détection des bioaérosols.

Une variante d'impacteur,Andersen du nom de son inventeur, a été décritel8h8
pour la collecte et la détection de la fraction cultivable desasgrganismesfigure 3). La
surface d’'impaction est remplacée par une boite de Pétri cahtanamilieu de culture
gélosé. Les aérosols sont donc prélevés et mis en culture asigraknt, réduisant les
manipulations et le temps de latence des échantillons avantda@mauilture. Les impacteurs
commerciaux de type Andersen sont composeés de un, deux ou six étages.
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(a) (b)
Figure 3 : Impacteur Andersen a 6 étagés. Corps de I'appareil (b) Schéma en coupe montrant les boites de
Pétri disposées sur les 6 étages de I'impactedertedjet de I'air aspiré. Gammes de tailles : étag > 8,2 um;
étage 2:de 5,0a 10,4 um ; étage 3:3,0a6,04tage 4:2,0a3,5um; étage5:1,0a2,0¢tage 6 : < 1,0
pm. Andersen, 1958

Les Andersen sont tres utilisés pour la recherche démctéries cultivables(Bovallius
et al., 1978b ; Jones & Cookson, 1983 ; Shaffer & Lighthart, )1&80Fonstituent aujourd’hui
de véritables références en matiére de préléevement des-onganismes en air sec. lls sont
en effet trés simples d’utilisation, facilement transportalgiel® milieu de culture constituant
les plaques d’impaction peut étre choisi en fonction des besoinsndaepe plusieurs
critiqgues ont été faites et doivent étre signalées. Premeégrte le choc mécanique induit par
le principe d’impaction est un facteur de stress microbien qui pkéter de maniere
importante la cultivabilité, d’autant plus que le débit d’air (et dencitesse d’'impact) est
élevé Gtewart et al., 1995D’autre part, le diamétre de coupure des différents étind
de la distance entre la plaque d’'impaction (le milieu gélodé&grgtée d’air. Une variation de
I'épaisseur de milieu gélosé dans les boites de Pétri peut dduner isfir la gamme de taille
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collectée. Cependant, cela ne semble pas occasionner de difféigmifieative si la distance
entre I'entrée d’air et la surface d’'impaction vaut entre 10efois le diamétre de I'entrée
d’air, ce qui autorise de légeéres variations dans I'épaissesumdieux préparésJpnes &
Cookson, 1988 Enfin, les particules étant dirigées vers les milieux uleue a travers
environ 400 orifices, cela provoque une sous-estimation du nombre de coloremdiau.

En effet, plusieurs micro-organismes peuvent se retrouver supgrpostes proches, sur la
boite de Pétri, et finalement former des colonies confondues. Avec ums@ndie 2 étages,
perforés de 200 trous, dans une atmosphére contenant Z8nmict@-organismes cultivables
par métre cubeThorne et al. (1992pnt par exemple calculé que les boites de Pétri étaient
saturées en seulement 10 secondes.

Apres avoir congu la référence que constitue aujourd’hui I'impaétedersen, la société
americaineAndersen Samplers and Consulting Serdcenté de développer un instrument
capable d’effectuer un suivi temporel des micro-organismes dgAadersen & Andersen,
1962. L’Agar Drum Sampler (figure 4) se compose d’'une sorte de tambour placée dans un
cylindre en métal hermétique sur lequel sont connectées une ehtmée sortie d’air, avec
une bande de milieu gélosé coulée sur le tour sur la faceeexéerLa rotation du cylindre
assure le renouvellement du milieu d'impaction (la gélose), et ddane un suivi de la
concentration en cultivables au cours du temps. La vitesse de révotiutidambour est
adaptable, de 1 minute a 48 heures.

Sortie
Bande gélosée

(b)

Figure 4 : L'Agar Drum Sampler concu pour le suivi temporeb dnicro-organismes cultivables de I'di)
Corps de linstrument, avec I'entrée d’air latératela sortie d’air sur le couvercle, ainsi queptampe et le
moteur entrainant la rotation du cylind(b) Cylindre de collecte enduit de milieu de cultugdogé, montrant,
apres incubation, un prélévement de 26 minutesséédlns une piéce ou ont été aérosolisées dedesetle
Serratia marcescen¢D’apres Andersen & Andersen, 1962

Des inter-comparaisonsmenées avec un impacteur Andersen classique montrent une
efficacité équivalente en terme de nombre total de micro-orgasisunitivables récupéres.
Pourtant, la publication décrivant I'appareil est la seule a notre connaissatioéligei.

Des systemes equivalents, dans lesquels une surface collaptaceta gélose, existent,
notamment pour le suivi de la concentration en pollens.

Le principe dimpaction peut aussi étre exploité avec un brasifraa le flux d’air
provoqué par la rotation remplace alors I'aspiration de la pompeurface d'impaction de
ces instruments peut étre adhésive. Certains modeles sont commerciafisés, celui utilisé
par Katial et al. (1997)pour la récolte de spores fongiques (Rotorod sampler model 85,
Sampling Technologie€alifornie), ou le Reuter Centrifugal Air Sampler (RCS#gt&st),
dont les plaques d’impaction sont des boites de Pétri, employ# @aorgio et al. (1996)
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[.3.a.(ii) Les Impingers

Les Impingers (figure 5, dont le plus commun edtAGI-30 (AGI pour All-Glass
Impinger), sont des systemes en verre spécialement congudapcolecte des micro-
organismes, et plus particulierement les cultivables. L'airr@spbulle » dans un liquide
(eau, liquide physiologique, tampon phosphate...), permettant la collecteleuceur » des
aerosols. Les micro-organismes ainsi collectés sont moassés par le choc mécanique que
peuvent induire les systemes de filtration ou dimpaction, et consemémix leur
cultivabilité (Tyler et al. 1959 Ils sont donc largement utilisé®i(nmick et al., 1979 ;
Terzieva et al., 1996 ; Andreeva et al., 20@lautant qu’ils sont simples d’utilisation et peu

codteux.
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Figure 5 : Schémas d'un Impinger AGI-30 classiqég et du modéle amélioré propo$®.((Lin et al., 1999.

Le principe de I'« impingement » (littéralement « collisigrpese un certain nombre de
problemes. Premierement, I'évaporation rapide du liquide dans lequel cltettés les
echantillons, rendant ces instruments utilisables seulement soudescpériodes de temps.
Pour remédier a celajn et al. (1999)roposent une amélioration du systéme, représentée en
figure 5 Le brassage mécanique et la nébulisation que provoquent les Immpnyersssi
pour effet de fragmenter les cellules. Cela ne cause cependant pas déalinsensible de la
proportion en organismes viabléd®(zieva et al., 1996

Plusieurs études comparativegntre les impacteurs Andersen, les Impingers AGI-30, les
filtres en gélatine et les filtres-membrane ont été @adipour la collecte des aérosols. Dans
les expériences de laboratoire dendholm (1982)avec des souches connues, I'’Andersen
apparait comme le systeme le plus efficace, alors que kijepidonne des résultats peu
satisfaisants, surtout quand les micro-organismes sont assoeiédes petites particules (< 2
pum), que les Impingers echantillonnent difficilement. Une conclusiamptEtement opposée
est donnée a partir d’échantillons réels Paorne et al. (1992)pour qui ce sont 'AGI-30 et
les filtres qui révélent la plus grande efficacité. Il est diamalement difficile de conclure
définitivement quant au meilleur systéme de collecte. Toutefmis,peut avancer que
I’Andersen est moins polyvalent car limité aux micro-organismdsvables, alors que les
Impingers permettent I'étude de la communauté dans son ensemldesparéthodes de
marquage / microscopie ou des techniques de biologie moléculaire.
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[.3.b) Collecte des gouttelettes de nuage

1.3.b.(i) Les string-collectors

Les string-collectorssont des instruments de prélévement passifs congus pour la collecte
de I'eau de nuage. Il s’agit de fils métalliques tendus sur lesqaeléposent les gouttelettes
d’eau, comme la rosée sur une toile d’araignée, avant de s’écoukerudarécipient de
collecte. lls ont notamment été utilisés parzi et al. (1997&tAhern et al. (2006)

Le caractere passif de ces appareils de prélevements conglugt @on sélectivité des
échantillonnages : les gouttelettes de nuages ne sont pas sélesré@Esosols secs de l'air
interstitiel et on ne connait donc pas précisément l'originel’@shantillon (aérosols
interstitiels ou gouttelettes). De plus, le volume d’air échantillonné reddéeirminé. Pour ces

deux raisons, les string-collectors paraissent mal adaptégpaetiegements « propres » d’eau
de nuage.

1.3.b.(ii) Les impacteurs a gouttelettes

Les gouttelettes de nuages peuvent étre récupérées pas dmpacteurs comme celui
décrit parKruisz et al. (1993)figure 6. Il se compose d'un seul étage, et son diamétre de
coupure, pour un débit d'aspiration réglé a 87hh est de 7 um. Il est spécialement dédié
aux prélevements de nuage en conditions météorologiques difficiles (vent fort).

Figure 6 : Schéma en coupe et photographies sur site (cogrssemble opérationnel tige/vase de collecte) de
l'impacteur a gouttelette. (Schéma en coupe d’aldrasz et al., 1998

Les gouttelettes et autres hydrométéores en suspension danglu’anuage sont
sélectivement collectés. lls s'impactent sur la tige de aellet s’écoulent dans le vase de
collecte situé en dessous si la température est suffisamétexdte. Si la température est
inférieure a 0°C, le nuage est en surfusion et les gouttetgitest lors de leur impact dans
linstrument, ou la glace peut étre récupérée pour analysepréd’anotre expérience, un
impacteur de ce type peut permettre de collecter 50 mL (volyppexamatif du vase de
collecte) d’eau de nuage en environ 1 heure 30, si la densité du nuaydfisante. En
moyenne, on peut considérer que de I'ordre de 25 mL d’eau peuvené@ipérés par heure
de prélevement. Ce genre d'impacteur est régulierementéupbisir I'étude de la phase
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aqueuse des nuagelaftler et al., 2001 ; Bauer et al., 2002a, Léflund et al.,)280a servi
aux prélevements réalisés lors de cette these.

Les hydrométéores peuvent également étre ciblés par lestéugsaa bras rotatif dont il
était question précedemmeHltr@mer & Schiitz, 1994
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Il. LE CONTENU MICROBIEN DE LATMOSPHERE

[I.1. Les micro-organismes : des particules comme les autres ?

II.1.a) Aérosolisation et transport

Un grand nombre d’études se sont penchées sur la production d'aérqsais alu
bullage (« bursting bubbles »), lorsque les bulles d’air produites soushages vagues ou
des précipitations éclatent en atteignant la surface de @ume le montre ldigure 7,
deux types de gouttelettes sont formées par le phénomene de bidmgget-drops » et les
« film-drops ». La gamme de taille des film-drops s’éten@,dea plusieurs dizaines de um,
alors que les jet-drops ont classiquement un diamétre d€"1¢&lui de la bulle.

JET
©  DROPS

(a) (b)
Figure 7 : Processus d'aérosolisation consécutif au phénordénbullage.(a) Bulle d'air au contact de la
surface d'un liquide (b) explosion de la bulle au contact de la surfacgéetration de gouttelette&l@nchard
& Syzdek, 1982

Une bulle de 1,7 mm de diamétre génere 10 a 20 gouttelettes de |2na @ diamétre,
dont la moiti€ a moins de 10 um de diametre. Il s’agit donc damece importante
d’aérosols, dont la taille est directement influencée par della bulle. Le nombre de film-
drops augmente avec la taille de la bulle, alors que cel@takgps diminue : une bulle de
0,3 mm de diamétre produit en moyenne plus de 5 jet-drops et auooHuedp, alors qu’une
bulle de 6 mm produit une seule jet-drop et plus de 1000 fiim-d®lpsdhard et syzdek,
1982.

Ces gouttelettes sont formées a partir de la surfacéeae, lou les micro-organismes
(bactéries) sont souvent concentrés, a linterface air-eau.pp®ntaentre la concentration
microbienne mesurée dans les gouttelettes produites et dans le liquide qui Boriggne est
appelé facteur d’enrichissement, facteur de concentration(CF). En laboratoire, il a été
observé que la concentration en bactér@erratia marcescefisaugmentait d’'un facteur 1 a
1000 entre le liquide et les gouttelett&dafichard & Syzdek, 1982 De plus, les petites
gouttes contiennent une plus grande proportion de matiere en provenaaceodehe de
surface, et donc plus les gouttelettes sont petites (rapportesiifatume élevé), plus le CF
est importantf(gure 8 (Hejkal et al., 198D
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Figure 8 : Comparaison entre les facteurs de concentrati®?) @Btenus pour deux souches bactériennes, en
fonction de la taille des gouttes générées pampel(A) Serratia marinorubraet (B) Micrococcus euryhalis
(Hejkal et al., 198

Ce phénomene d’enrichissement a également été mis en évidemideeematurel, a la
surface de la mer, pour les bactéries, mais aussi pour lesAdierset al., 200% (figure 9.

25 25
Stony Brook Harbor
iR | subsurface water -
20 | Dawwaot 20
E 1 L I =
w15 - L 15 _E
e T
W
g 10 o -0 &
8 - L >
m
5 - &
0 0
June - September June-September

Figure 9 : Abondances bactériennéd gauche)et virales(a droite) moyennes dans trois compartiments de
l'interface air-mer : I'eau sub-surfacique, la noicouche de surface de I'eau et I'akll€r et al., 2005%.

Plusieurs parametres peuvent jouer sur le CFD’abord et surtout la composition
lipidique de la paroi cellulaire, qui va déterminer la concentratiocediules a l'interface air-
eau. Plus celle-ci est élevée, plus la cellule aura tendaxdetéer » a la surfaceHgjkal et
al., 1980. Ainsi, 'age de la culture bactérienne utilisée pour les manipulations en
laboratoire est un parametre important, la proportion de lipidesagasoi augmentant avec
celui-ci. De méme, la présence d’'un métabolite secondaire céarpnedigiosine, composé
hydrophobe qui provoque une pigmentation rouge vif, améliore I'aérosolisati@nceédule
d'un facteur 10 a 20. Une souche non pigmentée (sans production de prodigiesie)
marcescengst ainsi moins concentrée dans les gouttelettes que dangde CF < 1), alors
gu’une souche pigmentée y est de 2 a 14 fois plus abondamtge( & Bennett, 1985 Le
CF varie aussi en fonction de l'espece considér®kcrococcus euryhaliset Serratia
marinorubrg par exemple, sont 10 a 100 fois mieux aérosolisés par cette queie
Escherichia coli Bacillus subtilis ou Pseudomonas bathycetesPar conséquent,
I'aérosolisation est différente suivant les especes, et la ciioposiicrobienne retrouvée
dans les gouttelettes aérosolisées ne refléte pas celui du milieu liqueteeasgiia I'origine.
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Ce facteur de concentration fait que le phénoméne de bullage esiwioe gotentielle
importante de micro-organismes dans l'air. Les gouttelettesegmite taille micronique,
peuvent traverser de longues distances sans s’évaporer siditéureste supérieure a 70 %
(Burger & Bennett, 1985 et les micro-organismes qui s’y trouvent peuvent donc rejoindre les
nuages sans subir de dessiccation.

[1.1.b) Association avec des particules

Dans l'air, les cellules bactériennes sont rarement isdiémscinelli & Shulls (1978pnt
observé une corrélation positive entre le nombre de bactérieséesltet la quantité de
matiere particulaire. Cela parait logique dans la mesure bdetéries font elles-mémes
partie de la matiere particulaire de I'air, mais des pefteents permettant la ségrégation des
particules suivant leur diamétre aérodynamigue montrent querndegnaajorité des bactéries
se situe dans la gamme de taille des particules d’un diaswgiégieur a 3 um pour un site
non cotier, et 2,1 um pour les sites cotiers. Cette tadllecgele plus élevée que celle des
bactéries elles-mémes, ce qui montre leur association, commeruardeile voir, entre elles
ou avec d’autres particules de natures diver§gsiré 10 (Lighthart, 1997 ; Shaffer &
Lighthart, 1997. Ce fait a été constatie visu(microscope a dispersion des rayons X) dans
l'eau de pluie, ou la plupart des particules biologiques, comptant eliseméint des
bactéries, sont associées a des particules minétaeargeto et al., 1996

() (b)
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Figure 10 : (a) Agrégat bactérien provenant d'un prélévement apimésque proche de l'océan (MEB). Le
diameétre de cet amas est d’environ 2,8 (bjDistribution relative des particules avec lesquetient associées
les cellules bactériennes dans l'air (en % du nenclar bactéries cultivées dénombrées). Détail pifigrehtes
classes de taillesi(gauchg, et répartition entre les premiéeres classesiles#D < 1,1 um) et les plus grosses
particules (2,1 pm < D < 7,0 ung @roite). (Lighthart, 1997.

Pour Jones & Cookson (1983)34 % des bactéries sont associées a la fraction
« respirable » (par 'Homme) des particules (D < 8 um). €arant les spores fongiques, ce
pourcentage varie suivant les especes, de 56% a 96%.

Les bactéries situées a l'intérieur des grosses parti@d survivraient mieux sur de
longues distances ainsi protégées de la dessiccation et de la lumiere. Ggpiethese,
formulée parLighthart & Kim (1989) expliquerait pourquoi la majorité des bactéries
retrouvées comme étant cultivables (donc viables) sont assoceesiew particules. Cela
sous-entend, a l'inverse, que si une bactérie reste libre (nonéessoane particule) dans
I'air, son temps de survie est raccourci et ne lui permet ppardeurir de grandes distances
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tout en restant viable. En conséquence, elle n'est pas retrouvédedapgilévements
atmosphériques en considérant seulement les micro-organismes cultivés.

Les bactéries colonisent les particules solides qui peuvenémises en méme temps
gu’elles. Dans la mer, leur densité sur la particule estdepgr la diffusion de I'oxygeéne. De
plus, il existe des interactions entre les espéces colongsatnigi peuvent améliorer ou
restreindre la colonisation par chacune des esp€cesdart et al., 2003

Il faut signaler ici que méme si ces études menées se@amontrent que les cellules sont
associées a des particules, les observations microscopiques swanéss de nuage lors de
cette thése ne mettent pas ce fait en évidence.

II.1.c) Propriétés de nucléation

Les aérosols sont a la base de la formation des gouttelettistaux de glace des nuages.
Leur composition joue un réle important sur la température a laglaelhucléation de la
vapeur d'eau en glace est induite. Cette capacité des aéwpsatgr plus ou moins
efficacement comme noyaux de nucléation a I'origine de ladtom de gouttelettesC{oud
Condensation Nuclei, CCN ou de cristaux de glacdcé-Nuclei, IN) représente un
parametre primordial de la microphysique du nuage.

Certaines souches d’espéces bactériennes coBani#lus subtilis (Gram-positive) ou
Escherichia col(Gram-négative) montrent des capac{i&N relativement importantes.ée
et al.,, 2002 A la surface de ces cellules, la vapeur d'eau se condense @mint
déliguescence) a partir d’'une humidité relative (RH) de 85 %eBtret 100 % d’humidité,
la taille de la particule qu’elles représentent est muléghiér 1,34 pouE. coli, et 1,16 pour
B. subtilis sous I'effet de la condensation de la vapeur d’eau. La difféngam@it provenir de
de la composition de la paroi de ces deux types cellulaireseAdBt comparaison, la méme
étude a déterminé un point de déliquescence de RH = 70 % pour les particules de NaCl, et une
taille multipliée par 1,65 entre 70 et 100 % d’humidi®én & Ariya (2006)proposent une
revue sur les CCN organiques et biologiques.

Concernant lesN, plusieurs substances comme liodure d’argent ou la kaolinite sont
connus pour leur efficacité. Concernant les particules biologiqueapéité a agir en tant
gu’IN pour des aérosols issus de végétaux en décomposition a été gacsichnell & Vali
(1972) lls remarquerent que des débris de feuilles pouvaient avoir uivtéa@ une
température de l'ordre de -4°C a -2°C. Il s'agit d'une tempégatlevée quand on considére
gue la nucléation homogéene de I'eau pure en glace a lieu auausede -40°C, et de -15°C
sur un noyau minéralC@asareto et al., 1998De nombreuses études font état de cette capacite,
pour divers types de bioaérosols : polledsfle, 1966, bactéries du sol et de la végétation
(Maki & Wiloughby, 1978; Lindemann et al., 19§2et micro-organismes marins (virus,
bactéries et phytoplanctorp¢hnell & Vali, 197§. Concernant les bactéries, un géne codant
pour une lipoglycoprotéine de la membrane cellulaire extdihaZ() a été identifié. Les
assemblages de cette protéine miment la structure d'utalcde glace, et amorcent le
phénomeéne de cristallisation de I'eau a une température dépendaoé deangement.
L’intégrité structurale seule de la protéine et de ses ligataid Eesponsable de I'activité
glacogéne, une cellule morte est aussi efficace qu’uneesikdnte. Les bactéries haont
toutes des bactéries aérobies Gram négatives et comptenigmihhiles plus actifs que I'on
puisse trouver. On trouve des bactéries” Idans les genreErwinia (espécesananaset
herbicolg, Pantoa (espéceanana3, Pseudomonagespecessyringae et fluoresceny et
Xanthomonag(espécecampestris L'especeP. syringae regroupe la majorité et les plus
actives de ces souches Indl s’agit d’'une espéce phytopathogéne dont la protéine INazZ
favorise le gel de I'eau a la surface de la plante, détériaiast les parois végétales pour
faciliter I'attaque bactérienne. Chez les champignons, I'esipésarium avenaceurs'avere
presque aussi efficace que les bactérie$ (Rauleur et al., 1992 La revue deCochet et
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Widehem (2000%ur I'activité IN des bactéries et la protéine INaZ est a conqdterplus de
détails.

Le rble des bioaérosols dans la microphysique du nuage est sowsatédméme si la
présence de tels noyaux glacogenes n’a pas encore eggnelairobservée dans les nuages.
On peut toutefois s’attendre a les y retrouver comme acteliesy®cage de la formation de
gouttelettes et cristaux dans les nuages.

[1.1.d) Activité métabolique

Plus que de simples particules parmi les aérosols, les mgaoismes ont une activité
propre, qui leur confére la possibilité d’interagir chimiquement dear environnement. |l
faut donc les considérer sur ce point comme des particules aLpartellules, « sacs a
enzymes », constituent de véritables petites usinesadsformation biochimique, dont
I'activité est modulable et adaptable aux conditions du milieu.rbpfidations de la vie dans
les nuages (stresses, physiologie et métabolisme) sont largement abandgdestdpitre 111

Il.2. Aspect quantitatif et facteurs de variabilité

Le sujet des micro-organismes de I'atmosphére est relatitepe documenté et la
bibliographie traite le plus souvent des milieux intérieurs. Enriexte la majorité des
travaux porte sur l'air sec, et le plus souvent a proximité dulLssl.revues dé.ighthart
(1997) et deJones & Harrison (20043onstituent de bons supports bibliographiques sur le
sujet, ainsi que sur les parametres qui peuvent influer sur lencoeh abordant les aspects
guantitatifs et qualitatifs. Pour ce qui est des nuages, les dosoigetrés rares et récentes, ce
qui est certainement en partie di a la difficulté d’échantillonnage. Les gidniie deFuzzi et
al. (1997) Sattler et al. (20019t deBauer et al. (2002aont les seules qui s’y attachent.

[I.2.a) Abondance : méthodes et commentaires

[1.2.a.(i) Cellules totales

L'abondance microbienne dans I'atmosphére est le plus souvent exprimée en cellules
par nt, en air sec, et en cellules par mL dans les nuages etkipifations. Les deux sont
peu comparables, mais il est possible de donner un ordre de grabDdsumstruments,
comme le Gerber PVYM100 installé a I'Observatoire du puy de Démsurent le contenu en
eau liquide (LWC) du nuage et permettent la conversion. On peutestissér grossierement
une valeur en cellules par®m partir de valeurs en cellules par mL quand on sait que le
contenu en eau d’'un nuage varie de environ 0,2 & 0,7.d_enfacteur de conversion varie
donc entre approximativement 5 a 1,5. Pour les précipitations, cettersmn n’est pas
possible.

Les méthodesde dénombrements des cellules totaladilisées sont diverses. Il s’agit
toujours de méthodes de microscopie, aprés marquage des cellulamasaorant ou un
fluorochrome. Ainsi, le marquage spécifique des acides nucléiqueke g2API (4’, 6-
diamino-2-phénylindole) ou l'acridine orange, composés fluorescenescafdnts, est
couramment utilisé et constitue la référence. Ces deux fluorochromesmetient cependant
pas de distinguer les cellules non viables des autres.

La méthode de coloration utilisée et I'expérimentateur sontsdasces de variation
importantes dans les dénombrements cellulaires. Aitgiard et al. (2001¢stiment que la
méthode de marquage est responsable d’écarts de comptages de '@ 88éo pour les
bactéries, et de 15 a 35 % de celui des spores fongiques. De phgsésarts de comptage
imputables a I'expérimentateur restent faibles dans le caspoess de champignons (2 a 12
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%), ils atteignent des valeurs importantes en ce qui concerne les Isa@&xig3 %). Méme si
I'on ne peut pas s’affranchir de ces différences, il est important d’en avoiliemrec

[I.2.a.(ii)  Cellules viables

La viabilité d’'une cellule bactérienne correspond, sdfastgate (1969) (dans Roszak &
Colwell, 1987) a la propriété de se multiplier quand les conditions sont optimiades.
cultivabilité se définit comme sa capacité a se diviser sur un milieultlge;a un instant t,
jusqu'a former une colonie de taille visible. Dans les deux casggfimition est vague,
les « conditions optimales » et le « milieu de culture » @astparamétres variables suivant
les souches. Il n’existe pas de norme au sujet des organismetvabtes », et la
comparaison entre des concentrations en organismes cultivés provénamesidistinctes est
hasardeuse. Le terme de «cultivé » sera donc ici généralgméi@ré a celui de
« cultivable ».

Pendant longtemps, les dénombrements des micro-organismes présentaindans
échantillon se réduisaient a des méthodes culturales, en considérane q€llule
microbienne, si elle est viable, forme forcément une colonie suriligurde culture. Mais
des les années 193Qn@aysi, 1935 ; Jennison, 1937 ; Heinmets et al., 1863)bserve que le
nombre de colonies ne reflete pas le nombre de cellules dénomhréegnoascopie, méme
en phase exponentielle de croissance. Les termes de viablex@tivibles ont pourtant
conservé la méme signification jusqu’au début des années 80, quanehexide cellules
viables mais non cultivablesa clairement pu étre mise en évidence par des mesures de
respiration de cellules privées de nutriments, comparées aux @tiomepar etalements et
par microscopieKurath & Morita, 1983. Les cellules viables non cultivables réduisent leur
activité métabolique, mais elle est conservée pour assuremiesohs vitales (homéostasie,
réparation). La capacité de se diviser, et donc de former une eolesii par contre
temporairement bloquée. Les cellules viables ne se limitent denayxacultivables, et les
VBNC ont été détectées aussi bien dans I'eau douce que les enwisgriganarins et les
sols. Il s’agit donc tres probablement d’'un état trés répandu danwsrdienement, ou les
facteurs de stress sont nombreux. Dans notre problématique, lcdsscebnt a considérer
comme effectives, méme si leur activité est réduite. Cedamnbactéries intactes, détectables
par des mesures de lactivité enzymatique, respiratoire ou phdiésgae, charge
énergétique.... Pour améliorer leur cultivabilité, une courte inmubatn présence de
pyruvate, d'acétate ou d’acide oxalique semble bénéfique. Leundgéeculture oligotrophe
R2A (Reasoner & Geldreich, 1986ontient d’ailleurs du pyruvate en faible quantité. Sur des
bactéries de l'air, la présence de catalase dans le tampmilelte d'impingers ou dans le
milieu de culture augmente de plus de 63 % la capacité dessdldibrmer des colonies en
réduisant le stress di aux oxydants. Cependant, elle n'a pasm’sicthumidité relative est
supérieure a 80-90%Martin et al., 1976 ; Calabrese & Bissonnette, 1990 ; Marthi et al.,
1991), et n'est donc pas utile dans le cas des nuages. La présengmide bu de peptone
dans un milieu améliore aussi la cultivabilité des viables apuesérosolisationHeidelberg
et al., 199). Pour dénombrer I'ensemble des cellules viables, la premiérodeemise au
point fut l'utilisation conjointe d’extrait de levure et d’acidalidixique (méthode appelée
suivant les étudeBirect Viable Count, DVC, ou test d&Kogurg. Le premier composé a un
but nutritif pour stimuler la croissance, alors que le second bliequéplication de ’ADN.
Les cellules conservent donc la capacité de I'ensemble dessguscmétaboliques requis
pour se diviser (synthese d’ARN, de protéines, de la paroi...xéelion de la réplication
de 'ADN. Cela conduit, si la cellule est viable, a une augmientalu volume cellulaire sans
possibilité de division et a une croissance de type filamenkagufe et al. 1979 ; Byrd et al.
1991 ; Wilson & Lindow, 1992 Le dénombrement des grosses cellules se fait par
microscopie optique. Plus récent, GXC marque les cellules dont la chaine respiratoire
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fonctionne, en jouant le r6le de I'accepteur final d’électrons habimin, un mélange de
colorants commercial permettant distinguer les cellules doédjiité membranaire n’est pas
altérée et considérées comme viables, des autres/[Jead BacLight Bacterial Viability
Assay) existe égalemerBdulos et al., 1999 Il s’agit d'une double coloration : un seul des
deux colorants (le SYTO 9, vert) est capable de pénétrer daefiuke si la membrane est
intacte. Par contre, dans le cas contraire, les deux colorantsepérettia cellule apparait
rouge (complexe entre le SYTO 9 et le deuxieme colorant, I'iodure de propidium).

De maniere généralégs milieux de culture couramment utilisés contiennent plus de
1000 fois plus de carbone par unité de volume que I'on peut générakememcontrer dans
la plupart des environnements naturels aquatiques a tendance oligottetfhengy C V)
(Martin & MacLeod, 1983 Pour ces milieux nutritifs se pose donc la question de savoir ce
qui est effectivement cultivé : la population réellement indiglnenilieu prospecté ou une
population transitoire, non adaptée au milieu oligotrophe dans leqaiskedifouve. Pour cette
raison, desmilieux de cultures pour la recherche des organismes oligaiphesont été
développés, notamment pour la recherche des micro-organismes ulgddle (milieu
R2A) ou marins (milieu Difco Marine Agar). lls sont de plus arspltilisés en microbiologie
de I'environnement, et remplacent progressivement les milieua-Buoth (LB) et Trypcase-
Soja (TS). Ces milieux oligotrophes ont été utilisés dans divéseies portant sur des
milieux aquatiques, depuis le brouillarBu@zi et al., 1997 jusqu’a la surface de la mer
(Aguogué et al., 2005et aux glaciers et milieux polaire€Hristner, 2001 ; Foght et al.,
2004 ; Pearce et al.,, 2003Jne alternative couramment employée consiste a utiliser une
formule diluée de milieux classiquesndreeva et al., 20Qlet méme de milieux de cultures
déja oligotrophes (R2A)Hoght et al., 2004 ; Miteva & Brenchley, 2005 ; Tyson & Banfield,
2009.

Etant donnée la variabilité du contenu quantitatif microbien dans(tiai ~16 a ~10
bactéries i et ~1G a ~10 spores fongiques ), il est impossible de donner une valeur
générale d’abondance. Un grand nombre des études se sont penchéesgssiatiens et ses
causes et plusieurs éléments ressortent clairement. D’ab®rcelleles bactériennes totales
sont, sauf exceptions, plus nombreuses que les spores de champignoste Bresdite une
influence des parametres spatiaux (site d’échantillonnagéjdelti et temporels (saison,
moment de la journée) sur le contenu microbien global, auxquelsitslajdes conditions
meétéeorologiques (température, vent, humidité...) et la compositiongienipH, présence de
polluants).

Note : Dans ce chapitre, comme dans I'ensemble de ce manuscrig préeisé a chaque
fois si la valeur donnée concerne les micro-organismes cultivéesdéfaut, il s’agira des
cellules totales, dénombrées par une méthode indépendante des cultures. De lanérag m
si l'altitude du prélévement d’air n’est pas donnée, cela coneepuaar défaut une zone a
proximité directe du sol.

[1.2.b) Variabilité spatiale

[1.2.b.(i) Variabilité horizontale : effet de site

Le choix du site de prélevementcompte pour beaucoup dans les dénombrements
microbiens de I'air. On les regroupe généralement en 3 s|ass@s les latitudes moyennes,
avec des variantes d’appellation : urbains, ruraux et cotiers. Bacss de prélevements
éloignés du sol, on parlera respectivement plutét de masses ddiuence anthropique,
continentale « bruit de fond » et marine. Danstéégeaux let 2 ci-dessous sont rapportées
les concentrations en bactéries et champignons totaux et cul@séséas dans I'air sec, les
nuages et les précipitations (pluie ou neige) pour les différents types de sites.

31



Synthése Bibliographique- II- Le contenu microlden’atmosphére

Echantillon Site d'échantillonnage

Bactéries totales
(Cell m® ou Cell mLY)

Champignons totaux
(Cell m® ouCell mL?Y)

Référence

URBAIN / ANTHROPIQUE

Aérosols Site urbain (Sud de I'Angleterre)

Aérosols Zone de retraitement des déchets, extérieu
Aérosols Zone urbaine, au dessus d'un champ irpgué
des eaux usées (Mexique)

Aérosols Batiments agricoles, intérieur (Danemark,

Suisse, Espagne)

3,2%1D7 x 10
10 - 10
10°- 10

15x10-4,7x168

10°- 1¢

1,1x16-2,0x10

Harrison et al. (2005)
Durand et al. (2002)

Paez-Rubio et al. (2005)

Radon et al. (2002)

RURAL / BRUIT DE FOND

Nuage
Pluie

Mont Sonnblick, 3 106 m a.s.l. (Autriche)
Mont Rax, 1644 m a.s.l. (Autriche)

Neige (manteau) Mont Sonnblick, 3 106 m a.s.l. (ikhe)
Rural (Sud de I'Angleterre)

Mont Rax, 1644 m a.s.l. (Autriche)
Mont Rax, 1644 m a.s.l. (Autriche)

Aérosols
Aérosols

Nuage

Neige (manteau) Mont Rax, 1644 m a.s.l. (Autriche)
Neige (manteau) Montagnes Tateyama, 2 700 m @adon)

7.9x16-2,5x 16 (mLY
6,0x16-1,5x 16 (mL?Y)

9,5x16-1,4 x 16 (mL?Y)
4,2%10,6 x 10
6,708 11,9 x 10

49x16G-8,1 x16(mLY
1,5x16-2,1x 106

2,0x16-3,3x 16 (mLY
6,0 x 16- 2,3 x 16 (mL?)

2,4x16-1,3x 18 (mLY)

1,7x16-3,2x16

1,1 x16-1,1 x 16(mLY)
3,4x16-5,0x 1§

1,5x16- 1,4 x 18 (mLY)

Sattler et al. (2001)
Bauer et al. (2002a)

Sattler et al. (2001)
Harrison et al. (2005)
Bauer et al. (2002a)

Bauer et al. (2002a)
Bauer et al. (2002a)

Bauer et al. (2002a)
Segawa et al. (2005)

COTIER
Pluie 5 Km de la cote (Japon) 8,0x16-1,1 x 16 (mL?Y) Casareto et al. (1996)
Aérosols Site cdtier (Sud de I'Angleterre) 2,8 10,4 x 10 Harrison et al. (2005)

Tableau 1 : Concentrations en cellules bactériennes et fomgitpiales dans des prélevements atmosphériques
(aérosols, nuages et précipitations) pour diffé&rsites, classés par concentration croissanteghawgjue type de

masses d’air.

Bactéries cultivées

Champignons cultivés

Echantillon Site d'échantillonnage (CFU m?) (CFU m?) Référence

URBAIN / ANTHROPISE

Aérosols Urbain, toit d'un batiment (Hong-Kong) / - 2386 Lau et al. (2006)

Aérosols Urbain, 1 a 2 m au dessus du sol d'unéQtegon) 539 - 688 / Shaffer & Lighthart (1997)

Aérosols Proximité d'une aire de retraitement dehets 4 -1640 0-7220 Jones & Cookson (1983)
(Washington)

Aérosols Urbain (Colorado) 13-1880 / Mancinelli & Shulls (1978)

Aérosols Urbain (Marseille) 80-2813 6 - 556 Di Giorgio et al. (1996)

Aérosols  Zone de retraitement des déchets, extérieu 10t- 16 10°- 1¢° Durand et al. (2002)

Aérosols Batiments agricoles (Danemark, Suisseadtsg) 41x10-7,9x10 83x10-4,4x168 Radon et al. (2002)

Aérosols Zone urbaine, 1,5 m du sol d'un chamguéipar 10¢- 10 / Paez-Rubio et al. (2005)
des eaux usées (Mexique)

Brouillard  Brouillard, vallée du Po (ltalie), prawité du sol 143 - 4,7 x10 783 - 3840 Fuzzi et al. (1997)

RURAL / BRUIT DE FOND

Aérosols Rural (Hong-Kong) / 50 - 1540 Lau et al. (2006)

Aérosols Continental (Suéede) 74 - 144 / Bovallius et al. (1978b)

Aérosols Influence continentale (690 m d’altitudiexas) 150 - 1 450 (champignons + bactéries) Fulton and Mitchell (1966)

Aérosols 1-2 m au dessus du sol d'une forét (Ojegon 410 - 665 / Shaffer & Lighthart (1997)

Aérosols Rural, 1-2 m au dessus du sol d'un prég@r) 104 - 711 / Shaffer & Lighthart (1997)

COTIER

Aérosols Site cotier (lle de Porquerolles) (France) 0 - 508 0 - 266 Di Giorgio et al. (1996)

Aérosols Site cotier (Suéde) 39-245 / Bovallius et al. (1978b)

Aérosols Influence maritime (690 m d'altitude, Teka 50 - 700 (champignons+ bactéries) Fulton and Mitchell (1966)

Aérosols Cétier, 1 a 2 m au dessus du sol (Oregon) 91-116 / Shaffer & Lighthart (1997)

Tableau 2 : Concentrations en cellules bactériennes et fomgicgultivées a partir de prélévements
atmosphériques (aérosols et brouillard) pour difiés sites, classés par concentration croissante ghaque

type de masse d’air.
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Plusieurs des travaux présentés ici sont précisément consalxrésodparaison entre
plusieurs sites ou types de masses d’air (la zone traversgaant du point de prélevement).
Il est désormais généralement admis tpge micro-organismes sont plus abondants en
milieu urbain que rural, les plus faibles concentrations &nt observées dans les sites
cétiers. Cependant, 'effet de site a surtout été discuté a parta fitaction cultivée Fulton
& Mitchell, 1966 ; Fulton, 1966b ; Bovallius et al., 1978b ; Di Giorgio et al., 199&ff& &
Lighthart, 1997 et apparaibeaucoup moins clairement au niveau des cellules totalgmour
lesquelles l'effet de site a seulement été abordéHaarison et al. (2005)D’apres leurs
données le nombre de micro-organismes totaux est surtout soumis a dds @bzs
importants dans les sites urbains que dans les autres siteglesvmaxima plus élevés. En
zone non urbaine, cette valeur reste relativement plus constante.

Pour les régions polairesaucune donnée sur les micro-organismes de l'air n’a pu étre
trouvée, mais le nombre de particules d’aérosols mesuré (<i)daisse supposer qu'ils sont
plus rares que partout ailleurs. Les valeurs dans la neige, que Ubegresidérer dans une
certaine mesure comme un prélevement atmosphérique « a retardenmeontrent des
concentrations de I'ordre de 0,2 & 5 X bactéries mL de neige Carpenter et al., 2000

[1.2.b.(il)  Variabilité verticale : influence de l'altitude

Des micro-organismes ont été détectés par culture jusque daresdspherea 77 km
d’altitude, a partir de préléevements réalisés grace a deg(lohsisenetsky et al., 19Y.8Plus
récemment, des organismes cultivables ont été récupérés depréhes a 41 km d’altitude
(Wainwright et al., 2008 A moindre altitude, dans la troposphéreulton (1966akp réalisé
des préléevements en avion et a mesureé les concentrations en bacofr@espgnons cultivés
depuis des prélévements d’air réalisés a trois altitudes (690, £.8@@7%m). Il a montré que
leur nombre diminue généralement avec Ialtitude(de 100 it pour la plus basse & 10°m
pour la plus élevée), et qu'il est beaucoup moins variable a akititele que dans les basses
couches. La concentration bactérienne diminue sensiblement moins rapidgra celle des
champignons, puisque leur proportion passe de 50% du nombre de micro-organismes
dénombrés au plus proche du sol a 90% en haute altitude. La différendianaetre
aérodynamique et donc de vitesse de sédimentation de chaque tyjarealbt sans doute a
I'origine de la différence de profil vertical. Par ailleuess particules et les micro-organismes
sont logiquement plus abondants en dessous des inversions de températudesglls, ces
zones de grande stabilité représentant de véritables barrieresaémination verticale des
aérosols et, par extension, des micro-organismes de l'air. Dansouchecinstable, la
concentration en spores fongiques décroit de fagcon logarithmique'atieade Hirst et al.,
1967a, dans Jones & Harrison, 2004

Au sommet du Mont Rax (Autriche), a une altitude de 1644 Bauer et al. (2002ae
sont intéressés aux cellules totales et ont dénombré badéries i et ~1G spores de
champignons /M. Plus haut, & 5620 m d'altitude, dans la glace d’'un glacier tibé&taimg et
al. (2002)dénombrent de 50 & 410 cellules fidont seulement 0 & 85 mlsont cultivées.
Ces valeurs de concentration en e peuvent pas étre comparées avec celles mesurées
dans l'air, en i1, mais attestent de leur rareté a cette altitude si ondepare avec les
plusieurs milliers par millilitre de micro-organismes retraiae1644, 3106 ou 2700 metres
d’altitude par les équipes dgauer Sattleret Segawaégalement dans la neige (voibleau
1).

On peut signaler la publication dendreeva et al. (2001sur la variation du nombre de
micro-organismes avec l'altitude. Cependant, leur conclusion vauwtassns opposé : leurs
résultats ne montrent pas de différence entre des échantilloestésl& 500 m et a 7000 m
d’altitude, avec de I'ordre de 1CFU m?3. Cette conclusion est trés surprenante, mais aucune
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valeur n’est donnée et les figures présentées en 3 dimensi@wmt guére lisibles. De plus,
cet ordre de grandeur de 1000 colonies par metre cube paraitetrésegl comparaison de
valeurs observées par les autres études.

[1.2.c) Variabilité temporelle

La concentration en bactéries de I'air peut varier trés ragdgroomme le montrent des
prélevements d’air espacés de seulement 2 minutes, qui peuvent d&gétbfférences aussi
élevées que 4100%.ighthart & Shaffer, 1995b Cependant, sur des périodes plus longues,
les grandes tendances temporelles sont gouvernées par la saison et le maarjentrokel

[1.2.c.(i) Variabilité saisonniere

La saison est un parametre qui joue beaucoup sur les abondarmrodsemies dans 'air.
Le minimum est généralement observé en hiver, avec des maxima &é et en automng
comme le montre l&gure 11 Les amplitudes entre les deux extrémes sont trés impatante
suivant les études, la concentration bactérienne dans I'air anefacteur 3 a 100, et le
nombre de spores de champignons est encore plus affecté paotmaidtis avec des écarts
pouvant atteindre un facteur 1000.

1000

100 o

Concentration ((CFU//m?)

ceo

8] Fungi;r2= 077 -
® Bacteria; r’=058 =

1 T T

T T T
Jan Apr Jun Oct Dec
Annual cycle

Figure 11 : Variation annuelle de concentration en bactériemehampignons cultivés, dans une zone urbaine.
(Lighthart, 1997.

Un seul pic d’'abondance bactérienne est le plus souvent observé dags lgovallius
et al., 1978b, Jones & Cookson, 1983 ; Di Giorgio et al., 19886jne sLighthart (figure 17
en fait apparaitre deux dans sa revue, dont la figure est tiM&iglet et al. (1969)Il a lieu
entre avril et octobre, et est d’'une durée plus ou moins longue, appant suivant le site
considéré. Malheureusement, les équipes relatant des variations lemrdieabondance
bactérienne n’ont travaillé que sur la fraction cultivée. Pouspeses fongiques, par contre,
un ou deux pics peuvent étre observés. Par culture, prés de Washiugtes,& Cookson
(1983)remarguent une abondance maximale en septembre-octobre uniquememjuelor
Giorgio et al. (1996)pres de Marseilleobservent en plus un pic en mai-juin. Concernant les
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spores totales Alternaria et de Cladosporium des genres communément retrouvés dans
I'air, Sabariego et al. (200@pient également 2 pics aux mémes périodes, et en novembre et
janvier pour le genr&stilaga Enfin, I'étude des variations saisonniéres du nombre total de
spores fongiques la plus significative est sans doute celk@ati@ et al. (1997)puisqu’elle
porte sur une période de 8 ans. Il apparait dans cette étudecquedatration en spores dans
'air décrit une courbe de forme Gaussienne, centrée sur jwllgt-pour le genre
Cladosporiumet sur septembre poAtternaria.

Les variations annuelles de concentrations en micro-organisme$alasont associées a
des variations de la taille des sources, sous leffet des paesmenétéorologiques
caractéristiques de chaque saison. Il n’y a pas de faitajémééme si la plupart des micro-
organismes sont favorisés pendant la saison chaude, d’autres (tdstilago, par exemple)
préfereront les conditions plus fraiches et seront donc moins abondants en été.

[I.2.c.(i)  Variabilité diurne

Les variations jour/nuit de la concentration en micro-organismes ldanapparaissent
comme trés importantes dans plusieurs études, avevatlsrs plus élevées durant la
journée que pendant la nuit(Lindemann & Upper, 1985 ; Shaffer & Lighthart, 199IZa
figure 12ci-dessous montre la variation moyenne de la concentration &ribacultivees
dénombrées avec un pas de temps de 2 minutes sur une période de ptusieighthart
& Shaffer, 1995h

1500 =
1400 3

300

200

100

Total airborne bacteria (CFU/ m®)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time of day (24 hr clock)

Figure 12 : Dénombrements des bactéries cultivées en été i 4\b sol au dessus d’'une prairie (moyenne sur
15 jours consécutifs). (Résultats damghthart & Shaffer, 1995b, figure tirée de Lighth& Shaffer 1995a

On peut décrire 5 phases, selon les auteurs :

(a) Concentration minimale, observée durant la nuit, inférieure & 50 coloriies m

(b) Pic au lever du jour, qui serait di a la dispersion de la coucideielts formée les
jours précédents quand le temps est sec, sous l'effet du réchauffement du sol

(c) Accumulation dans la couche instable a proximité du sol auurdkela journée, en
dessous d’une couche d'inversion de température, jusqu’a 300 colohies m

(d) Influence de I'apparition d’un vent de mer, moins chargé en bactéries cultivées

(e) Le soir, aprés arrét du vent de mer, diminution progressive et retour au niveau nocturne
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L’alternance jour/nuit peut donc étre responsable de variatbns d’'un facteur 10du
contenu bactérien dans l'air. Mais comme dans le phénoméne de « spore »pl
augmentation brutale et importante (également d'un facteur 10) du eodebrspores
fongiques dans l'air en milieu de journé8ufch & Levetin, 200% les conditions
météorologiques occupent aussi une grande place dans I'explicatioardg®ns a courte
échelle de temps.

D’un autre cotél'effet Iétal du rayonnement solairesur les micro-organismes de l'air a
eté demontré parfong & Lighthart (1997) C’est comme ca que le présentent les auteurs,
méme s’ils n'ont en fait démontré son action seulement sur laahilité. Aprés avoir réalisé
des prélévements d’air pendant la journée, de nuit et par temps counansoleillé, ils ont
exposé les échantillons au soleil de midi avant incubation. Dans chissurcas, une
exposition au rayonnement solaire diminue le nombre de colonies retrodagssles
échantillons. Mais de facon plus précise, la proportion d’organismestarési au
rayonnement solaire est plus importante de jour que de nuit, eintatles valeurs
intermédiaires par temps nuageux. Cela laisse donc supposer quagtmisé’opére par le
biais de I'exposition au soleil : de jour, seules, ou presque, lesibacgant la capacité de
résister subsistent, alors que la nuit une grande partie de laur@ut@ bactérienne est
sensible.

La conclusion de cette étude contredit les variations jour/nuit geéu@ent exposées.
Les concentrations mesurées sont donc finalement décriteemme la résultante des flux
positifs (émission) dus au jour et négatifs (perte de laultivabilité) sous la pression du
rayonnement solaire Si la pression de sélection est supérieure a I'émission, le aafebr
colonies formées a partir de culture de prélevements atmagpdediminue avec le temps.
Ce facteur de sélection augmente donc relativement, on peut le aypmoesc I'altitude. En
effet I'éloignement de la source (le sol) s’accroit aveltitlae et le flux positif de micro-
organismes s’en trouve certainement réduit. De plus, le tempandd tlepuis le sol allonge
le temps d’exposition au rayonnement par rapport a des prélévements réadisgs altitude.

[I.2.c.(iii)  Périodicité globale

En résumé, les variations du nombre de micro-organismes en suspensidiaidaas
proximité du sol, semblent dans tous les cas liées a I'enswileille Lapériodicité est
double : une premiere période d’'une durée de 24 heures, a laquelle ggosep@ne période
annuelle dont le maximum se situe en &tgi(e 13 (Lighthart, 1999.

Summer

T

Congcentration

L Diurnal cycle 4>-| I.q_.
Annual cycle

Figure 13 : Représentation schématique des variations divehesnuelles de la concentration en bactéries
cultivées en air libre L{ghthart, 1999.

Winter

Pour ce qui est de la périodicité annuelle, elle est liemdifinison du soleilflgure 14
par rapport a la Terre, qui détermine la taille des sour@epraduction biologique primaire
étant plus importante en été en raison entre autres de I'emsobgill plus important, les
concentrations en bactéries, organismes détritivores, saprophytes asiteparsuivent la
méme tendance.ighthart, 1999.
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Figure 14 : Représentation schématique expliquant les vanstisaisonnieres d’abondance des bactéries
cultivées en air libre, aux deux périodes extrédms$année, le solstice d'été et le solstice d’hieighthart,
1999.

A ces variations temporelles cycliqgues et périodiques s’ajoutted facteurs
météorologiques, souvent identifiéss comme également quantitativeesinsables des
variations de contenu microbien dans lair. Il s’agit en quelque sbutee autre maniéere
d’aborder la saisonnalité, quand on sait que les saisons présentent chacunetéestiguas
de température, d’humidité et de luminosité qui leur sont propres.

[1.2.d) Facteurs météorologiques

Il a été montré que de maniére générale, les fronts effitteedies masses d’air étaient
des zones de fortes concentrations en micro-organismes, soesdeffa turbulence. D’un
autre co6té, les précipitations qui peuvent survenir dans une masseodida lessiver et font
chuter ce nombreF(lton, 1966} Les caractéristiques météorologiques locales tellesague |
température, la vitesse du vent, I'humidité relative ou encore laigudet lumiere recue,
occupent également une place importante dans I'explication de lant@ation en
microorganismes de l'air.

[1.2.d.(i) Température

De nombreuses études mettent en évidenceateslations entre le nombre de micro-
organismes dans l'air et la température ambianteCe parametre représente certainement la
caractéristique météorologique la plus documentée a ce sujet. €lemmontre Idigure 15
la plupart du temps, la concentration en micro-organismes augmermtdaat@mpeérature,
aussi bien pour les bactérieBi (Giorgio et al., 1996 ; Harrison et al., 2Q00fue pour les
champignonsKatial et al., 1997 ; Sabariego et al., 2000 ; Burch & Levetin, 2002 ; Adhikari
et al., 2009, et ceci de maniere plus flagrante pour les sites continentaux que cotiers.
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Figure 15 : Influence de la température sur la concentratiobactéries dans I'air, pour un site rural (poims)
régression obtenue a partir des données d’'un&iier ligne). Harrison et al., 2005

La méme influence positive de la température sur I'abondance neiorabcultivée a été
détectée dans le brouillard, dans une zone urbaine de ['ltalié&ugar et al. (1997)figure
16). Les variations sont de I'ordre de 1 x*I@llules n? & plus de 5 x T0cellules nT pour
des températures respectives de 5°C et de 10°C.
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Figure 16 : Variations de la températureolrbe, échelle de droitet de la concentration en micro-organismes
cultivés (bactéries + champignonhk)stogramme, échelle de gauchelans le brouillard.Ruzzi et al. 199}

Le contrdle de lI'abondance microbienne dans l'air par la tempérgteumt aisément
s’expliquer par les phénomenes de convection depuis le sol, entraisapartieules et
augmentant ainsi le flux vertical de cellules. Une températlavement tempérée (~15°C)
favorise également souvent la croissance d’'un large éventaiiale-organismes et accroit
donc la taille des sources. Il semble cependant que 'augmerdatianconcentration avec la
température peut ne plus étre vraie lorsque cette dersig®e élevée (> 15°C), et elle peut
alors devenir défavorableRden et al., 1978, Di Giorgio et al., 199&otammentpour
certains genres microbiens comme le champigyatilago (Sabariego et al., 2000

L’influence du rayonnement solaire est peut-étre aussi en danseces dernier cas, car
les hautes valeurs de concentrations en micro-organismes ne sentéebsque pour des
ensoleillements faible@Ruden et al., 1978Une quantité de lumiére importante pourrait étre
liee a la limitation observée pour les plus hautes températures.
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[1.2.d.(ii)  Vitesse du vent

Alors que I'on pouvait s’attendre a la retrouver parmi les parasiégs plus influents, la
vitesse du vent est assemement mise en cause dans les variations observéés vent
souléve en effet les particules et un vent de 5 ‘msuffit & entrainer les spores de
champignons se trouvant a la surface des feuilles d’une canopéeariee,Fxr Marseille (zone
urbaine) et dans sa région (ile de Porquerolles, zone cé@réjprgio et al. (1996pnt pu
mettre en évidence une corrélation positive entre le nombre de micro-argamsltivés et la
vitesse du vent. Une méme constatation a été faite sur la gudatdpores fongiques par
Burch & Levetin en 200Z4figure 17, en relation aussi avec la température et 'humidité

relative.
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Figure 17 : Influence de la vitesse du vent sur la concemtnatin spores fongiques dans I'dufch & Levetin,
2002.

Pourtant, dans de nombreux travaux ou la vitesse du vent est meswiéangiment aux
échantillonnages, aucune relation n'a été détectéreé & Cookson, 1983 ; Fuzzi et al.,

1997; Harrison et al., 2005

[1.2.d.(iil)  Humidité relative et précipitations

L’humidité relative est définie comme le rapport entre la quantité de vapeur d'eau
effectivement présente dans un échantillon d’air sur la quantiténal@ qu’il peut contenir a
une température T. Podatial et al. (1997t Burch & Levetin (2002)la teneur en vapeur
d’eau affecte positivement le nombre de spores fongiques, alors ceiatian est négative
pour Riden et al. (1978)La corrélation est également positive pdancinelli & Shulls
(1978) concernant les bactéries cultivées. L’action de I'humiditedest complexe, et est,
semble t-il, dépendante du groupe microbien considéabdriego et al., 20D0Aucune
conclusion générale ne peut étre donnée de facon définitive quant a spncaffles
influences déterminées dans des études distinctes sont effentivsignificatives, mais de
signes opposes, et l'incertitude demeure.

Quant aux précipitations, il est bien établi que les gouttes de pluie lessivent I'agede
particules. Logiquement, les concentrations en micro-organisnmssl’da diminuent donc
pendant les évenements pluvietrulfon, 1966 Cependant, proche du sol ou au dessus de
la végétation, le nombre de bactéries augmente brutalement au déldyistele de pluie,
certainement car celle-ci disperse la couche de poussiere dépoda surface du sol ou des
feuilles Lindemann & Upper, 1985La méme étude montre qu’un sol mouillé est lié a une
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augmentation du nombre de bactéries dans lair. Cela peut-étre diaitague le
développement microbien est favorisé sur les surfaces moudiéss,que la production et
I'émission de sporesi¢nes & Harrison, 2004Le paramétre « sol mouillé » ou « sol sec »
n’'est pas précisé dans les études dont il était question pour I'témeditive, et il pourrait
étre a l'origine des conclusions variables auxquelles elles aboutissent.

L’influence météorologique sur la charge microbienne de I'siste donc bel et bien,
mais il est difficile de conclure quant a un effet positih@gatif général d’'un parametre. Les
conclusions varient en effet suivant les études : un paramétre i@eatihme hautement
responsable des variations dans une étude ne montrera aucunei@omiélas une autre, et
l'influence peut méme se révéler contraird;ietluence des facteurs météorologiques reste
globalement floue

II.2.e) Caractéristigues chimiques

Quelgues études abordent le probleme de I'abondance des micro-osgadams 'air en
'expliquant aussi par des variables chimigueshikari et al. (2006pnt observé que les pics
de concentration en spores fongiques suivaient ceux d’ozone, apparemmédieffevue la
température, positivement corrélée aux deux parametres.

En 1978, Ruden et abnt montré que les composés organiques peuvent avoir une action
bactéricide importante et donc influer sur le nombre de cellulesnudrées par culture. Plus
précisément, en environnement urbain le nombre de bactéries culiiwé&sr augmente
significativement quand la concentration en JN&ugmente et que celle en NO diminue
(Mancinelli & Shulls, 1978 Méme si les auteurs ne discutent pas la-dessus, ces comgelat
sont peut étre davantage dues a I'effet du rayonnement solailuiSticest élevé, il va en
effet avoir les actions conjointes de réduire,N@ NO (donc N@va diminuer au profit de
NO) et dexercer une action létale sur les cellules. Lescerdrations en cellules
microbiennes cultivées et le rapport NO / N€&e retrouvent donc liées, mais il est plus
vraisemblable qu’elles le sont de maniére indirecte, ces deungiaes étant dépendants du
rayonnement solaire.

Enfin, dans le brouillard, également en zone urbdamepncentration en bactéries est
négativement affectée par l'acidité du milieu et la concerdtion en plomb (figure 18
(Fuzzi et al., 1991

]
w
Pb concentration (mg ')
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Figure 18 : Relations entre la concentration en bactéries spamulantes et le pHej et la concentration en
plomb () mesurés dans I'eau de brouillard en zone urb@nezi et al., 1997

Ces influences du pH et de la concentration en plomb sont surtobtegajaour les
bactéries non-sporulantes, qui doivent se maintenir en activité ne dispasade forme de
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protection Fuzzi et al., 1997 Les organismes sporulants, en dormance, sont peu touchés.
Cela suggere également que I'eau atmosphérique non precipitantee pevieer étre un
milieu ou les cellules peuvent se diviser, mais que la présengpmlidants limite cette
prolifération et donc la concentration cellulaire dans le miliefaut signaler que le lien de
cause a effet entre la composition chimique et microbiologique detelgttes n’est pas
clairement établi, et on pourrait tout aussi bien conclure a uégatation indépendante des
deux paramétres.

[1.2.f) Bilan

L'influence du site et de la période de la journée et de I'anhégualle sont réalisés les
prélevements est donc décisive, et des effets météorologiques|uendes caractéristiques
chimiques viennent s’y superposer. Les parameétres abiotiques irdlualels concentrations
en cellules totales et cultivées dans des prélevements atmqgspkésont récapitulés dans le
tableau 3 La concentration microbienne mesurée a un instant t est léarésutle tous ces
effets, cumulés, chevauchants ou antagonistes, rendant I'analyslordeses complexe et
souvent I'attribution d’'une variation & un parametre isolé plus gu’incertaine.

Paramatre Nombre de cellules o

Totales Cultivées
Site / Influence Urbain plus variable Urbain > Rural > Cétier
Saison ? Eté > Hiver
Jour / Nuit ? Jour > Nuit
Altitude N avec l'augmentation d'altitude ~ avec I'augmentation d'altitude
Température 7 avec la température 2 avec la température
Vent Variable Variable
Humidité relative Variable Variable
Précipitations N quand pluie N quand pluie
Pollution anthropique " N gvec le pH et I’augme_ntation

es polluants anthropiques

Tableau 3 : Récapitulation des influences abiotiques connuegesnombre de cellules totales et cultivées dans
les échantillons atmosphériques.

I1.3. Aspect qualitatif : les groupes microbiens identifiés

Peu d’équipes se sont intéressées a la diversité microbiennairdeal des méthodes
indépendantes de la cultivabilité. Les techniques actuelles de biototgeulaire permettent
par exemple d'établir des empreintes génétiques globales de ldatmp bactérienne.
Difféerentes empreintes peuvent étre comparées entre elles powe Eévolution de la
population {igure 19.
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Figure 19 : Empreinte génétigue ADN de la séquence intergénijtuée entre les genes et rrl pour 2
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Maron et al. (2005pnt effectué des prélevements d’air en zone rurale dans taréegi
Nancy (France) et ont étudié la biodiversité bactérienne pgerfrinting et élaboration
d’'une banque de clones. La diversité apparait élevée, et apres wpmime les signaux
chloroplastiques (32 % des séquences clonées) liés a la présedébridevégétaux, la
population bactérienne se compose comme présenfégien20, ci-dessous

AIpha4)| Sphingomonag%), Rhizobia (4%)|

Beta

* Proteobacteri

60 %
Gam ma—{ Pseudomonag!9%), Xanthomonag4%)

Delta

i BaCte I’OldeteS I Flavobacteria (2%), sphingobacteria (4|%)

* Firmicutes J| Bacillus (9 %)

° AutreS Cyanobacteria, Acidobacteria, Gemmotimonadetes,
Planctomycetacia, Verrucomicrobia, et non idersifi

1)

Figure 20 : Composition de la population bactérienne d’un étihan d’air (d’aprésMaron et al., 2006

La population est trés largemedbminée par les bactéries Gram-négatif464%).
Certains genres sont trés représentés, comme les Gram Rusiiifas, et les Gram négatifs
PseudomonasXanthomonag(genres souvent associés a la végétatiSpjingomonaou
Ralstonia Harrisson et al., (2005)par une méthode moléculaire, identifient également
Bacillus etPseudomonasomme étant les genres dominants.

La faible cultivabilité (~1 %) des bactéries de I'atmosphéere (par erdbn@iorgio et al.,
1996 fait que la diversité évaluée par méthode culturale estdifé&rente des valeurs
obtenues par voies moléculaires. Les milieux de culture influemargemblablement de
facon importante le contenu d’'un échantillon en organismes culthas. les organismes
cultivés, la revue deighthart (1997 )yapporte que 70 & 90% concerne les Gram-positifs, avec
une représentation élevée du gerBacillus Parmi les Gram-négatifs, les genres
Pseudomonagt Xanthomonassont les plus souvent isolés, et représentent respectivement
entre 5 et 10% et entre 0 et 8% de la population bactérienne cultivée.

Les résultats obtenus par culture au cours de cette thése mamgeeobmposition plus
proche de celle donnée ici, obtenue par méthode moléculaire, que des@bélessant aux
cultivables. Les milieux de culture que nous avons utilisés (R2A) paraissent doradlbptés
aux échantillons de nuage. Leleaux 4 et Fecensent les genres bactériens et fongiques
retrouvés dans des échantillons atmosphériques|[isgufglace de glacier d’altitude).
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Phylum Genre (especes) Références |

Actinobacteria Actynomyces [6] i Proteobacteria (Alpha-) Ochrobactrum [16]
Arthrobacter [16], [18] : Paracoccus [11]
Aureobacterium [16] Phyllobacterium  [6]
Brevibacterium [17], [18] Sphingomonas [12]
Cellulomonas [16] Proteobacteria (Beta-) Achromobacter [18]
Clavibacter [16] Acidovorax [6]
Corynebacterium [4], [6], [16], [17] Alcaligenes [16], [18]
Curtobacterium [16] Burkholderia [6]
Methylobacterium [6] Delftia [6]
Microbacterium [16] Neisseria [11]
Micrococcus(dontalbug  [4], [7], [11], [16], [17], [18] Ralstonia [6], [12]
Mycobacteriun(dont [7] Variovorax [6]
luteun) '
Nocardia [18] ' Proteobacteria Acinetobacter [5], [6], [16], [18]

1 (Gamma-)

Propionibacterium [6] Enterobacter [16]
Rhodococcus [6], [16] Erwinia [6]
Streptococcus [11] Klebsiella [16]
Streptomyces [14], [18] Pseudomonas [5], [6], [11], [12], [16],

Firmicutes __ Bacillus(dontalve, 121, 5], 161, (111, [12], [13], © (18]
circulans firmus subtiliy  [15], [16], [17] Rahnella [6]
Aerococcus [11] Serratia [11], [16]
Clostridium [6], [11] Shewanella [6]
Lactobacillus [11] Shigella [6]
Leuconostoc [11] Stenotrophomonas [6]
Listeria [17 Xanthomonas [11], [12], [16]
Pediococcus [11] ' Bacteroidetes Cytophaga [6]
Peptococcus [11] ' Flavobacterium [18]
Peptostreptococcus [6], [11] Prevotella [6]
Sarcina [11] Cyanobacteria Microcystis [6]
Sporobacillus [11] :
Sporosarcina [11]
Staphylococcus [6], [11], [17]

Tableau 4 : Genres bactériens retrouvés dans des échantidtamssphériques (les especes sont précisées quand
elles sont connues). Référencés]:Angulo-Romero et al. (1999) ; [2] Ariya et §2002); [3] Burch & Levetin
(2002) ; [4] Fulton (1966a ; b ; c) ; [5] Fuzzi &t (1997) ; [6] Harrisson et al. (2005) ; [7] Inestetsky et al.
(1978) ; [8] Jones & Cookson (1983) ; [9] Juozadtisal. (1998) ; [10] Katial et al. (1997) ; [11]avicinelli &
Shulls (1978) ; [12] Maron et al. (2005) [13] Newmgl948) ; [14] Radon et al. (2002) ; [15] Sabaviey al.
(2000) ; [16] Shaffer & Lighthart (1997) ; [17] Tgret al. (1993); [18] Zhang et al. (200ZJoutes les études
utilisent des méthodes culturales sgjfet[12]. [18] concerne un glacier d’altitude).

Genre (especes) Références |

Alternaria [1]1, [3], [4], [20], [14], [15] Conyothyrium [4]
Aspergillus(dontduricaulis fischeri fumigatusniger) [41, [5], [7], [8], [9], [14] Curvularia [3]
Cladosporium(dontcladosporioidegt herbarun) [3], [10], [13], [14], [15] Drechslera [3]
Penicillium (dontcanescenscommunechrysogenurdecumbens [41, [5], [9], [14] Eurotium [14]
implicatum notatum oxalicum variabile, spinulosurh ' Fusarium [4]
Candida [5], [9], [14] Hormodendron [4]
Epicoccum [3], [10] ' Mucor [4]
Ustilago [4], [15] Papularia [4]
Pythium [5], [9] ' Papulasporganomata [7]
Phoma [4], [9] ! Pithomyces [3]
Geotrichum 121, 5] ! Pullularia [4]
Aureobasidium [9] Rhizopus [4]
Botrytis [14] » Rhodotorula [5]
Chaetomella [4] 1 Stachybotrys [4]
Chaetomium [4] Tricellula (aquaticg [9]
Circinella (muscag [7] i Trichoderma [4]

Tableau 5 : Genres fongiques (champignons et levures) retodaés des échantillons atmosphériques. Voir la
légende duableau 4pour le détail des références.
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Synthése Bibliographique -llI- Les nuages, un miéatréme pour le vivant

[1l. LES NUAGES: UN MILIEU EXTREME POUR LE VIVANT

L’'eau, sous forme de gouttelettes ou de cristaux dans les nuegesente un lieu ou
peuvent subsister des micro-organismes viables. Le contraireé@rsitrprenant aux regards
des milieux extrémes divers que sont capables de coloniser Iésidgsmet champignons, et
cette présence est aujourd’hui irréfutablement démontrée. Poaldambmbreux facteurs a
effet potentiellement létal pour les micro-organismes sémencontrés avant, pendant et
apres leur intégration dans le nuagePour que les microorganismes soient métaboliquement
actifs dans les nuages, ils doivent résister face a cesgmesabiotiques diverses, et une
certaine sélection pourrait s’opérer par cette voie. Les nuamdsen effet des milieux
toujours acides (pH 2 a 7), tres oxydants, froids et ou les conditiggsgbhimiques sont
extrément variables sur de courtes périodes de temps. Ce ehapitnse les facteurs de
stress que les micro-organismes sont susceptibles de renceritmeg lde leur transit aérien,
depuis l'aérosolisation jusqu’aux conditions du nuage. Il sera essamiell question des
bactéries, car pour la plupart d’entre elles, elles ne prédqrae de forme de résistance leur
permettant de rester « en dormance », a l'inverse de la majoritéatepignons.

Intégration dans

le nuage
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Figure 21 : Schéma récapitulatif des facteurs de stress etodtalité microbienne dans I'atmosphére.
Les différents facteurs de stress que peut rencontrer ok dets de son transit depuis

la zone d’émission jusqu’a sa présence dans le nuage sont régestoridigure 21 lls sont
détaillés un a un dans cette section.
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[11.1. Vie, mort et résistance microbiennes

La revue deRoszak & Colwell (1987kur les états physiologiques des bactéries et leurs
moyens de résistance face aux conditions environnementales comstitben support
bibliographique, intéressant et bien documenté. Elle est paruepgérade ou la distinction
entre cellules viables et cultivables était admise depuis pezg grBapparition de méthodes
d’investigation indépendantes des cultures.

[ll.1.a)Vie et mort microbiennes

Sans rentrer dans des débats philosophiques, il s'agit ici de diem@récisions quant
aux termes de vie et de mort des cellules bactériennes, souliest wbusivement. A la
différence des cellules des organismes eucaryotes pluraedhyl il ne parait pas y avoir de
limitation dans le temps a la vie d’'une cellule bactériennesSplemiéres ont clairement une
phase de sénescence, qui survient aprés un certain nombre de divisibastéiees peuvent
en théorie se diviser indéfiniment si les conditions le permtet@n peut donc en conclure
gue toute bactérie est capable de former une colonie sur un néleséglLa cellule est dans
ce cas dans un état dynamique, se divisant et s’adaptant aux parametres eneirauxepar
des moyens variés (régulation de la synthese d’enzymes, gadsti@ubstrats, détournement
de voies meétaboliques, adaptations physiologiques...). On a longtempsles raisons
pratiqgues en sont sirement aussi la cause, qu’une bactérie e wivétait obligatoirement
une bactérie dans un tel état dynamique. Par opposition, une celapabie de se diviser
était donc une bactérie « morte ». Mais suite a la découverte de I'élatrwim cultivable, les
définitions de vie et surtout de mort bactériennes devenaient doncesréaénort étant un
principe irréversible. Une bactérie non cultivable n’est donc plus actére morte, que I'on
préferera définir comme une cellule pour laquelle la barriereotigue entre le milieu
intracellulaire et le milieu extracellulaire est rompues lgradients ioniques sont donc
détruits, rendant la production d’énergie et le métabolisme compromis de fagersibie.

[1l.1.b)La sporulation

(Voir la revue deRoszak & Colwell (1987pour les références concernant ce paragraphe).

La formation d’'unespore bactérienne est induite par des conditions défavorables
entrainant un stress. Il s’agit d'une forme de résistance dgoslle peuvent s’enfermer et
certains genres bactériens a Gram-positif, comizetobacter Bacillus Clostridium
Myxococcusou Thermoactinomyced.es spores sont des structures extrémemdésngtantes
a la chaleur, a la dessiccation et aux composés chimiquee qui leur permet de perdurer
jusqu'a plusieurs centaines d’années dans I'environnement. Les gellldes en état de
dormance, sont incapables de se diviser, leur contenu en eau e$ailiteés et leur
meétabolisme est stoppé. Elles disposent également de bas niveatlnarge énergique
potentielle (NTPs, pyrimidines nucléotides, acétyl-coenzymeA..ep tellules sporulées
peuvent donc « germer » si des conditions favorables se présentepteadre une activité
normale. Les conditions de germination sont dépendantes de celle sperldation : la
physiologie et la charge enzymatique de la cellule doiveata&taptées aux conditions de
germination, ce qui nécessite qu'elles ne soient pas trop éloigieesonditions de
sporulation, excepté bien sar le facteur qui a conduit a sporuler.

La sporulation est un phénomene progressif, dans lequel il existe un point de non-retour,
a partir duquel la formation de la spore est inévitable. Pouregedas spores nouvellement
formées nécessitent ustress d’activation (lumiere, baisse du pH, chaleur, agents
réducteurs...), et ce méme si les conditions sont optimales. Omfeptéter cela d’'un point

hY

de vue physiologique : un stress indique a la cellule que le milieua qonduit a la
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sporulation a changé, et peut ne plus étre défavorable. La geomirt& spores plus
anciennes ne requiert pas d’activation.

Les spores représentamt moyen de disséminatiordes bactéries par l'air, et elles ont
donc toutes les chances de prendre part a la biomasse des nuages. nCephesiane
présentent pas d'intérét au niveau des interactions micro-organismiieu, puisque leur
meétabolisme est réduit au strict minimum.

[ll.1.c)L état viable non-cultivable (VBNC)

L'état VBNC peut étre induit par des conditions de stres dont le passage brusque
d’'un milieu favorable a un environnement a faibles concentrations eiments, qui
provoque un stress nutritionnel. D’apislson & Lindow (1992) 75 % des cellules viables
qui se développent sur des feuilles de végétaux, donc en présencblee daantités de
nutriments, ne sont plus détectées par culture, apres 3 jours gasséset environnement.
Dans les eaux naturelles, les bactéries cultivables repnésegéteéralement autour de 1 %
environ du nombre total de cellulddussmann et al., 20DP1Le chlore peut provoquer un état
VBNC, ce qui peut induire des résultats faussement négatifs derscontrdles de
contamination Calabrese & Bissonnette, 1990

Kurath & Morita (1983) ont réalisé des dénombrements d’'une souche marine de
Pseudomonasp. par différentes méthodes (cultures, transformation du glit@sa*‘CO,,
et microscopie) aprés avoir placé des cellules cultivées en tioondie privation
nutritionnelle {igure 22.
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Figure 22 : Concentrations en cellules totales, viables etivallles au cours d'une période de privation
nutritionnelle. ) Dénombrements par étalements sur milieu de @lt@r) comptages directs par microscopie ;
(A) nombre estimé par mesure de la respirafit®) (d’aprés<urath & Morita, 1983.

On voit clairement que les dénombrements par culture aboutissent aldass de
concentrations environ 10 fois moindre que celles obtenues par mesuresfarkgion, apres
40 jours de stress nutritionnel. Des cellules métaboliquement astvé®uvent donc sur
'Agar sans former de colonie. Cette réponse au stress nutritianée observé chez de
nombreux genres bactériens, d'affiliations taxonomiques variéeseromonas
Agrobacterium Campylobacter Enterobactey Escherichia Klebsiella Legionellg
Micrococcus PseudomonasShigellg Streptococcugt méme, dans une proportion moindre,
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des organismes sporulants comBeillus (Byrd et al., 1991, et références citées ; Wilson &
Lindow, 1993. L'état VBNC est certainement encore bien plus largemepanci. Il
semblerait que cet état soit commun chez les bactériesnd@denement, et nécessaire chez
les non sporulantes, souvent confrontées a des conditions tres vat@itgsotentiellement
stressantes. D’autres facteurs relatifs au milieu, commeedears anormalement réduites ou
elevées en oxygene, de fortes concentrations en NaCl ou un mélgevétucteur peuvent
aussi étre a l'origine de la perte de cultivabilMaécher et al., 2000 ; Bussmann et al., 32001
De maniere générale, 'ensemble des facteurs de stress peut conduiret ¥ BN €ta

Plusieurs études, domovitsky & Morita (1978)(dansRoszak & Colwell, 198) ont
constaté qu’a la suite d’un stress nutritionnel, des cellules peétrenéncore capables de se
diviser mais sans augmentation de la biomasse, formant de petitdss ovoides. Il s’agit
donc d'unedivision réductive, dans laquelle la taille des cellules est considérablement
réduite apres quelques divisions : des rapports de volumes varibhtad800 ont été décrits.
Méme si le nombre de cellules augmente, I'incapacité a fadescolonies visibles demeure.
Si ces cellules sont replacées sur un milieu plus nutrities eteprennent leur taille
« normale » (habituellement observée en laboratoire). On peut penseitel comportement
est favorisant au niveau sélectif pour des cellules en état migumautritionnel, dans le sens
ou l'augmentation du nombre de cellules accroit les possibilitatisdémination vers des
milieux plus propices au développement.

La signification écologique de I'état VBNCn’est pas claire. Il apparait dans certains cas
gue la perte de la cultivabilité est associée a un dysfonctiomhelmda protection contre les
radicaux libres (catalase) sous l'effet du stress, ce quigereptiue I'ajout de catalase dans le
milieu de culture améliore les résultats (vbi2.a(ii)). Mais I'état VBNC peut aussi étre
interprété comme une forme de défense des organismes non spomtdrgsies conditions
défavorables, qui consacrent leur énergie a se défendre confgedesi@ns extérieures plutodt
gu'a la division cellulaire. Pourtant, des expériences conduites surPsisdomonas
fluorescensmontrent que leur taux de survie dans le sol n'est pas meilleucequedes
cellules cultivablesMlascher et al., 2000

Il est donc finalement évident qu’une partie des cellules nontéétepar cultures restent
viables et conservent une certaine activité métabolique. Elles dqwentcela trouver des
substrats et peuvent par conséquent avoir une influence sur la coompasitnique du
milieu. Il s’agit d’un point & considérer avec attention dans la problématique qui nopg.occ

[1l.1.d)Les ultramicrobactéries

La présence de bactéries hétérotrophes de petite taille a été plusgeorsé en évidence
dans I'eau de mer. EmO65, Anderson & Heffernaisolent des bactéries apres une filtration
sur une membrane de porosité 0,45um, suivie d'une deuxiéme de 0,22 pwrellDes
cultivables ont été retrouvées en aval de la premiere filtration, pentné'gtatimer la taille de
ces microbactéries entre 0,22 et 0,45 um. Elles ont été identi@ese appartenant aux
genreCytophagaFlavobacteriumLeucothrix Spirillum et Vibrio. Torrella & Morita (1981)
ont observé des microcolonies et méme des ultramicrocolonies pasooigie optique. Ces
dernieres, invisibles a I'eeil nu, sont envahies par les coloniegrebaespéces, de taille
classique, qui les « phagocytent », et restent donc indétectablétaleanent sur milieu de
culture figure 23.

48



Synthése Bibliographique -llI- Les nuages, un miéatréme pour le vivant

F{
X .‘.\.‘.r*
L) #

-
. -

Sy
V20 S

(L% S, >y
h e 2 et et o\ S}
NN TR NS A ) A

b a2 Hva 7.
Figure 23 : Photographies de colonies bactériennes isoléesidie mer observées en microscopie optique,
aprés 24 heures d’incubation a 20°8). Deux colonies bactériennes : une colonie decthiflbituelle, en bas a
droite, et une ultramicrocolonie, formée d'ultramisactéries, au centreb)(Contact entre les deux colonies ;
l'ultramicrocolonie est « phagocytée » par la ca@ode cellules « normales ». Taille de la barre #rb.
(Torrella & Morita, 198].

Les microcolonies semblent constituées de cellules dienpetite taille est induite par
un stress nutritionnel, puisqu’elles retrouvent une taille plus commune lorsque les souches
concernées sont incubées sur un milieu plus riche. Par caetra,est pas le cas des
ultramicrobactéries, pour qui la taille n’excéde jamais 0,3 pm. Ces bactérietigéég dans
les dénombrements, sont sirement abondantes dans I'environnemenesaordl a I'aise
avec de faibles concentrations en nutriments. Comme le suggérak & Colwell(1987)
I'acquisition de la petite taille représente sans doute unéggorécoce dans I'adaptation
bactérienne aux conditions oligotrophes. Cette adaptation aux faibtentrations en
nutriments pourrait leur conférer un avantage évident quant au pansivie aérienne et a la
survie dans les nuages.

[1l.2. Facteurs de stress et réponses bactériennes

Le fait qu'un parameétre soit un facteur de stress dépend de bBeedhabituelle de
'organisme. Les stresses sont provoqueés par des variations brutat@sdiions ambiantes,
gui nécessitent une réponse physiologique de la part de la ogllulles subit. Ici sont
discutés les facteurs de stress potentiels que peut rencontigaaiége aérobie depuis son
émission dans l'air jusqu'a sa présence dans le nuage qimsidiverses réponses
physiologiques permettant leur subsistance. Sans rentrer dadgetdgé des réponses
physiologiques, des pistes sont données pour permettre une redbiblidggaphique plus
approfondie.

[1l.2.a)Généralités sur la réponse au stress

Les bactéries semblent capables de produire des réponses adapheepie type de
stress. Mais de fortes similarités existent souvent entreépmnses, et ce paragraphe a pour
but de donner un apergu rapide des processus mis en jeu.
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La cellule doit avant toupréserver son matériel génétiquecontre les agressions
extérieures. Les bactéries disposent donc de systemes deioépetrde protection de 'ADN
(systeme SOS, par exemple) activés en cas de stress. iGaumt-particulierement exprimés
lors d’expositions aux rayons ultraviolets, trés mutagénes et dgeaini@s. La revue de
Foster (2005)raite de ces réponses génétiques aux stresses que peuvent subirries.bacté

Des senseurs des conditions du miliesont nécessaires pour pourvoir répondre de fagon
adaptée aux variations. Les senseurs cellulaires sont des pai#iées sur la membrane
cytoplasmique ou libérées dans le milieu extracellulaire. digtdes parametres physico-
chimique du milieu n’est pas la fonction premiere de ces molécules pilis ou des
protéines-canal peuvent par exemple tenir ce Rtevpury & Goodson, 1999 ; Booth et al.,
2002. Le stress engendre une modification de leur structure strelgont alors plus remplir
leur fonction habituelle. Elles se complexent avec une autre meadéi périplasme, ou de la
membrane cytoplasmique, un médiateur, qui induit une cascade d’imesdgidchimiques a
la suite de cette liaison. lls provoquent des modifications physiologiquegiediff niveaux :
synthése d’enzymes de détoxification et de protection, de prot#apsronnes (qui se lient
et protégent les molécules de la cellule), modifications de Igpasition de la membrane....
Les systémes répondent généralement aux variations du mileulsehodéele présenté sur la
figure 24

Conditions normales Conditions de stress

Senseurs

/ protéiques

Milieu extracellulaire Protéines
déstructurées

Périplasme

Cytoplasme

Activation des génes de résistance."."
(systemes de réparation ADN, synthése dé- .- .
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' protéines de réponse au stress rencpntré ".".

Figure 24 : Schéma modeéle simplifié de la régulation de londp au stress chez les bactéries a Gram négatif.
(D'apresDuguay & Silhavy, 2004

L'information de la variation des conditions extracellulairesdestc transmise jusqu’a
l'intérieur de la cellule. En fin de chaine, une protéine, souvent adpetéer Sigma, va agir
a un niveau transcriptionnel sur I'expression des genes de résistamernés (enzymes de
détoxification, de réparation de 'ADN, pigments...). Les facteugsn& sont nhombreux et
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dépendent de l'affiliation taxonomique de la bactérie et du sterssomtré. lls peuvent
induire I'expression de nombreux genes, comme le facteur SigieaBacillus subtilis
agissant sur la transcription d’'une centaine de gévid&dr et al., 1999 Certains stresses
peuvent induire une réponse equivalente de la part de la cellulacter SigmaB est
impliqué dans la réponse aux stresses thermique, osmotique, ac&boxt La revue de
Duguay & Silhavy (2004)décrit deux exemples d’inductions de réponses existantes chez
Escherichia coli les systemes utilisant les facteurs SigmaE et Cpx comme médiateurs

[1l.2.b)Les différents facteurs de stress rencontrés dans I'atmosphére

[11.2.b.(i)  L’aérosolisation

L’aérosolisation correspond au passage dans l'air depuis une ssol@ge ou liquide.
Des études sur I'aérosolisation de bactéries ont montré qu’efiaindeune diminution de la
cultivabilité. Elle provoque des altérations du nombre de cultivabled’un facteur 100 a
1000 cheCytophaga allerginagKlebsiella planticolaet Serratia marcescen@leidelberg et
al., 1997. Walter et al. (1990pnt aérosolisé des cellules cultivéesPdeudomonas syringae
et Erwinia herbicoladans une serre sous conditions controlées, avant de les colléceragr
un impinger. lls ont pu mettre en évidence l'influence des conditions diiémelative et de
température lors de I'aérosolisation sur la cultivabilité. &2eilest de 35 a 65 fois supérieure
a 12°C et 80% d’humidité par rapport a 27°C et 40% d’humidiéiner (19667ait aussi la
constatation que I'humidité lors de I'aérosolisation favorise la/abitité : 100% des cellules
restent cultivables aprés aérosolisation en présence de 97% ditéyroontre 2% a 40%
d’humidité. Pour de faibles humidités, des composés comme le raffquosee pénétrent pas
a l'intérieur de la cellule, la protegent de I'aérosolisation.

L’efficacité d’aérosolisation est dépendante de la souche considérée, et pourrait méme
dépendre de son état physiologigMécrococcus euryhaligt Serratia marinorubrasont 10 a
100 fois mieux aérosolisés depuis un liquide Epgherichia coli Bacillus subtilis ou
Pseudomonas bathycet& plus, comme on I'a vu précédemmehil(@) Burger & Bennett
(1985)ont montré qu’une souche @&erratia marcescengigmentée était mieux aérosolisée
gu’'une autre souche de la méme espece, non pigmentée. La proportipideie dians la
membrane jouerait donc également un rdle important.

Certaines bactéries pourraient avoir évolué dans le sens ddidiatign de I'efficacité
d’aérosolisation et cela ne constituerait donc pas pour ellesritable stress. Si tel était le
cas, ces bactéries seraient préférentiellement retropeées les cellules encore actives dans
les nuages. Le manque de données quant aux souches présentes dagssesenpermet pas
encore de répondre.

[ll.2.b.(ii) Les oxydants

On trouve dans lair et les gouttelettes de nuages de nombreux oxymlassants
(radicaux libres et ozone) pouvant oxyder le matériel biologiquegdstion des agents
oxydants fait partie « du quotidien » des organismes aérobies. &traison, il s'agit ici
moins d’un stress mais plutdt d’'uhgte permanente Le stress sera occasionné quand les
outils de lutte a disposition a un moment donné ne seront plus suffisauge la cellule
devra adapter sa physiologie sous la contrainte d’'une augmentatlancdecentration en
agents oxydants.

Pour les micro-organismes aérobies, la présence d’oxygeneagstevittant qu’accepteur
terminal d’électrons de la chaine respiratoire. La respiratibactivité métabolique génerent
des composés oxydants toxiques comme les radicaux libres :
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O, + €6 — O, (radical superoxyde)
O, + € = H,0, (peroxyde d’hydrogéne)
H,0, + € = 2 HO (radical hydroxyle)

Pour rester viables en aérobiose, les cellules doivent donc avapdaité de lutter contre
ces agents oxydants, d'autant plus si leur environnement est soumise@soleillement
important (la photochimie produit également de nombreux radicaux)litesr ce faire, les
micro-organismes aérobies disposent d’enzymes, dont les princgmdedessuperoxyde

dismutases (SOD) ou superoxydasegui réduisent le radical £ en peroxyde d’hydrogéne

et dioxygéneles catalasesqui forment de I'eau et du dioxygéne a partir g4 La catalase
KatB de Pseudomonas aeruginosst jusqu’a 250 fois plus exprimée pendant un état de
stress qu’en conditions habituelleéSchsner et al., 2000La protéine OxyR est essentielle
dans la régulation de la synthése de cette catalase. Leugérmle pour cette enzymex¢R

se situe juste en amont de celui de la protéine RecG, une eneyrgépattation de 'ADN.
Méme s'il ne s’agit pas réellement d’'un opéron, les synthéses/R'Glonc de KatB, et de
RecG ont lieu successivement lors du stress oxydatif, pour aslaédtoxifier la cellule des
agents oxydants et réparer 'ADN |ésé par leurs attaques.

Un autre type de peroxydaséss péroxyrédoxines participent a la détoxification de la
cellule contre les peroxydes et hydroxypéroxydes. Elles ne possidede noyaux de type
heme, et leur activité se fait par le biais des cystéinéwventuellement de flavoprotéines.
Poole (2005)es décrit en détail.

On peut également noter qu’il existe gestéines chaperonnegui se lient a la molécule
d’ADN pour le protéger de I'oxydation, et des composés « piegaadiéaux libres, comme
le Beta-carotene3ourmelon et al., 1994

Comme témoins de la nécessité de la lutte contre les ageul@nts pour la survie de la
cellule, on peut signaler gu& aeruginosgossede 3 catalases, codées par 3 genes distincts
(katA katB et katC). Cela représente donc une part relativement importante du géneme de
bactéries aérobies, ce qui témoigne de I'importance de la lutte contre diegtsxy

[11.2.b.(iii) Le rayonnement solaire

Le rayonnement solaire, et plus particulierementdgens ultraviolets, sont bien connus
pour leur effet délétere sur le vivant. Leur courte longueur d’¢hde380 nm) leur confére
une énergie élevée. lls traversent facilement les membraiegaices et atteignent et
endommagent le matériel génétique, provoquant des mutations de I'ADNrédde deux
cytosines consécutives, par exemple) qui peuvent s’avérer létalgsc d’'absorption de
I’ADN se situe aux alentours de= 260 nm. Cette longueur d’'onde est donc tres mutagene et
dangereuse pour les bactéries. Le domaine visible de la lumiereégalement étre
dommageable, dans une moindre mes@eu(melon et al., 1994 Les conséquences de
I'exposition au rayonnement solaire sur une cellule dépend bien $émgs d’exposition et
de la longueur d’onde, mais aussi de l'espece et de I'étatohbyisjue de la cellule
considérée.

Tong & Lighthart (1997)voir 11.2.c) ont observé undiminution de la cultivabilité chez
les bactéries aprés exposition au rayonnement solaire. Limfralet la communauté qui perd
sa capacité a former des colonies est stressée par Exrdusoilaire, mais quant a savoir si la
viabilité est réellement atteinte, cela reste encore a prouver.

La résistance au rayonnement solaiégend en grande partie de I'espece bactérienne
Aguogeé et al. (20059nt analysé la surface marine et sa relation a la lumiere natureielda
microcouche de surface, la zone susceptible d’émettre des mganoigmes par « bubbling »
(voir 11.1.8) et soumise a de forts ensoleillements, il est rapporté 22 %ouwehes tres

52



Synthése Bibliographique -llI- Les nuages, un miéatréme pour le vivant

résistantes, 41 % de moyennement résistantes et seulement 16e¥sihdes. La sensibilité
n’est pas répartie de facon homogene entre les groupes, elgmtras résistantes, 43 % sont
affiliées au groupe des Gamma-Proteobacteria (groupPsisgiomongs 14 % aux Alpha-
Proteobacteria et seulement 8 % de Bacteroidetes. Chaque sauwnheésistance face a la
lumiére qui lui est propredifure 25.
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Figure 25 : Courbes de croissances représentatiges’(ine souche trés sensiblb) @ssez sensiblec)(assez
résistante etd) trés résistante a la lumiére solairkg@ogé et al., 2005

Une autre grande conclusion de cette étédpifgué et a).est, a l'inverse de ce que I'on
pourrait supposer, qu’il n’existgas de relation entre la présence de pigments bactérieets
la résistance a la lumiére de la souche qui les produit. ébdda pourtant en contradiction
avec la capacité de certains pigments a piéger les raditaasz produits par la lumiere
(Gourmelon et al., 1994

Le stress di au rayonnement solaire recu au niveau du sol esélmenrigligeable, et il
lest d’autant moins a haute altitude. L'énergie solaire reduinue avec I'épaisseur
d’atmosphere traversée, surtout pour les courtes longueurs d’ondeks €lJ\gsande partie
absorbées par l'ozone et I'oxygéne atmosphériques avant d’attééndmd. L'intensité du
rayonnement ultraviolet recu a 1000 metres et 3000 metres d’altitude estivespent de 20
% et 50% supérieure a celle mesurée au niveau de laAskev(, 2002. On peut par
conséquent considérer la lumiere comme tres dommageable powrctésds de la haute
atmosphére et dans la partie supérieure du nuage. Dans la patiedbasuage, les micro-
organismes peuvent bénéficier de I'atténuation du rayonnement (ombvegpée par les
gouttelettes et cristaux de glace de la partie supérieure.

[11.2.b.(iv) L’humidité de l'air, la dessiccation et 'osmose

Résister au manque d’eau est une compétence clé pour la survigattaasphere. En
effet, la survie (ou en tout cas la cultivabilité) observédaldéries aérosolisées telles que
Serratia marcescengst significativement supérieure pour les hautes valeurs d’hémidit
comme on vient de le voill(2.b.(i)). De fagon surprenante, la présence de monoxyde de
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carbone CO semble protéger les cellules lors des faiblesirteen humidité, sans que le
phénomene ne soit expliquéighthart, 1972 C’est peut-étre ici simplement I'absence
d’oxygéne qui permet une meilleure résistance a la dessiccstim considére en paralléle
les expériences déentner (1966) une atmosphere de diazote avec 40% d’humidité relative
permet la conservation de la cultivabilité pour 90% des cellutegrec2% seulement dans
I'air pour une méme valeur d’humidité.

Généralement, apres leur aérosolisation, les micro-organgmresrouvent confrontés au
probleme du stress hydrique dans I'ae. déshydratation et la dessiccation entrainent une
mort cellulaire par modification des structures vitales (dénaturations protéiques et
changements de I'état physique des membranes), concentrasioroiigposes toxiques et
rupture de la balance métaboliqueitner, 1965

Les pertes en eau peuvent étre assimilées a un stress osropquant et croissant au
fur et @ mesure du processus de déshydratation. Les celldigsidranes se protégent en
général eraccumulant d’abord le potassium K intracellulaire, puis des composés comme
la proline, la bétaine ou le tréhalos€Kempf & Bremer, 1998 Le tréhalose, disaccharide de
glucose, est souvent impliqué dans la résistance contre le lsyhsgue et la dessiccation,
aussi bien chez les bactéries que chez les champignons, leshiréekt les planteSérg et
al., 2002. Une courte incubation des cellules en présence de tréhalose orbosesavant
leur lyophilisation améliore leur cultivabilité ultérieure, et pétre leur viabilité
(Zimmerman, 1962, Leslie et al., 1995I'utilisation de 100 mM de tréhalose permet de
récupérer par culture jusqu'a 70% des cellules lyophiliséEsctierichia coliet 57% de
celles deBacillus thuringiensiscontre respectivement 8% et 14% en son absence. D’autres
substances sont également connues pour préserver les celluldgogdilasation, comme le
lait écrémé, le saccharose, le glycérol ou encore le ditsatfoxyde. Comme le suggerent
Leslie et al. (1995)la dessiccation revient a retirer les liaisons hydroggoesxistent entre
I'eau et les phospholipides des membranes cellulaires. Ceuxegreeipent alors en paquets,
sous une forme mixte gel/cristal. Lors de la réhydratatiomainsrde ces zones cristallisées
ne reprennent pas leur structure normale, rendant impossibles lgsf®membranaires et
conduisant donc a la mort de la cellule. Les disaccharides mtgiese remplacant
progressivement I'eau dans les liaisons hydrogenes qu’elieafiboravec la membrane,
empéchant le changement de phase de celle-ci. De la mémeranalsieempéchent la
dénaturation des protéines.

En réponse a une variation de la pression osmotlqugux de caroténoidesntégrés
dans la membrane peut aussi étre ajusté par les celluleson€Cées pigments qui ont été
isolés des souches extrémophiles chez les gétakdbacterium Haloferax Micrococcuset
Rubrobacter
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Figure 26 : Effet de la concentration en NaCl sur la productite caroténoides par la souche psychrotrophe
Arthrobacter agilisMB813. Fong et al., 2001
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Certaines souches psychrotrophes, confrtbrobacter agilis peuvent synthétiser ces
pigments de facon graduelle en réponse a une diminution de la pressiotique Fong et
al., 200) (figure 2. Il s’agit également d’'une réponse au froid, comme nous lengeplus
loin. La revue dePotts (1994)constitue un excellent support bibliographique concernant la
dessiccation des procaryotes et les réponses adoptées.

Les exopolysaccharides (EPS)ue peuvent produire certaines bactéries leur procurent
aussi une grande tolérance face a la baisse d’humidité en fotrmansorte de gangue
protectrice. Chez une cyanobactérie terrest®s{oc commune produisant des EPS
extracellulaires, 'activité photosynthétique n’est pas altértéme aprés plusieurs cycles de
déshydratation-réhydratatiomgmaru et al., 2005Chez le genre bactériétseudomonade
groupement de génes algU-mucA-mucB est responsable de la sydithaégmlysaccharides
et d’alginates dans la gestion des stress osmotique et hypeagteecellule $chnider-Keel et
al., 200). Il s’agit d’'une région trés conservée chez les bactéri€sam-négatif, ce qui
suggere son importance capitale dans la survie face a des condéfamerables. Le gene
mucA code pour une protéine transmembranaitecB pour une protéine du périplasme, et
algU pour le facteur sigma AlgU (appelé aussi AlgT, RpoE, antiraigactor MucA ou
encores®?) (un facteur sigma est une molécule qui controle I'expressiongéiess). En
conditions normales, MucA et MucB interagissent et AlgU reste liee a MuicAas de stress
hydrique, le complexe MucA-MucB se dissocie, et AlgU est alors relatgng le cytoplasme
et active la synthese des EPS et d’alginates. L’ensemblesdigots protéines joue donc un
réle de senseur et de régulateur dans la gestion du stress.udrerdétente a également
montré que d’autres genes impliqués dans la réponse au stress hpdugaent avoir été
transmis horizontalement aux bactéries depuis les plantes, cestquinefait trés rare
(Ciccarelli & Bork, 200%. Cela atteste une nouvelle fois de la nécessité pour lexibaale
disposer dans leur génome de protections contre la déshydratation et la til@ssicca

Contre la dessiccatiote fait que les cellules soient isolées est tres défavdeatvonier
& Lindow (2003) ont montré que seules, ou presque, les cellules capables de former
rapidement un agrégat survivent a la dessiccation a la surfdae/éigétation. En effet, alors
gue les cellules solitaires représentent 96 % du nombre totalldieseiables pulvérisées
sur une feuille lors de I'expérience, elles ne sont plus que 35 % @apr&ycle d’exposition a
une faible humidité relative, et moins de 7 % aprés 5 jours de teasge sur la feuille et 3
périodes de dessiccation. En conditions humides permanentes, lisolafesntpas un
désavantagdiure 27).
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Figure 27 : Evolution de la fraction de cellules viables parémat cellulaire aprés pulvérisation d’'une
suspension de cellules sur une feui{l®. En condition humides (temps 04) 3 (), 4 (A), 5] (0) et 7 j
(00)) ; (b) apres des cycles de dessiccation de 8 heures laggmtélévements au temps 3, 4 et 5 jours (temps 0
(A),3j®),4j(),5j(X)et7]®)). (Monier & Lindow, 2003.
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Les cellules regroupées se protégent donc mutuellement da Hessiccationet y
résistent mieux. On a vu dans le chapitre précédent que la plugaliadegries viables
présentes dans I'air formaient des agrégats de cellules. Hafaiagir de la conséquence de
'avantage que leur conféere le regroupement dans la survie faageasiccation. Les cellules
viables incorporées au nuage sont donc sans doute présentes dan® ld'airassus forme
d’amas de cellules, jusqu’a la condensation de I'eau en gouttelettes.

Plus importantes encore que le taux d’humidité lui-méme, ce sdotisses variations
brutales (hausse ou baisse) qui sont létales pour les bawé (Hatch & Dimmick, 1965
Dans le sol, les micro-organismes sont soumis de facon relativdraquente a des périodes
de sécheresse, suivies d’'un épisode pluvieux. Les cellules doiverfafara la baisse brutale
de concentration en solutés (pression osmotique). De plus, I'eau a &naagcvahir
rapidement la cellule, adaptée aux conditions de sécheresse.oldagindoit donc étre
réduite pour prévenir la rupture de la membrane sous I'effda dension engendrée par
l'entrée d’'eau NMorbach & Kramer, 2002 Ces processus de déshydratation-réhydratation
dans le sol sont a I'origine d’'une baisse d’activité métaboliqueealkdes dans les premiéeres
heures suivant la réhydratatiofesaro et al., 2004Le type de stimuli percus par la cellule
n'est pas connu, mais plusieurs hypothéses sont formulées : pressmtigoendommages
de la bicouche lipidique, concentrations en certains ions, force ioniquigrgseaosmotiques
(Morbach & Kramer, 2002 La mortalité sous l'effet a la dessiccation peut encore ét
accentuée par des températures éleveées (45°C par rapport a 25°@g tont montré
Breeuwer et al. (2003jnéme si, précisément au moment de la réhydratation, une téunpéra
supérieure a la température ambiante est plus favorable edadalite la fluidification de la
membranel(eslie et al., 1996

Les gouttelettes de nuages protégent les micro-organismeslekesiacation. Etant moins
exposée au stress hydrique, une cellule rapidement intégréelefamsiages, pourrait
parcourir de plus grandes distances qu’en air sec tout en regthle. Dans ce cas, les
nuages constitueraient une voie de dissémination microbienne impo@apendant, il faut
aussi rappeler que dans un nuage, les gouttelettes s’évaporentetiesgsent constamment
et de facon tres rapide. Une cellule présente dans une goattedttiinsi certainement
soumise a de nombreux chocs hypo- et hyper osmotiques pouvant alteiailgé. 1l est
donc difficile de pronostiquer quant a I'efficacité de transit que pegueprésenter les nuages
par rapport a l'air sec. Mais méme dans le nuage, les agfgaettriens pourraient largement
contribuer a la survie de cellules les plus internes des agrégdtsmant une zone tampon
autour d’elles. Dans nos échantillons, de tels amas cellulairesagpandant pas été mis en
évidence lors des observations microscopiques.

[l1.2.b.(v) Le stress nutritionnel

Le manque de nutriments est un facteur de stress supplémemiginel les micro-
organismes peuvent étre confrontés a l'intérieur des gouttetittemiage. Deux stratégies
peuvent étre adoptées, en fonction des capacités de survieetialéa:dedéveloppement en
présence de faibles concentrationen nutriments, et la réduction temporaire du
métabolisme(VBNC), ou méme son arrét (sporulation). Dans les deux cas, la cellulerdoit ét
capable d’économiser le substrat qui devient limitant pour son développdmaeaéduction
du métabolisme peut se traduire par une perte de la cultivabititéle paragraphe lll.1.a
pour plus de détails.

Des enzymes a haute affinitéigh-binding proteins) sont présentes chez des organismes
se développant en milieu oligotropheoszak & Colwell, 198) Elles sont capables de capter
le substrat présent en faible quantité, et leur existence doisighalée car elles pourraient
intervenir pour la survie dans le nuage.
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1.2.b.(vi) Lacidité du milieu

La résistance aux pH acides est une nécessité pour qu’undebpaigse survivre dans
'eau des nuages. En effet, la dissolution du, @&ns I'eau pure sous l'effet de sa pression
partielle dans l'air conduit a un pH de 5,6, généralement entaissé par les composés
chimiques dissous dans la gouttelette (sulfates, acides organiques...).

Les cellules peuverstadapter de facon progressivé& un milieu acideoutsoumanis &
Sofos, 200)% et cela induit également une augmentation de la tolérateeclzaleur et la
concentration en sels ch&almonella thyphimiriunfLeyer & Johnson, 1993L’effet du pH
est souvent relié a d’autres parametres, comme |'oxygénatides eéponses aux stresses
oxydatif et acide se recoupent donc généralentetainik et al., 2002 Lors de variations
brutales, I'habituation n’est pas possible et on assiste alors hognacide. La cellule doit
alors lutter contre le gradient important de protons généré kentrgoplasme et le milieu
extérieur.

Plusieurs réponses bactériennes peuvent étre apportées lorgpdsitier a un pH acide :
la protection des protéines cellulaires, I'expulsion et I'augate®n de la consommation de
protons et la modification de la composition de la membrane cytoplasmique.

Les protéines de protectionles chaperonnes HdeA et HdeB, forment un hétérodimére a
pH neutre, qui se dissocie a pH acide. Chacune d’entre elle poursasaldixer avec les
protéines de la cellule pour prévenir les attaques aditesH{ et al., 2002

L’alcalinisation du cytoplasme s’effectue par plusieurs moyemsimultanés. D’abord
par expulsion des protonsH®, grace a 'augmentation de l'activité et a la surexpoesdes
ATPases membranaires, pompes excrétrices de prdtons & Quivey, 2004 ; Matsumoto et
al., 2004. Un autre moyen pour les bactéries consisterssommer les acides présentans
la cellule. Le choc acide conduit a l'augmentation de I'exppasgies enzymes du
métabolisme des acides aminés, particulierement des décarlesx@asth et al., 2002 ;
Stancik et al., 2002 Elles expulsent les fonctions acides carboxyliques des aardgss
sous la forme de CQconduisant a une alcalinisation. A cela peut s’ajouter une aszlon
de I'extérieur de la cellule, notamment par consommation de prottmasygoplasmiques. La
cellule modifie donc son pH interne, mais aussi celui de sonoemément direct, réduisant
ainsi le gradient de protons. Le métabolisme des acides organiqumiate et acétate, est
aussi accru a pH acide, le but étant également ici de consdesnienctions acides pour
détoxifier la cellule $tancik et al., 2002

La membrane lipidique de la cellule constitue une véritabledrard protons. Comme
pour I'adaptation aux conditions froidda, composition de la membraneest modifiée en
réponse a une augmentation de I'acidité : la proportion d’acidesngedarés a longue chaine
est augmentée, ce qui accroit la tolérance aux baB@biH et al., 200R Cette acclimatation
ne requiert pas de néo-synthese de protéine, et peut étseeéali a peine 20 minutes chez
Streptococcus mutansoit un temps inférieur a celui de la génératforzp & Quivey, 2001

[11.2.b.(vii) Le froid

Les basses températures sont enfin un facteur de stress asogusbumis les micro-
organismes de la haute atmosphére et des nuages. Il stéghement, avec la dessiccation
rencontrée avant l'intégration dans le nuage, du parameétre lénpitast a I'activité dans le
nuage. Les cellules peuvent étre rapidement portées a des alttutbetempérature avoisine
les 0°C et moins. Le stress di au froid, appeléokl-shock», est provoqué par une
diminution brusque de température. Cela conduit & un « engourdissentenaxcellule :
baisse des activités enzymatiques et ribosomales, diminution ffieitBades systemes de
transports et rigidification des membranes lipidiqu&sa(mann & Marahiel, 1996
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En général, pour une bactérie, un passage brutal de 37°C a 10°C provaétiéotalrde
la croissance et de la synthése de protéines. Aprés le clsgoihi@se de protéines redémarre,
mais il s’agit de molécules différentes de celles produitesitale cold-shock, qui sont
induites par le stress thermique. Les ribosomes pourraient nefgreles senseurs bactériens
de la températureSfaumann & Marahiel, 1996Deux classes de protéines, produites par les
especes bactérienné&scherichia coliet Pseudomonas fragen réponse au froid, ont été
décrites : les CAPLpld-Acclimatation-Proteins) et les CSP ou CIRCpld-Shock ou Cold-
Induced-Proteins). Elles sont respectivement associées a une gimitarite et a une
diminution brutale de la température. Les CSP, celles qui nousgsédt ici, sont de petites
protéines (~7 kDa) qui ont pour action d’améliorer la transcriptiortadilisant le complexe
ARN polymérase-ADN. Elles jouent également un réle sur ldutton, mais leur mode
d’action reste inconnu. Leur durée de vie tres courte a températyenne permet leur
régulation et leur activité stoppe quand les conditions de tempéregdeviennent
« normales ». Ce sont des molécules tres répandues dans le dnovidant : on les trouve
chez les bactéries psychrophiles, mésophiles et thermophiles, les levureapgyoons, les
plantes et les animaux. Leur importance pour la survie est donc évidente.

D’un autre cotéla composition de la membraneest modifi€ée pour accroitre sa viscosité
a basse température. Plusieurs moyens peuvent étre mis en jeu : augmenizjioopetion
de lipopolysaccharides (LPS), réduction de longueur de chainesides gras, augmentation
du branchement entre ces chaines et de leur insaturatgbolrn-Parry, 2002 ; Seshu-
Kumar et al., 2002 L’intégration de pigments caroténoides et de leurs dériyeagyliés
(bactériorubine, par exemple) dans la membrane la stabilisenégal face aux basses
températuresHong et al., 200(figure 29.
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Figure 28 : Effet de la température de culture sur la productie caroténoides par la souche psychrotrophe
Arthrobacter agilisMB813. fong et al., 2001

Il s’agit du méme type de pigments que ceux synthétiségpemse au stress osmotique,
que Fong et collaborateurs (200bnt listés. La structure et les moyens de détection par
HPLC sont également donnés.

Des protéines « anti-gel » existent aussi et peuvent étre synthétisées pour éviter la
formation de cristaux de glace dans la cellule. Elles formestliaisons hydrogene avec les
cristaux de glace pour empécher leur développemeéntarf et al., 1999 Elles sont
spécifiqgues du type de cristal rencontré, et elles sont présehézs les bactéries, les
champignons, les plantes et les animaux. Ce sont des moléculemales, mais une
protéine antigel isolée degseudomonas putidaontre une structure étrangement similaire aux
protéines glacogenes InaZ dont il était question plus haut.
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[11.3. Activité en milieu froid et métabolisme microbien

Le froid est un critére relatif, mais on considére généralemenine température de
moins de 5°C est froide. Cela concerne donc la majeure partienrdnnement terrestre :
90% du volume des océans, et 14 % des surfaces émergées (polegnemramsi que la
haute atmosphére. La température est certainement le parabigtigue le plus limitant
pour l'activité microbienne dans les nuages, mais des organismes toléereitt, lef méme le
requierent, pour pouvoir se développer.

[1l.3.a)Les bactéries psychrophiles

Il existe différents groupes de micro-organismes définis sulgagamme de températures
a laquelle ils se développent. On trouve, par ordre croissant getregore optimale de
croissance : les psychrophiles, les mésophiles, les thermophiéss hetperthermophiles. La
decouverte des psychrophiles a éte faite a partir d’échantillpsissons polaires a la fin du
XIX M siecle. Le terme « psychrophile » est apparu en 1902, et définessairganismes
capables de se développer a basse tempéritarga (1975) devant les utilisations abusives
du terme, précise la définition :

Les vrais psychrophilesont une température de croissance optimale inférieure a 15°C, et
une température minimale qui peut étre inférieure a 0°C. Maiselgeuvent pas se
développer au-dessus 20°C ;

Les organismes psychrotrophegou psychro-tolérants) sont capables de se développer a
basse température, mais leur température optimale de croisstnegpérieure a 20°C. Ce
sont en réalité des mésophiles qui supportent les basses tempéfigiure9.
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Figure 29 : (a) Densités optiques mesurées apres 80 h de cudtudi#férentes températures d’'une souche
psychrophile dé&/ibrio sp. Morita, 1975 ; (b) évolution de la vitesse de croissance avec |péeature chez le
psychrotrophérthrobacter agilisMB813 (Fong et al., 2001
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Logiquement, plus la température s’éloigne de la températuraalptde croissance, plus
'énergie requise pour maintenir une certaine activité augmentgégeral, la synthése de
macromolécules (protéines et acides nucléiques) est bloquée aalr2¥Ssus ou au dessous
des températures extrémes de croissance, mais ce n’est pas une causaitle m

Les psychrophiles ne sont pas rares dans I'environnemernits sont cultivés la plupart
du temps par enrichissement des échantillons avec de faibles caticegten nutriments. De
plus, pour leur isolement, du matériel de mise en culture préaiaht réfrigéré doit étre
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utilisé pour éviter tout choc thermique qui pourrait étre létal. Mdenbreuses études
rapportent I'isolement de psychrophiles et plus encore de psychrotriges les glaciers,
sédiments, zones polaires et océans. Cela concerne au moins sektalmees et les genres
bactériensAchromobacter Arthrobacter Bacillus Clostridium Cytophaga Micrococcus
PseudomonasPsychrobacter Spirillum et Vibrio (Morita, 1975 ; Carpenter et al., 2000 ;
Christner, 2001 ; Junge et al., 2004 ; Groudieva et al., 2004...

Ainsi, dans les lacs antarctiques, par exemple, les micro-orgasisont actifs toute
'année, méme a des températures négatives dans les léss etale facteur limitant le
développement devient la disponibilité de la matiére organigagbburn-Parry, 2002 De
méme, la surface de la neige en haute altitude permet une roatigoli bactérienne rapide
quand une pellicule d’eau liquide est préseBtgawa et al., 2005

Plusieurs études de I'activities micro-organismes psychrophifebasse températuoat
été menées, par mesure soit de la respiration, soit de l'imatiggode composés précurseurs
radioactifs de la synthése d’acides nucléiques et de protéidsucine,®H thymidine,*C
leucine...). Elles tendent toutes clairement a prouver qu’une activité eactemxiste dans la
neige et la glace polaire, a des températures largemenivegdaisqu’a -20°C)Garpenter et
al., 2000 ; Sattler et al., 2001 ; Christner, 2001 ; Junge et al.).A2084sociation avec des
particules semble également favoriser cette activité, atocsire de nombreuses perspectives
guant a I'implication des micro-organismes dans la chimie des nuages.

[11.3.b)Enzymes et basses températures

La psychrophilie et la psychro-tolérance imposent a la cellal@isposer d’enzymes
actives a basse températuBgoudieva et al. (2004)nt pu mettre en évidence l'utilisation de
protéines (lait écrémé, caséine), de lipides (huile d'olive) epalgsaccharides (amidon,
pectine) a 4°C par des souches isolées de glace de mer Arctiglege.c@ncernait
majoritairement des souches psychrotrophes, et dans une moindre, esyrgychrophiles.
lls ont extrait de ces souches unamylase et unp-galactosidase actives a -5°C, et produites
guand la culture est réalisée entre 4 et 10°C, mais pas entr&@®2Ce Il semble donc s’agir
d’enzymes spécialisées dans le métabolisme a basse tampérafigure 30(Hoyoux et al.,
2004)donne un exemple de l'activité d’'une enzyme mésophile (que lagrsgtealifient de
psychrophile) en fonction de la température en comparaison avecdeedon homologue
thermophile (qualifiée de mésophile).
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Figure 30 : Effet de la température sur I'activité catalytiqliane a-amylase psychrophild®§eudoalteromonas
haloplanktis(o) et mésophil@acillus amyloliquefacien@). (Hoyoux et al., 2004

De maniere généralélfyoux et al., 2004 les enzymes adaptées au froid présentent, bien

sOr, une haute activité a basse température, mais ont aussigpméntes raisons uiiaible
stabilité thermique. En effet, pour pouvoir permettre l'activité a basse tempéralare,
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structure des enzymes doit étre modifiée. Ainsi, la principaldifination est effectuée sur la
structure de I'enzyme, qui est déstabilisée. Par rapport a son homategpophile, une
enzyme psychrophile présente site actif de flexibilité et de taille accrues A basse
température, cela facilite 'accés du substrat au sité @eti’enzyme et la libération des
produits. Le reste de la structure de la protéine n'est gén#égat pas modifié. Pour cela, les
interactions ioniques existant dans la protéine sont réduites, en nemkere intensité :
augmentation du nombre de résidus glycines et de I'exposition daugésipolaires
(hydrophobes), et réduction du nombre de résidus prolines et argininegrment des
liaisons hydrogéene.

Cette diminution des liaisons non-covalentes altere égalemehéiarice de ces enzymes
a la température. La malate déshydrogénaséilteo marinusMP-1, par exemple, est stable
seulement entre 0 et 20°C et sa glucose-6-phosphatase est, eligrédedas 26°CMorita,
1975. A la différence des psychrotrophes, qui possédent un large évkataiymes, ou des
enzymes a large gamme d’activité, les organismes psychrophil@isposent pas d’enzymes
moins thermolabiles, et des températures trop élevées ne leur autorisentalorecactivité.

[11.3.c)La multiplication cellulaire dans les nuages

Les nombreux facteurs de stress rencontrés par les microsrganavant I'intégration
dans le nuage et une fois a I'intérieur des gouttelettes sendaeats’opposer a la vie dans
les nuages. De plus, le milieu offert ne sentlpriori pas adapté a accueillir des cellules
vivantes eRuden et abntsuggéré, en 1978, que le milieu atmosphérique ne permettait pas le
développement des micro-organismes. Pourtant, des expériences deilasooat permis de
montrer desl979 (Dimmick et al.)que si les bactéries présentes dans des gouttelettes en
suspension dans lair y trouvaient des nutriments, elles pouvaienmsligplier. Des
conditions optimales étaient fournies aux cellules aérosoliséescddatude : température
optimale de croissance et milieu de culture utilisé pour la fiimmales gouttelettes. En
milieu naturel,Fuzzi et al. (1997pnt observé que les concentrations en micro-organismes en
suspension sont plus élevées par conditions de brouillard, amenant ah&sgate leur
multiplication dans le milieu aqueux offert par les gouttele®ass récemmentSattler et al.,
2001, il a été prouvé que l'eau de nuage pouvait représenter un milieu leiguel les
bactéries sont actives, méme a basse température. Dandeceiége étude, des échantillons
d’eau de nuage ont été collectés a plus de 3000 m d’altitude, enh&ufpuis directement
incubés aprés supplémentation *%hthymidine et'*C leucine, sans addition d’aucun autre
composé. Apres 20 heures d’incubation a 0°C, les composés marquésretrbat€es dans
les cellules. L'intégration de carbone organique (production primpae)les bactéries a
l'intérieur des nuages a été estimée a 1 & 10 Tg'CGela reste relativement peu par rapport
a la production dans les océans, de 'ordre de 45-50 PG Qrais les auteurs mettent déja
en avant l'influence que les micro-organismes pourraient avoir sur la chime aigss.
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[11.4. Eléments de métabolisme microbien

[ll.4.a)Métabolisme central

Le métabolisme représente un enchevétrement complexe de reabtamhimiques
catalysées par les enzymes. Les organismes hétérotropbbesdprélevent 'ensemble de
leurs nutriments depuis leur environnement solide ou liquide, et utiliseggéne de l'air
comme accepteur final des électrons issus de la respiragsncdnposés intermeédiaires du
métabolisme ont été retrouvés dans les nuages, et sont donc petastielutilisés comme
substrats par les cellules. Certaines voies métaboliques occupepliaceeentrale dans la
production d’énergie, comme par exemiglglycolyse, le cycle de Kreb&ppelé aussi cycle
du citrate ou cycle des acides tricarboxyliques TGW)glyoxylate et du pyruvate lls sont
donnés ici a titre de démonstration de la complexité et de Ulipiitité des voies
meétaboliques existantes, et pour faciliter leur consultation, seicedors de la lecture de
cette these. Les composés intermédiaires du métabolisme reicigpi ont été été détectés
dans I'eau des nuages sentourés en rougesur chacune des figures.

Les voies métaboliques qui pourraient étre impliquées sont préspatdesfigures 31 a
34. Elles sont issues de la banque de données métaboliques KEGG, ldmes®EGG
PATHWAY databaséttp://www.genome.jp/kegg/pathway.himCette banque répertorie la
plupart des voies métaboliques connues chez I'ensemble des organisiessemltymes
associées. Il est possible de faire des recherches par orgapmsncomposé impliqué, par
enzyme....

Dans les figures, les numéros encadrés correspondent auxicéfes enzymes, et la
recherche peut s’effectuer a partir de ces références al@asdue. Pour chaque enzyme, de
nombreuses informations sont disponibles, dont la ou les publications de référence.
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Figure 31 : Le cycle de Krebs. Les composés retrouvés danmsuages sont entourés en rouge.
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Figure 34 : La glycolyse et la néo-glucogénése. Les compatésuves dans les nuages sont entourés en rouge.

degradaton
of ketone bodies

i
Dihydrolipoamide

Chaque souche bactérienne dispose d’'un pool d’enzymes qui lui est propre.sviées
généralités existent (les réactions principales sont génmérateconservées) les enzymes
impliquées peuvent varier et les voies annexes ou certaineondaétie inexistantes. Des
investigations sont généralement nécessaires pour détermineoiéss métaboliques dont
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dispose une souche ou une espéce bactérienne. A titre d’exemplegranl’éiude de
Gerstmeir et al. (2003spécifiguement dédiée au métabolisme de I'acétate et gidati@n
chez une espéce bactérien@Gerynebacterium glutamicum

[1l.4.b)Métabolisme des composés en C
[1.4.b.(i)

Les meéthylotrophes sont des micro-organismes dont le métabolisme est basé sur
'assimilation des composés en.Qls ont pour la plupart un mode de vie aérobie strict,
compatible avec les gouttelettes de nuage. Ces sont des micrcsorgaumies répandus dans
'environnement (milieux aquatiques et terrestres) et ils sbmbe grande importance
ecologique dans les zones humides, les riziéres, les toundrasreliéeix marins. On trouve
des méthylotrophes parmi les Alpha-, les Beta- et les GalRroteebacteria et chez les
bactéries a Gram positif. De plus, de nombreux micro-organisomtsdes methylotrophes
facultatifs, et peuvent donc fonctionner sur la base des mémesrasibgue les
meéthylotrophes obligatoires si les conditions le nécessitent et le parinette

Dans un but de production d’énergie, si des composés eplus réduits que le
formaldéhyde sont captés (méthane, méthanol, amines méthyléds, sonti généralement
oxydés en formaldéhyde, puis en formiate et enfin.C© formaldéhyde peut aussi rejoindre
le métabolisme central de la cellule et participer a lth&ge de constituants cellulaires.
Chacun des composés en @nt il est question est évidemment susceptible d’étre prélevé
dans le milieu s’il est présent. Une représentation schémaiémqéeale du métabolisme en C
est présentée eigure 35 Le formaldéhyde tient une place centrale dans ce type de
métabolisme.

Généralités

Méthane

Cytochrome G4
NADH, H*

Méthane Mono-Oxygénase

NAD*
Cytochrome G,

Méthylsulfonate,
Amines méthylées,
CH,Cl,

A 4

Méthanol

Méthylformiate

y NADH, H*
Oxydo-Réducta;

Dismutas NAD®

Cytochrome G,
Méthanol
Déshydrogéna
Cytochrome Gy

Y

o= Formaldehyde Voie de la sérine
GSHNYSH, HO Assimilation
NAD(P) > ; Oxydo-Réducta . .
Defnycérrc;?::eas Voie du ribulose
! : ,H*
W \@ NADH, H monophosphate
H,F, HMPT (RUM P)

ou GSH/MySH
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A\ 4

Co,

_.NAD*
Déshydrogénas

" NADH, H*

Figure 35 : Métabolisme bactérien des composés eat@nzymes impliquées connues.
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Chaque étape de ce métabolisme est détaillée dans laeuitechapitre. Les différentes
enzymes, coenzymes et leurs modes d’action sont décrits, rmatdbolisme en Cpourrait
étre fortement impliqué dans la problématique qui nous occupe.

[ll.4.b.(i)) Oxydation du méthane et du méthanol

Les méthanotrophessont des méthylotrophes capables d’utiliser le méthanecGiime
seule source de carbone. Comme les organismes réducteursale ifearganique et les
cyanobactéries, les méthanotrophes peuvent former des membnar@eytoplasmiques
formés de lipides inhabituels pour des organismes bactériens. Siguanphysiologie,
'arrangement de ces membranes et la voie d’assimilation boreautilisée, deux catégories
de méthanotrophes ont été créées. Les méthanotrophes de typethlyldmonas
Methylococcus Methylobactey incorporent le formaldéhyde par la voie du ribulose
monophosphate (RuMP), ceux du type Methylosinus Methylocysti} par la voie de la
sérine. Lafigure 36détaille 'oxydation du méthane en méthanol;OH, qui est ensuite lui-
méme oxydé en formaldéhyde et rejoint le métabolisme général degatit plus loin.

HCHO

Figure 36 : Voie d’oxydation du méthane en méthanol, puis erméldéhyde.sMMO : méthane mono-
oxygénase solublegMMO : méthane mono-oxygénase particulaiDH méthanol déhydrogénase. (D’aprés
Hanson & Hanson, 1996

L’'oxydation du méthane en méthanolse fait par la méthamaono-oxygenaséMMO)
et nécessite la présence d’'oxygéne, méme si I'enzyme yeésssdnsible. Deux formes de
cette enzyme existent, une forme soluble, la SMMO, et uneefdi®e aux membranes
intracytoplasmiques, la pMMO (pour « particulate » MMO). Seallegrémiére est dépendante
de la présence de NAB&nson & Hanson, 1996

La méthanol déhydrogénase (MDH)intervient ensuite pouoxyder le méthanol en
formaldéhyde. Un cytochrome c est requis comme accepteur d’électrons.

Seuls les méthanotrophes acceptent le méthane comme source bdee.cddes
méthanotrophes psychrotolérants actifs dans des zones froides canmmendra ont été
décrits (Whalen & Reeburgh, 1990 ; Dunfield et al., 1R93ur température optimale se situe
aux alentours de 25°C : entre 0 et 5°C, la vitesse d’oxydation dielMQOr vaut de 10 a 38 %
celle observée a 25°@Mel’chenko et al, 1993Dans le sol, il a été montré que la vitesse
d’'oxydation du méthane par les méthanotrophes est constante enpkl 18,5 et 8. Ces
propriétés rendent le métabolisme méthanotrophe possible dans leketjestt nuages. La
revue deHanson & Hanson (1996gn plus de relater le métabolisme des méthanotrophes,
s’attache également a décrire leur écologie et leur distributionemnslieux naturels.
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[ll.4.b.(iii) Le formaldéhyde

Le formaldéhyde HCHO est un composé tres volatil, dont les somaesires dans l'air
sont l'industrie chimique et la chimie atmosphérique des hydrocarbillirest d’une grande
importance en chimie atmosphérique, ou il est impligué dans de nombréasti®ns
d’'oxydoréduction. Le manque de spécificité des liaisons qu'il foestea I'origine de sa
toxicité élevée : il se lie avec de nombreuses molécules, et promotprament des lésions
de I'ADN, des mutations, et est considéré comme carcinogemeprésente pourtant un
maillon central du métabolisme chez les méthylotrophes, résultant de I'axydatméthanol
et des autres composés en @e les méthylotrophes acceptent (voirfigure 35. La
biodégradation du formaldéhyde présent dans des effluents induatiels concentrations
tres élevées (de l'ordre de 0,05 M) a récemment été rapgiitéa et al., 2006 La vitesse
de dégradation du formaldéhyde apparait comme indépendante deceatration et de la
biomasse bactérienne mise en jeu, mais la présence de<seihlbles intactes est nécessaire
(Hidalgo et al., 200

Quatre devenirs biochimiques sont possibles pour le formaddhyde : I'assimilation, la
dismutation, la réaction avec le méthanol et I'oxydationNotons que les 3 derniéres
réactions, catalysées ici de fagon enzymatique, sont les ngumeeselles induites par la
photochimie.

* Assimilation :

Le formaldéhyde peut étre assimilépar la cellule et participer a la formation des
structures cellulaires. Lesoies cycliques du ribulose monophosphate (RuMP) et de la
sérine peuvent étre empruntées, suivant les soucfigsrd 37 ci-desso)s De maniere
générale, la voie du RuMP est plus efficace et plus couranteeaileede la sérine. Cette
derniere est rencontrée chez les méthanotrophes de type lleztlash méthanotrophes
facultatifs lorsqu’ils se développent en présence de méthdiggifis et al., 19811
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CELL MATEHIAL/

(3HCHO + ATP — GLYCERALDEHYDE-3-PHOS + ADP)

(b) acetykCoA ____, 2 glyoxylate
meL  __— I
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malyl-CoA { 2HCHO >—— l’ STHM
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- NADH+H* HPR
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2-phosphoglycerate —» CELL MATERAL

( 2HCHO + COg + 3ATP + 2NADH — 2-PHOSPHOGLYCERATE
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Figure 37 : Voies d'assimilation du formaldéhyde paj (a voie du ribulose monophosphate (RuMP)atl¢
voie de la sérineSTHM : sérine hydroxyméthyl-transférasédPR : hydroxypyruvate réductaseMTK :
malate thiokinaseMCL : malyl coenzyme A lyase). (D’apré&anson & Hanson, 1996

La voie du RuMP est beaucoup moins codteuse au niveau €nergétiqua gaee de la
sérine: une seule molécule d’ATP est nécessaire pour 3 moléculesndadéhyde dans le
premier cas, contre 3 ATP et 2 NADH dans le second, pour seulemmoié2ules de
formaldéhyde. Dans les deux cas, cela conduit a la formation d’'un corapo&g apres
fixation d’'une molécule de CQlans la voie de la sérine.

e Dismutation :

La dismutation du formaldéhyde en formiate et méthanopeut se faire suivai voies
enzymatiques distinctediqure 39. La premiére met en jeu une oxydoréductase NAD
dépendante. Elle conduit soit a I'oxydation du formaldéhyde en formpiateréduction
simultanée du NAD soit a celle de méthanol, par réduction du NADa seconde voie,
egalement appelée réaction de Cannizaro, est catalyséefpandddéhyde dismutas&éto
et al., 198, et ne nécessite pas la présence de cofacteur. Elle esé ipduia présence de
formaldéhyde dans le milieu.
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NAD* NADH, H*
HCHO + HO s HCOOH Acide formique
HCHO \ » CH,OH Methanol
NADH, H* NAD*

(b) 2HCHO » CHOH + HCOOH

Méthanol + Acide formique

Figure 38 : Voies de dismutation du formaldéhyde en formidtenéthanol, catalysées paa) (une oxydo-
réductase NADdépendante o] la formaldéhyde dismutase.

Adroer et al. (1990pnt mis en évidence cette seconde enzyme dans la biodégradation du
formaldéhyde paPseudomonas putidd.eurs expériences, mettant en jeu des cellules en
croissance en présence de formaldéhyde comme seule sourcendet@nt 3 phases dans le
développement bactérien : (i) une premiére phase exponentielle aditthasellulaire, due a
la toxicité du formaldéhyde, suivie, sans pause, d’'une phase @hodsance exponentielle
des cellules survivantes, et enfin (ii) d’'une phase de dégwaddu formaldéhyde en
formiate et méthanol. lls ont également pu montrer que le farnpetduit est ensuite
préférentiellement dégradé, par rapport au méthanol. Ce dernierépreutréoxydé en
formaldéhyde par la méthanol déshydrogénase.

» Reéaction avec le méthanol :
De maniere enzymatiquée formaldéhyde peut se recombiner avec le méthanglour
conduire a la formation de méthylformiate, suivdiagon & Sanders (1989) dans Delort,
2009 :

HCHO + CHOH — CH;O-CH,OH — CH;O-CHQ
Formaldéhyde + Méthanot ... — Méthylformiate

Les suivis isotopiques par RMNC montrent que le méthanol impliqué dans la réaction
peut provenir de la dismutation du formaldéhyde.

» Oxydation en formiate :

L’'oxydation du formaldéhyde en formiate a lieu dans le cytoplasme, par une enzyme
libre ou liee a la membrane. Il exighusieurs voiespouvant conduire a la formation de
formiate a partir du formaldéhyde. Trois d’entre elles sontitdécdans la revue déorholt
(2002) Elles sont présentées eyure 39

Chacune d’entre elle nécessite la présence d'un cofacteufiquucgui se lie a la (ou
aux) molécule(s) de formaldéhyde, et de NAD(R)a voie HF-dépendante nécessite la
présence de tétrahydrofolate. Elle est surtout présente cheactésies pour qui la voie de la
sérine constitue le moyen d’assimilation du formaldéhyde, edast relativement peu
fréquente. La voie KMPT-dépendante est associée a la présence de déphospho-
tétrahydrométhanoptérine. Elle a été mise en évidence chezdat#éries anaérobies
méthanogenes et sulfato-réductrices et chez certaines Archiadas la troisieme voie,
GSH-dépendante, est de loin la plus répandue, aussi bien chez legeedapié chez les
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levures, les plantes et les mammiféres, le plus souvent pooxifait I'organisme du
formaldéhyde. Elle requiert la présence de glutathion (GSH) ou de mycoiyioH(.

Dans chacun des cas, la réaction d’oxydation est induite paistanlientre le cofacteur et
le formaldéhyde. Cette activation est spontanée dans le cavdie la,F-dépendante. Pour
les deux autres voies, cette liaison est gluthation-dependartecehtaines bactéries, ou
engendrée par des enzymes d’activation chez d’autres (Gluthatione-ddp€@atE ou
H;MPT-dependent (Fae) formaldehyde activating enzyme). Ces eszyhaetivation
permettent aussi de complexer le formaldéhyde libre dandlidecet d’empécher sa liaison
avec des molécules qu'il pourrait endommager.

Dephospho telrahydromethanopterin (H,MPT): Mycothiol (MySH):

Tetranydrofolate (H,F): Glutathione (GSH):

uon,c

\’ﬁ’"" "~y

Hf—dependent H‘MPT-dependent GSH-dependent
pathway pathway pathway
(M. extorquens AM1) (M. extorquens AM1) (P. denitrificans)
Formaldéhyde CH,0 CH,0
HF —— HMPT —_
l spontaneous i Fae
N N'O.CH,=H,F NS N CH,=H,MPT GSCH,OH
NADP* ——— NAD{P)* —— NAD® ———
o] Wan et | B (an) ow «_]] GDFALDH
N NTO-CHE H,F* N, N- CHE H MPT* GSCHO
P "“H Feh "‘°_""*]]' Mch
N'-CHO-H,F N-CHO-H,MPT HO —
» F: __"J';II Ftr/ o —]| FOH
e —-:a Fhs CHO-X hydrolase
At HO — complex
ve 4 (Fho) '
Formiate HCOOH HCOOH HCOOH
NAD® Ji, NAD® - ;I NAD* /i
nie=>] FDH Wi 21 FDH i s==1 FODH
co, co, co,

Figure 39 : Différentes voies linéaires d'oxydation du formétigde cheMethylobacterium extorquesM1 et
Paracoccus denitrificanset leurs cofacteurs associéddtdA : NADP-dependent methylenefPT
dehydrogenase ;Fch: methenyl-HF cyclohydrolase ; Fhs: formyl-HF synthetase ;FDH : formate
dehydrogenase fFae: H;MPT-dependent formaldehyde activating enzymiltdB : NAD(P)-dependent
methylene-HMPT dehydrogenaseMch : methenyl-HMPT cyclohydrolase Ftr : formyltransferase Fhc:
Ftr/hydrolase complexGfa : glutathione-dependent formaldehyde activatingyere ; GD-FALDH : NAD*-
and glutathione-dependent formaldehyde dehydrogena&H : formyl-glutathione hydrolaseX : cofacteur
inconnu. (D’apré¥orholt 2003.

En conclusion, il n’existe pas de voie universelle pour ['utilisationfatmaldéhyde.
Plusieurs voies existent et coexistent souvent dans unemag cellule que ce soit pour
'assimilation du carbone, la production dénergie ou la détoxitinatill est probable
(Vorholt, 2003, au regard de la toxicité du formaldéhyde, que des systemplg@iques
de fixation existent pour réguler son entrée dans la cellule. @¢ @sti & considérer avec
attention car il pourrait réquisitionner une partie du formaldéhydk retndre indisponible a
la chimie des gouttelettes, déplacant ainsi les équilibres réactionnels.
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[l1.4.b.(ilv) Oxydation du formiate

L'acide formique HCOOH est un des maillons des métabolismes du pyruvate, du
glyoxylate, et du métabolisme azoté. Son mécanisme d’oxydati@velisible, par voie
enzymatique par lformiate déshydrogénasgFDH) (voir figure 39 est bien connu et fait
I'objet de plusieurs revues, doRbpov & Lamzin (1994kt Tishkov & Popov (2004)On
trouvedeux familles de formiate déshydrogénasesuivant leur structure quaternaire et la
présence et le type de groupements prosthétigaegremiére, conjuguée au protéines Fe-S
microbiennes, peu résistantes a I'oxygene, est la moins commune. &éedécrite chez des
souches dePseudomonas oxalaticusMethylomonas methilica et Methylobacterium
extorquens La secondeest trés importante chez les méthylotrophes et chez le-mi
organismes aérobies de maniére génédalar(akka et al., 2002t regroupe les FDH NAD
dépendantes. On la retrouve chez des souches des genres bdeséueiasnonadMoraxella,
Paracoccusou encoréMycobacteriumet elle est tres répandue également chez les levures et
les plantes supérieures. La spécificité pour le NAPar rapport au NADP est trés
importante. Les séquences génétiques codant pour les FDH deeses@iiches sont connues
et les numéros d’accessions (EMBL par exemple) sont prgmsdsshkov & Popov (2004)

De méme, cette revue liste les caractéristiques (acspéeifique, ky, Km et température
optimale) de plusieurs FDH retrouvées chez différentes souchémaléries, levures et
plantes.

Le mécanisme réactionnel mis en jeu est le transfert d’unyidnde (H) provenant du
formiate sur le ¢du groupement nicotinamide du NADI a été montré que I'utilisation de
formiate marqué au deutérium, pour I'étude de l'activité enzygueatipar exemple, peut
diminuer par 2 l'activité de la FDH d’une soucheCiendidaet par 3 celle d’'une souche de
Pseudomonasll s’agit d'un point trés important, a signaler dans l'optique d$tigations
avec utilisation de composés marqués. Les FDH sont capables piéaicde nombreux
analogues des substrats avec une affinité plus ou moins importantentsmeilleure que
pour le formiate ou le COeux-mémes. L’affinité pour les nitrates, par exemple, estasie
a celle du C@ Une telle polyvalence a facilité I'étude des FDH par izdaiion de composés
analogues au formiate et au £0

Ces enzymes sont inductibles et peuvent représenter jusqu’a 10-15%tehuqarotéique
total de la cellule, quand elle se développe sur des composés IEATP est un inhibiteur
connu de l'activité des FDH, témoignant de leur implication dansdduction d’énergie.
Quand la concentration en ATP diminue, I'activité des FDH reprend fermiate est de
nouveau oxydé. Cela conduit a la réduction d’'une molécule de*N#sD molécule de
formiate, équivalent de la production de 3 ATP par le biais de la phosphorylation oxydative.

En général, les FDH ont une activité maximale a pH neutre, beetadtDH de la levure
Candida biodinij par exemple, présente une activité constante entre pH 5,2 et pH 11,0. La
baisse d’activité de I'enzyme a pH acide est due a une moirfarééapour le NAD, mais
I'affinité pour le formiate n’est altérée que pour les pH basiques.
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[ll.4.c)Assimilation des autres éléments (N, P, S)

Les composés inorganiques sont nécessaires au développement microbgmmt lls
présents dans les nuages et sont donc susceptibles de participé&abalisme. lls entrent
dans la composition des acides aminés des protéines, des acidéguescldes cofacteurs
enzymatiques, des nucléotides phosphates, etc.

Ce chapitre donne un rapide apercu des moyens dont disposent les bactéries ptemr assimi
I'azote, le phosphore et le soufre, sous leurs différentes formes chimiquesda tappel.

lll.4.c.(i)  Assimilation de I'azote

* Np:

Bien que l'azote soit présent en grande quantité dans l'airp latiNosphérique n’est
accessible quaux bactéries possédant I'enzyme nitrogénaseanol@actéries
(photosynthétiques), Azotobacter Klebsiella Rhizobium (aérobies), Clostridium et
Methanococcuganaérobies). Les autres bactéries utilisent les nitrééasmoniac et les
composés azotés organiques comme source d’azote.

Le N, est réduit en ammoniac avant d’étre incorpore, ce qui néckstligation d’ATP,
suivant la réaction :

Nitrogénase N, +6H +66+ 12 ATP +12HO> 2NH3+ 12 (ADP + B |

La nitrogénase est une enzyme trés sensible a 'oxygene, car eiatcdatmolybdene et
du fer, et elle doit donc étre protégée de I'oxydation.

La métabolisation de N\est peu probable dans I'eau de nuage quand on considere sa faible
solubilité.

* NOs etNG :
L’incorporation des nitrates et des nitrites est classiqueraalisée par les bactéries. Elle
se fait selon :

Nitrate réductaseNO3; + NADPH, H > NO, + NADP' + H,0O
Nitrite réductaseNO, = NH,OH - NH3

Les nitrates représentent une fraction importante du contenu ioniqueiagss, et leur
utilisation dans les gouttelettes par les micro-organismesit sdhan haut intérét
environnemental.

* NHzetNH,':

L’assimilation de I'azote sous forme d’ammoniac ou d’ammoniumaestdins colteuse
en énergie, puisque le composé est déja déshydrogénase, qui fixg BuNk-cétoglutarate
et forme du glutamate. Le glutamate peut a son tour recevoir unphitt former de la
glutamine, ou subir I'action de transaminases pour la synthése des autresraitides a

[ll.4.c.(ii)  Assimilation du Phosphore

Le phosphore est assimilé par la cellule sous forme de phosphategshosphate
inorganiqueP; (PQ,*) est incorporé dans le métabolisme lors de la synthése d’ATP ou de
sucres-phosphates, et il joue un réle important dans la régulatioontda&reux phénomeénes
biochimiques. Les esters organiques de phosphate peuvent égalemetilisisegrace a des
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phosphatases libérant le Bhez les bactéries a Gram négatif, des phosphatases sont présentes
dans le périplasme.

[ll.4.c.(iii) Assimilation du soufre

Le soufre peut étre assimilé a partir de la cystéine ¢ deethionine présentes dans le
milieu, mais ce sont plus les interactions sulfates-bactguiesous intéressent ici. En effet,
les sulfates représentent une grande part des ions solubles damesaauages, leur origine
est clairement anthropique. Les sulfa®®,” peuvent étre réduits en sulfites S@ar
utilisation de 2 molécules d’ATP et d’une molécule de NADPH,gtiis en HS avant d’étre
incorporés dans les acides aminés soufrés. En anaérobiose, t&@gedaulfato-réductrices
utilisent le sulfate comme accepteur terminal des électroie spiration anaérobie. Il est
alors réduit en b5.

[1l.4.d)La spectroscopie par RMN et I'étude du métabolisme

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire est un sudidiaté a I'étude du
métabolisme cellulaire. En effet, elle a I'avantage, contrerdg aux autres techniques
analytiques couramment utilisées (spectrométrie de massenatographie) de ne présenter
aucuna priori et de ne pas étre invasive. Elle permet donc I'analysetdasomenes vivo
et leur suivi au cours du temps. Cependant, elle est moins sensiblesgtechniques
précédemment citées, ce qui limite son utilisation a des igatistns du métabolisme sur des
expériences de laboratoire, dans lesquelles la concentration en substrat@Egustete.

L’abondance naturelle proche de 100%Hufait de laRMN du proton la technique la
plus sensible : elle ne requiert pas de marquage des moléculesstEileantitative, mais la
faible gamme de résonance des protons (~15 ppm) peut conduire a dpesitipes de pics.

De plus, la présence d’eau en grande quantité engendre un signal ipoitpeut s’averer
génant et masquer les signaux aux alentours de 5 ppm.

La RMN du *3C ne présente pas ces problémes : sa gamme de résonance s'étend sur
environ 250 ppm. Par contre, 'abondance naturelle de cet atome (€l1p&ymet pas de le
détecter a faible concentration et I'utilisation de moléculesjugges est souvent nécessaire.
Cela peut étre vu comme un avantage, dans la mesure ol l'origifi@ dst alors totalement
contrblée. L'utilisation de molécules marquées permet d’étdbbrvoies métaboliques par
suivi de I'atome marqué le long de sa métabolisation par laeelld’agit d’'une technique
tres pertinente pour I'étude du meétabolisme dans la mesure ountlelesdes molécules
carbonées est observable, sans sélectivité.

La RMN du *%P est également souvent utilisée en biologie, car elle permetétier &
une mesure de pH intracellulairevivo par mesure de la spéciation dus£Q 'ensemble des
composeés cellulaires phosphorylés est trés important dans |dolistee, comme les
nucléotides-phosphate et certains cofacteurs enzymatiques.

La revue déGrivet et al. (2003présente différents exemples détaillés de I'utilisation de la
RMN dans I'étude du métabolisme microbien. A titre d’exemples,fiteses 40 a 42
montrent comment la RMN dtiC peut étre utilisée pour identifier et caractériser des voies
métaboliquesn vivo. Du formaldéhyde marqué au carbone 13 est utilisé, et son devenir es
suivi (Delort, 2006. Sur lafigure 40(Hunter et al., 1984 il s’agit de latransformation du
13C-formaldéhyde (~82 ppm) en différents composés, dont’@formiate (~170 ppm) et le
13C-méthanol (~50 ppm) par une souche Becoli. Les autres pics du spectre (~60-70 ppm)
correspondent a des composés a plus longue chaine [R‘CHormés a partir de
I'assimilation du formaldéhyde.
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Figure 40 : Spectre RMNC d’'une suspension non aéréeBlecoli (10" cellules mL') contenant 10 mM de
13C-formaldéhyde, aprés 20 minutes (pad 3 heuresén hauf) d’incubation. Hunter et al., 1984

La RMN *C in vivo a par exemple aussi permis la mise en évidence Bheilus
methanolicugde lavoie du ribulose monophosphat€dRuMP) impliquée dans I'assimilation
du formaldéhyde Rluschkell & Flickinger, 200R (figure 41). La cinétique précise de
dégradation de méthanol marqué HC montre en premier lieu I'apparition d€cC-
formaldéhyde, puis d&C-formiate et de"C;-hexose-phosphate. La présence de ce dernier
implique celle de la voie du RuMP.

['3c]Methanal
{49 p.p.m.)
|
ul
[13C]Formate i 1}1113C]hHExu{s?
i phosphate (7
(171 ppm)  [MCIFormaldenyde (65 p.p.m.)

{82 p.p.m.) ||

1 \i

I

d (p.p.m.)
Figure 41 : Analyse par RMN™C de la cinétique de dégradation’d@-méthanol par une suspension cellulaire
de B. methanolicugPluschkell & Flickinger, 2002

La figure 42montre enfin que les liaisons d’'un substrat marqué avec d’autresuteslé

peuvent étres détectées, et que les cofacteurs de réactioyrratgues peuvent par
conséquent étre mis en évidenddason et al. (1986)nt ainsi pu démontrer que le
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formaldéhyde (marqué) était lié a I'intérieur de la celligi@lot) au glutathion, qui devenait
donc visible par RMN dd°C. La voie d’oxydation GSH-dépendante du formaldéhyde en
formiate que I'on a vu précédemment est donc ici mise en évidence.

GSCH,O0H

c. WMMM Culot
: l

i

I

I
b. W\J\M Surnageant

‘

i

1 1

a. Suspension cellulaire

70 60 ppm

Figure 42 : Spectre RMNC d’'une suspension d& coli supplémentée depuis 4 minutes avec 10 mNf@e
formaldéhyde, aprés incubation pendant 1 heurerésepce de 10 mM du méme substrat non margyé. (
Suspension (cellules + milieu) b)( surnageant obtenu aprés centrifugation); qulot cellulaire (cellules).
(Mason et al., 1986
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Problematique

L’eau de nuage est une solution agueuse complexe dont la composstitte e la
solubilisation de composés originaires des particules ayant senaydex de condensation
aux gouttelettes, de la dissolution des gaz interstitiels, daplare d’aérosols interstitiels et
des réactions chimiques qui s'y déroulent. Les valeurs de conaamdgrates différents
composeés chimiques peuvent étre tres variables, souvent d’un fagétdesr a 100 pour un
méme site et pour des mesures peu espacées dans le temps fadedes de variation est la
guantité d’eau que renferme le nuage par unité de volume, qui dilue @mnterles éléments
en solution. La teneur en eau liquide (LWC, Liquid Water Content) ouaae ¢IWC, Ice
Water Content) du nuage échantillonné est donc un parameétre importanopmarer les
valeurs de concentrations d’'un échantillon & un autre. Elle est é@em g d’eau mde
nuage, et varie généralement entre 0,1 & 1,5 ¢gflund et al., 2002par exemple).

L’eau atmosphérique est, sauf de rares exceptions, toujopid deide. Le pH moyen de
'eau de nuage vaut 5,6, valeur de I'équilibre avec le @®rair, et il est souvent encore
abaissé par la présence de composés acides : acide nitriqug &t sulfurique 80O, et
acides organiqgueKawamura et al., 2001 ; Cini et al., 200Ra gamme de pH s’étend de 2,5
a 7 Suzuki et al., 1998 ; Collett et al., 2002 ; Fuzzi et al., 2002 ; Fisak et al., 2002 ; Loflund et
al., 2002 ; Marinoni et al., 2004 ; Sellegri et al., 208Bles pH les plus acides sont mesurés

dans les nuages « pollués », a forte influence anthropique.
Concernant lacomposition chimique

les composés inorganiques et organiques
majoritaires retrouvés dans I'eau de nuage sont récapitulés dahkki6 ci-dessous.

Lieu de prélevement (W% sof  NOi M Fomiate  Acttale  Oxalte Référence

Kopisty, République Tchéque 240 192,9 99,6 52,7 Fisak et al., 2002

Prague, République Tcheque 304 70,5 48 16,5 Fisak et al., 2002
Jablonec, République Tcheque 520 8,1 8,1 1,9 Fisak et al., 2002

Zindelen, Suisse 685 429 63,2 35,8 0,78 Joos & Baltensperger, 1991
Mont Maya, Japon 700 83 140 64 12 04 Suzuki et al., 1998

Kleiner Feldberg, Allemagne 825 6,6 12,8 3,7 0,15 0,09 Wobrock et al., 1994
Milesovka, République Tcheque 837 29,2 27,0 16,2 Fisak et al., 2002
Churanov, Républiqgue Tcheque 1122 17,0 18,0 7,4 Fisak et al., 2002

Puy de D6me, France 1465 8,1 23,6 3,9 0,24 0,27 0,07 Voisin et al., 2000

Puy de D6me, France 1465 4,1 6,4 2,6 0,45 0,49 0,16 Marinoni et al., 2004
Whiteface Mountain, Etats-Unis 1512 20,4 55 2,4 1,16 0,53 0,87 Khwaja et al., 1995

Mont Rax, Autriche 1644 7.9 8,5 4,1 0,61 0,93 0,46 Loflund et al., 2002

Mont Sonnblick, Autriche 3106 3.9 18 0,8 0,29 21 Brantner et al., 1994

Mont Sonnblick, Autriche 3106 1,2 Limbeck & Puxbaum, 2000

Tableau 6 : Valeurs de concentrations en pg mies principaux composés mesurés dans |'eau demag

différents sites, classés par altitude croissante.
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Si I'on s’intéresse plus spécifiquement driction organique, on remarque une grande
diversité de composeés, avec de grandes variations de concentiatideesu( 7 ci-dessols

Masses
Composés Formules | molres Concentrations (ug L)
Marinoni et al., Marinoni et al., Loflund et Pin)XZ?en et Kawamura et
2004 2004 al., 2002 al., 2005 al., 2001
Puy de Dome, Puy de Dome, Mont Rax, ;%humn?;l:]e Los Angeles,
France France Autriche AIIemagné Etats-_Unis
Nuage Nuage Nuage Nuage pluie
2755'J;gffenr:itli?e_ Extrémes Extrémes Extrémes Extrémes
Carbone Organique Dissous 2100-7680 1200 - 15460
Acides monocarboxyliques
Formiate Cl1 HCOOH 46,03 151-464 37 -3213 60 - 1580 225 - 1800 5-2348
Acétate C2 CH;-COOH 60,05 186-591 37 - 2873 330 - 2270 96 - 2487 12-1742
Glycolate Cc2 CH,OH-COOH 76,02 26-102 0-753 1,5-193
Glyoxylate C2 COOH-CHO 74,00 3,6-24 0-638
Propionate C3 CH;-CH,.COOH 74,04 18-53 0 - 600 0-67
Lactate C4 CHsz-CHOH-COOH 90,03 59-156 20-514 45 - 100
Acides dicarboxyliques
Oxalate Cc2 HOOC-COOH 90,00 65-164 8-1259 90 - 1140 108 - 522 16 - 2520
Malonate C3 HOOC-CH-COOH 104,01 17-113 0 - 405 <38-300 20-94 1-573
Succinate C4 HOOC-(CH)-COOCH 118,03 24-122 7-473 < 80 - 300 0-60 7-862
Maléate C4 HOOC-CH=CH-COOH 116,01 6-36 0-180 0-47 0-209
Tartrate C4 HOOC-(CHOH)-COOH | 150,02 2-15 0-122 0-30
Glutarate C5 HOOC-(CH)s-COOH 132,04 16-63 7-337 0-14 2-317
Aldéhydes
Formaldéhyde Cl1 HCHO 30,30 3-146 25 - 1364
Acétaldéhyde C2 CHz-CH,O 44,03 3,56-53 3-212
Glyoxal C2 OHC-CHO 58,01 46 - 656 0,5 -697
Méthylglyoxal C3 CHs-CO-CHO 72,02 28 -238 0,7 - 865

Tableau 7 : Concentrations en composés organiques mesuréssddaréchantillons de nuage et de pluie dans
différentes études.

Classiquement, la concentrationa@rbone organique dissougCOD) vaut environ 5 mg
L pour les nuages collectés au sommet du puy de DOéme. Les mordiacites
carboxyliques représentent de 18 a 71 % (moyenne 36 %) du COD, lescidesadant de
loin les plus abondants. La plus grande partie concerne les dordague HCOOH et
acétigue CHCOOH (~3-10 uM) Brantner et al., 1994 ; Wobrock et al., 1994 ; Khwaja et al.,
1995 ; Voisin et al., 2000 ; Loflund et al., 2002 ; Marinoni et al., 20Parmi les diacides
carboxyligues majoritairement retrouvées, les plus abondants egatate et le succinate
(Kawamura et al., 2001 ; Loflund et al., 2002 ; Marinoni et al., 2004

La composition en acides organiques moyenne de I'eau de nuage, peeirdie guy de
Dbéme, est présentée gure 43
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Figure 43 : Contribution des différents acides organiques &dmposition chimique de I'eau des nuages,
moyennée sur 16 événements collectés au sommetiyddgpD6me MSA : acide méthylsulfonique (D’apres

Marinoni et al., 200

La chimie induite par la lumiere solairda photochimie, est une composante
déterminante de la chimie atmosphérique : elle produit des radibees; loxydants puissants
(OH’, HG,) qui vont attaquer les composés organiques et étre a la sauree gitande
majorité des réactions qui ont lieu dans les nuages. Il mé@néré par modélisation que la
photochimie qui a lieu dans la phase aqueuse des nuages pouvait infldentagon
significative la phase gaz environnanttadob, 1986 ; Lelieveld & Crutzen, 1991es
radicaux hydroxyles sont majoritairement générés par photolyggmxyde d’hydrogene
H.0,, suivant les réactions :

H,O, + hv—+ 2 OH . <310 nm)

H>O, + OH - HOZ. + H,O

HO, + HO, = H,0, + O, HO' S O + H pKa = 4,7
HOz' + Oz._ + H,O—=* H,O, + O, + OH

Il est généralement admis par la communauté scientifique qéadtivité des composés
organiques dans I'atmosphere est tres largement liée a la phdehiaux radicaux libres
gu’elle produit. Lafigure 44 ci-dessous résume la chimie des composés organiques dans
'atmosphere telle qu’on la considere a I’heure actuelle. &astions radicalaires impliquant
'acide acétique et les composés ep) @insi que les constantes de vitesse qui leur sont
associées sont précisées darisléeau &i-dessous.
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Figure 44 : Principales voies d'oxydation des hydrocarburesdatmosphére.
Réaction v n':gﬁ? . Référence
Production d'acide acétique
CH,CO + H,0 5 CH;C(OH), ? Faust et al., 1996
CH3C(OH)00 — HO," + CH;COOH ? Faust et al., 1996
Chimie du méthanol, de I'acide formique et du
formaldéhyde
CH;00 + O, + H,0 = CH,O0H + OH + O, 5,0x 10 Barth, 2006
CH3;O0H + OH - CH;00' + H,0 2,7 x10 Barth, 2006
CHyOOH + OH = CH,(OH), + OH 1,9x 10 Barth, 2006
CH,(OH), + OH = HCOOH + HO," + H,0 2,0x 16 Barth, 2006
HCOOH+ OH =CO,+ HO, + H,0 106 x 16 Barth, 2006
HCOO + OH = CO, + HO, + OH 2,5x10 Barth, 2006
CH;0H + OH = CH,OH + H,0O 1,0 x 16 Elliot & Mc Cracken (1989)dansMonod et al. 2000
CH,OH" + O, = OOCHOH 4,5x 10 Buxton et al. (1988)dansMonod et al. 2000
CH,OH' + CH,OH" - CH;OH + H,CO ? Monod et al., 2000
OOCH,OH -+ HCOOH+ HO,’ <10 Bothe etal. (1977, 1978)JansMonod et al. 2000
OOCH,OH" + HO," » HOOCH,OH + O, ? Bothe et al. (1977, 1978)lansMonod et al. 2000
CHy(OH), + OH = CH(OH), + H,0O 7,8x 16 Chin & Wine (1994)ansMonod et al., 2000
CH,(OH), + H,0, 5 HOOCH,OH + H,0 ? Monod et al., 2000
HCOOH+ OH -+ COOH + H,O 1,1 x 16 Chin & Wine (1994)dansMonod et al., 2000
HCOO + OH - COO + H,0 3,1x10 Chin & Wine (1994)dansMonod et al., 2000

Chimie de Fenton

HCOOH+ FeG* + O, + H' = Fe* + CO, + HO, + H,O 1,6 x 16 Deguillaume et al., 2005
HCOO + Fé"+ O, + H" » F€" + CO, + HO, + OH 3,0x 16 Deguillaume et al., 2005
CH,(OH),+ Fé* + O, + H" » F€*+ CO, + HO, + OH 4,0 x 16 Deguillaume et al., 2005

Tableau 8 : Principales réactions radicalaires de la chimi@lease aqueuse des acides acétique et formique, du
méthanol, et du formaldéhyde, et valeurs des cotegainétiques associées.
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Un fait marquant pour un biologiste au regard de la composition d I'eau des nuages
est la présence de nombreux composeés que I'on retrouve égadmt dans le métabolisme
microbien. Pourtant, quand on s’intéresse aux études menées en chimie atmosphérique
aucune ne mentionne la possibilité d’'une intervention des micro-organismeda réactivité
du milieu.Barth (2006)par exemple, ne considére dans son modéle de chimie atmosphérique
en phase aqueuse que la réactivité induite par la photochimie gir@duction de radicaux
libres qu’elle engendre. Si on compare la chimie radicalairosphérique avec les
transformations biochimiques possibles, on remarque rapidement queesedaices voies
de dégradation sont tres similaires aux processus métaboligues ¢5.

METABOLISME

CHIMIE _RADICALAIRE METABOLISME EN C,

CENTRAL

Méthane

Hydrocarburg Carbone organique
Méthanol

Alcool
\ Aldéhyde Alcool Aldéhyde e
AN P Formaldéhyde

Acide carboxylique

Acide carboxylique Formiate

Figure 45: Synthése des voies de transformation des compasébonés organiques catalysées
photochimiquement & gauchg et biochimiquement (métabolisme central et méisine méthylotrophe)
(respectivemerdiu centre et a droite.

Une implication potentielle du vivant dans la chimie en phase aqueuseuagss est
donc bien a envisager. Il a été prouvé que les bactéries pedanis les nuages peuvent étre
actives, méme a basse température, et la production primbinéegeur des nuages a été
estimée a 1 & 10 Tg C alSattler et al., 2001 C’est donc autant de carbone réquisitionné par
les micro-organismes. Les auteurs, méme si ¢a n'est pasgilention dans le travail qu’ils
ont présente, mettent déja en avant I'influence que les micro-sng@sipourraient avoir sur
la chimie des nuages. A notre connaissance, seule I'équipe canadéeAngadet Amyot
s’est réellement intéressée a la dégradation des composésjoegaaimosphériques par les
micro-organismesAfiya et al., 2002 ; Ariya & Amyot, 2004 lls ont récupéré des micro-
organismes de I'air par exposition de solutions d’acides dicarboxgligu@ir extérieur sur
différents sites. Puis, ils ont sélectionné le champidBeatrichumpour tester sa capacité a
dégrader des diacides carboxyliques présents dans I'atmosphérésukats montrent des
vitesses de dégradation microbiologiques comparables a cellegjuanilides oxydants

puissants comme HOHO, ou Q; (tableau <i-dessous).
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Temps de vie estimé (jours)

Composé HO(aq) HO,'(aq) 0;(aq) Voie microbiologique
Molanat 6-24 > 64° 2,1x1C 1,5
Succinate 3-12 > 771 17,3 x%10 10
Glutarate 1,3-5,2 - 8,9x 10 5
Acide adipique 0,1-0,4 - 6,8 x 10 2
Acide pimélique 0,03-0,12 - 2,6 x10 3,5
Acide pinique - - 4.6 x 10 4

Tableau 9 : Temps de vie de différents acides carboxyliquémés a partir des vitesses de réaction associées a
différentes voies de dégradation. [QHHO,'] et [Os] mises en jeu sont estimées a partir de leur aatstde
Henry, et sont respectivement égales & (0,5-2)'%X, B)0 x 10 et 1,0 x 10 mol L. (D’aprésAriya et al., 200p

D'un autre coté, les auteurs ont suivi la biodégradation®@esuccinate par résonance
magnétique nucléaire (RMN) ddC. Ils ont observé la synthése de protéines et d’acides gras
marqués, démontrant ainsi que des micro-organismes de |'air @oables d’assimiler des
composés organigues présents dans lI'atmosphere. Cependant, il ib’astcdae mention
dans leur travail de la concentration en micro-organismes utiliséde la température a
laguelle ont été réalisées les expériences. De plus, la mékpédementale de collecte des
micro-organismes de l'air semble peu adaptée, et I'étude cwncer champignon, qui est
vraisemblablement sous forme sporulée dans l'air. Enfin, le choigaleposeés testés est-il
vraiment pertinent dans la mesure ou la majorité de ceux-ctresntaiblement représentés
dans I'eau de nuageCn peut donc s’interroger sur la signification des valeurs dnnées
dans ce tableau. Les résultats tels qu’ils sont présentépesoeiploitables et il est difficile
de les extrapoler.

Notre but a travers cette étude est donc dans un premier terdptedriner quel est le
contenu microbien de I'eau des nuagegour le site du puy de Déme. On sait en effet que
des micro-organismes (bactéries et espéces fongiques) samitprésactifs dans les nuages
d’altitude, respectivement grace aux étudeBdeer et al. (20022t Sattler et al. (2001)
mais on ne connait encore rien de la variabilité de ce contenu affdiation taxonomique
des communautés rencontrées. Une fois notre connaissance des nuegjes aélla
composante microbiologique, notre objectif principal pourra étre abastémer le niveau
d’'implication de I'activité cellulaire sur la composition et sur la réactivité du milieu Ici
aussi, tout reste a découvrir puisque aucune investigation n'a énéarenée sur ce theme,
exceptée celle dariya et al. (2002)

La présentation des résultats s’organise autour des 5 articlemuxquels ce travail de
these a conduit. Apre§) une présentation introductive des premiers résultats obtenus,
récapitulant 'ensemble de nos champs d’investigations, une grartte daatravail exposé
concerne la description des micro-organismes retrouvés dans d&s nuages, par une
approche quantitative et qualitative. Nous nous intéresserons d’'d@bpordu contenu
microbiologiqgue et a sa variabilité sous la pression des facteurs abiotiques (saison,
parametres météorologiques et physico-chimiques),(fijlis lataxonomie et aux propriétés
physiologiques des micro-organismes isolés. Enfin, les résattatcernan{iv) I'aptitude de
ces micro-organismes a dégrader des composés organiques atrh@sjgjues majeurs sont
présentés, en terminant &j uneévaluation de leur activité dans I'eau des nuages
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Résultats

@ résultats principaux sont présentés en anglam
forme d'articles publiés ou a soumettre prochainer
(avant fin 2006) :

- Les premiers résultats obtenus, en 2003, a propt
contenu microbien des nuages et des expérienc
laboratoire sur le métabolisme des souches isolée
été publiés dan&tmospheric Environmermin 2005.

- Par la suite, la confrontation des donr
microbiologiqgues accumulées avec les don
physico-chimiques afait I'objet d'un article ¢
soumettre.

- La description de I'ensemble des souches bactérit
et fongiques cultivées a été publiee daREMS
Microbiology Ecologyen 2006.

- Enfin, les travaux concernant le métabolisrdes
souches cultivées enverdes composés organigt
(formiate, acétate, lactate, succinate, méthanc
formaldéhyde) ont permis I'écriture de 2 articles.

En complément, les résultats non publiés sont discut
en parallele de chaque article. Lesprotocoles précis

utilisés sont détaillés en annexainsi que I'ensemble de
données brutes /
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|. PREMIERS RESULTATS

Cette partie correspond a la naissance de I'étude et adaamisoint du protocole. Celui-
ci a été modifié depuis, et les différentes manipulationg®wdlution du protocole utilisé le
long de cette these sont détaillés dansrliexe let dans chacun des articles. Les premiers
résultats sont présentés sous la forme de la publication qui alsucgrrespondent a ceux
obtenus sur deux prélevements réalisés et analysés lors detagende DEA (2003), et du
stage de maitrise (2003) et d’'une partie du stage de DEA (200gttteeu Ménager

.1. Contexte de I'’étude

l.1.a) Laboratoires impliqués

Le chalet de I'Observatoire de Physique du Globe de ClermaatteilOPGC) installé
au sommet du puy de D6me permet au Laboratoire de Météorologpegird (aMP) de
s'intéresser a la chimie atmosphérique. C’est avec la thidseyela Marinonisoutenue en
2004, sous encadrements conjointd. dWP et du Laboratoire de Photochimie Moléculaire et
Macromoléculairel(PMM ) que les recherches sur la phase aqueuse des nuages commencent
aux laboratoires, dans les équipes «nuages et rayonnement » du PablP [a) et
« photochimie environnementale &illes Mailho) du LPMM. Elle s’attache a caractériser
chimiquement ce milieu et adapte aux nuages la classificationique des masses d’air
précédemment établie pKarine Sellegri(lors de sa these au LaMP), a partir de données
concernant les aérosols sedsigela Marinoniréalise également les premieres expériences
d’irradiation d’échantillons de nuage pour étudier l'effet de la photoehinties
caractéristiques chimiques des masses d’air rencontrées au puy de&ydsmaps sec ou lors
de la présence de nuage sont donc relativement bien connues depuissqaetgfes. Les 2
laboratoires disposent du matériel et du savoir-faire relatixs prélevements d’air et de
nuage et aux analyses des échantillons et données collectés.

En 2003 dans le cadre de I'Observatoire de Recherche en Environnemanié iBiio-
physico-chimie de 'Eau Atmosphérique et Modifications Anthropiq@RE-BEAM) dont
les activités sont centrées sur le puy de Déme, le sujetndiedabiologie de I'eau des nuages
débute. L'objectif de cette étude estditerminer la structure et le fonctionnement des
communautés microbiennes de l'eau des nuage&n d’autres termes, il s’agit de
caractériser la microbiologie de ce milieu a des niveaux gatihét qualitatif, et d’estimer
quelle pourrait étre le niveau d’'implication de ces micro-orgaessdans la chimie du nuage.
Cette thématique pluridisciplinaire requiert des compétencemé&tBorologie et chimie,
respectivement assumees par led®IP et leLPMM, mais aussi de microbiologie, ainsi que
du matériel d’analyse adapté a de telles investigations. Rtter raison, le Laboratoire de
Synthése Et Etude de Systemes a Intérét Biologi§ik=EIB), particulierement I'équipe
« RMN métabolique et environnementAnfe-Marie Delor}, a la coresponsabilité de cette
étude au sein deORE-BEAM, aux c6tés dulaMP et duLPMM.

l.1.b) Mise au point du protocole

Le stage qui m'a été proposé en 2003 portait sur ce sujet, damkdedoaDEA Climat et
Physico-Chimie de I'’Atmosphere (CPCA), sous la directiorAdd. Delort au SESSIB |l
consistait a établir :

- Un protocole adapté aux objectifs

- La faisabilité d’'une telle étudedans un Observatoire de Recherche (ce qui impose un
rythme d’échantillonnage relativement soutenu)
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Le SEESIB ne disposait alors d’aucune expérience en la maiare protocole a du étre
mis au point figure 49, en accord avec le matériel disponible et la trés peu nombreuse
littérature sur le sujet. L’équipe italienne Eaolo Mandriolia également été rencontrée pour
leur expérience dans le domaine de I'aérobiologie, et plus pant@ukét concernant leurs
recherches sur le brouillarBzzi et al., 1997

Pour les prélevements un des impacteurs a gouttelettes dont disposait déja le LaMP
pouvait étre utilisé, dans la mesure ou il était stérilisabla@clave et que d’autres équipes
travaillant sur le méme sujet (notamment celleSdétleren Autriche) utilisaient du matériel
similaire avec succes?our les analysesil était premiérement inconcevable de ne pas
dénombrer les cellules. Ensuite, des micro-organismes devaiemtéagssécupérés par
culture pour des investigations de laboratoire concernant leur métmbolUne étude
moléculaire serait aussi réalisée (T-RFLP) pour détermiinstructure de la communauté
microbienne. Enfin les cinétiques des tests de biodégradation metigeu les souches
isolées seraient suivies par spectroscopie par RMICes différents points du protocole sont
abordés de facon plus détaillée dans la suite de cette section.

Impacteur a gouttelettes
(tige de collecte stérilisée par

autoclave)

/ Eau de nuage \
Dénombrement Cultures Analyse
des cellules totales moléculaire

Fixation de I'échantillon Denomb_rement . T?Sts de. Terminal
au formaldéhyde, des cultivables biodégradation Restriction
Microscopie a ] [ Fragment Length
épifluorescence (DAPI) Etalements de dilutions| Incubation de soucheg PolerI;OFrEfFl’lsm (T-
(Dosage de 'ATP) dt?glmale§ successives| disolées en présence d’un )
I'échantillon de nuage des composés
sur milieux gélosés ;| | majoritaires de I'eau des
incubation a 27C nuages et suivi de sg
(17°C), et identification| cinétique de
des souches. biodégradation par RMN
1H (RMN3C)
Concentration Concentration en Capacités Structure de la
cellulaire cultivables métaboliques communauté

Figure 46 : Méthodes choisies en 2003 pour I'analyse micraigigjue des nuages. Entre parenthéses et en
italique sont indiquées les améliorations majeapgmrtées au protocole défini au départ.
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1.1.b.(i) Gestion de I'échantillon

En raison de I'absence d'équipement de microbiologie dans I'Obseevalio puy de
DOome, les difféerents échantillons d’'un méme évenement sont rassegtbl@menés au
laboratoire. La, le volume est réparti entre les différentealyses. Plus tard, les
manipulations sont réalisées sur le site de prélevement en cansidbaque prélevement
d’'un méme évenement de maniére indépendante.

1.1.b.(ii) Dénombrement des cellules totales

La microscopie a épifluorescencea rapidement été retenue pour déterminer la
concentration en cellules totales dans I'eau de nuage. C’est une métwdéilisée dans
I'analyse d’échantillons environnementaux, et la filtration d'eau dgewast facile tant la
charge particulaire est faible (comparée a celle d'un lae)choix du fluorochrome s’est
orienté vers le DAPI, car il représente LA référence emasiopie a épifluorescence. Il est
également utilisé par des équipes comme cellBadeeret celle deSattler dont les travaux
comptent parmi nos références les plus pertinentes.

I.1.b.(iii)  Cultures

Pour le dénombrement des cultivables, la méthode classigtaethentsde 0,1 mL de
dilutions successives de I'échantillsar milieux gélosésest sélectionnée. Dans la crainte de
ne récupérer que tres peu de colonies, un volume de 1 mL est égadéaieeapres meélange
avec de la gélose. Apres incubation a 27°C, les micro-organisme®gdur milieux TSA
pour les bactéries et Sabouraud pour les champignons, sont comptés poar ksir
concentration dans I'échantillon, et isolés pour subir les invesiigatétaboliques vouées a
évaluer leur implication dans la chimie du nuage. Ces miliewutiere étaient couramment
utilisés au laboratoire. Les manipulations de mise en culture stisees au laboratoire, sous
hotte a flux laminaire, quelgues heures aprés le prélevement de. iRax la suite, d’autres
milieux seront aussi considérés et incubés a 17°C.

I.1.b.(iv)  Identification des souches

Au commencement de I'étude, des essais d’identifications des sdsclées basées sur
des tests physiologiques et métaboliques (coloration de Gram, ggédencatalase, de
monooxygénase, culture sur différents milieux, galeries API...)étdttentés. Mais il est
rapidement apparu que des souches environnementales étaient difficiidemgifiables par
de telles méthodes, dans la mesure ou la connaissance des gsopréaboliques des
souches se limite a peu pres a des souches d’intérét médicpluf)da methode laisse
toujours un doute quant a l'identification déterminée.skgquencage de la séquence ADN
codant pour 'ARNr 16S a donc été employé des le second échantillon pour identifier les
bactéries. La méthode permet de comparer la séquence aescoogitenues dans les bases
de données et d’en déduire laffiliation taxonomique avec fiabilité. pls, c’est une
technique moderne couramment utilisée et finalement incontournablemaepulations
correspondantes ont été réalisées avec le matétieNB&\ de Clermont-ferrand-Theix

Concernant I'identification des champignons, elle est confiée a urataberindépendant
spécialisé (CBS), en Hollande.

1.1.b.(v) Tests de biodégradation

S’intéresser au métabolisme de souches isolées était une dest@ares de I'équipe, au
Laboratoire. Il s’agit de mettre des cellules cultivéepr@sence du composé a dégrader dans
un milieu ou aucun autre nutriment n’est présent. La dégradation st saiRMN *H, qui
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est utilisée en routine au Laboratoire. C’est une technique tpiaetiqui permet de doser et
d’identifier sans a priori les composés dégradés et lesholiéés produits. La dégradation
d’acides carboxyliques présents en quantités relativement imfgodans les nuages (acétate,
formiate et lactate) est étudiée, ainsi que celle d’'un mélemgenercial de formaldéhyde et
de méthanol.

I.1.b.(vi)  Analyse moléculaire

La structure de la communauté microbienne est obtenue par Tetmingth Fragment
Polymorphism T-RFLP). Dans cette méthode quantitative, ’ADN bactérien total contenu
dans I'échantillon est digéré enzymatiquement et la longueufraigsents correspondant
aux extrémités détermine un groupe taxonomique donné (Operational Tagoboiiti
OTU). Une empreinte globale de la communauté bactérienne esbhtesue et peut étre
comparée d’'un échantillon a un autre. Cette analyse est réalidédoratoire de Biologie
des Protisted B8P), dans I'équipe de Didier Debroas

L’analyse moléculaire est abandonnéedés le second échantillon pour des raisons
évoquées plus loin.

[.2. Premiers résultats

Deux prélevements ont été réalisés, respectivemesitde mars 2003et analysés selon
le protocole défini. Pour les manipulations sur le terrain, la pcésé¢Angela Marinonj en
fin de thésea permis de « prendre contact » avec le fonctionnement des impaetalas
différents instruments installés au puy de Déme.

Les résultats obtenus lors de mon stage de DEA et de ceux tisanefl de DEA de
Matthieu Ménageont été publiésAmato et al., 200bdansAtmospheric Environmenn®39,
p 4143-4153lls concernent la description du contenu microbien des 2 premiexstidons
et I'étude de biodégradation menée sur les bactéries isoléesipae. Il est rappelé qu'il
s’agit des résultats préliminaires obtenus en vue d’apprécier quelle pourrait étre
I'implication de la présence d’'une vie éventuelle dans les nuages.

l.2.a) Problémes rencontrés

Les premiers résultats ont levé I'appréhension de ne «riepuvetr dans I'eau des
nuages. Les échantillons contiennent des cellules en nombre suffisategpdénombrer, et
des micro-organismes cultivables sont méme présents. Ce tdéaisaleilité est donc un
succés, méme si certains problémes ont été rencontrés :

- D’abord, I'analyse moléculaire (T-RFLP) nécessite un grand volume d’échantillon, et
la représentativité des résultats est douteuse dans la mes@reéaations de PCR sont
nécessaires pour obtenir une quantité d’ADN suffisante, ce qui peut provagugais
important dG a l'amplification différentielle suivant le groupe téeen considéré. Cette
analyse n’a donc été réalisée que sur le premier échantillon et n’a pagéé tr

- Ensuite, comme précisé dans la partie précédédentification des bactériespar des
tests métaboliques n’a pas été concluante, et une méthode génétique a trgséfiréss

- Enfin, un des problemes majeurs a été celui d@idatification du formaldéhyde dans
les tests de biodégradation : la RMINI ne permet pas sa détection, son pic étant masqué par
celui de I'eau. L'analyseur de formaldéhyde du LaM&olaser AL402]1 utilisé pour doser
ce composé dans I'eau de nuage, a donc finalement été choisi en remplacement.
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l.2.b) Résumé et commentaires

Les résultats des analyses microbiologiques (cellules tatlegltivables) de I'eau des
nuages échantillonnée (événements du 4 et du 6 mars 2003) sont exposéet@ans
publication, ainsi que les principales caractéristiques physicagunes) températures et pH,
et les rétrotrajectoires. Les dénombrements des cellulessatal permis d’estimer a environ
1 x 10 cellules mL* (3 x 1¢ cellules n de nuage) la charge microbienne de I'eau des
nuages.Les bactéries cultivables a 27°C représentent environ 1 %e cette valeur de
concentration. La diversité apparait comme importante, méme $esmuitenu cultivable est
identifié : des représentants bactériens gram-positifs et gégatifs appartenant
respectivement aux phyla Actinobacteria et Firmicutes eteBaidetes, Beta- et Gamma-
Proteobacteria sont présents. Les souches concernent les Bawiliss Streptomyces
Cytophaga Flavobacterium Micrococcus Microbacterium Clavibacter Pseudomonas
Kocuria et Arthrobacter Diverses espéces de champignons ont également été isolées et
déterminées, parmi lesquels on retrouve des Ascomycetes et des Basidgsn

La confrontation des paramétres microbiologiques et physico-chisnigeenblent
montrer quelacidité du milieu est liée a une diminution du nombre de cellules
cultivables non sporulanteszuzzi et al. (1997pnt observé un fait similaire dans le brouillard
de la vallée du Pd. Cela conduit a penser que le milieu repr@senes gouttelettes de nuage
peut constituer un facteur de sélection pour les micro-organismiss s€kectivité serait donc
en grande partie induite par la pollution anthropique, ce qui pourraierinealt nuire a la
dissémination des micro-organismes par l'air.

D’un autre coté, I'hypothése de I'implication des cellules actiypessque cultivables)
dans la chimie du milieu est introduite. Les tests de biodégradait été réalisés, mettant en
jeu des cultures pures des bactéries en présence d’'un compesd gaés I'eau des nuages.
Les analyses réalisées par RMM montrent que lorsquelles sont placées dans des
conditions optimales, lesouches isolées sont capables de dégrader des composés
organiques comme le formiate, I'acétate, le lactate, le méthanat ébrdmaldéhyde. Si I'on
considere en parallele les travaux Sattler et al. (2001jelatant une activité des micro-
organismes dans I'eau des nuages a 0°C, des perspectives intéressantes sadleasiadg
suite de ces premiéres investigations.

[.2.c) Publication

Amato P., Ménager M., Sancelme M., Laj P., Mailhot G. & Delort A-M. (2005)
Microbial community in cloud water at the Puy de DOme: impication for the
chemistry of clouds.Atmospheric Environmen89, 4143-4153.
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[.3. Conclusion et perspectives a la suite de ces premiers résultats

Ces premiers résultats sont trés encourageantsmour le devenir de I'étude, a plusieurs

A\1”Al

niveaux. (i) Premierementles micro-organismes vivants et cultivables ont pu étre isalé
par culture de I'eau des nuages, et sont donc disponibles a des investigat laboratoire.
(ii) Ensuite, la structure de cette population cultivable vargestble étre influencée par les
caractéristiques physico-chimiques de facon significativel'iefluence anthropique
pourrait jouer un rble important . (iii) Enfin, la capacité de bactéries a priori actives dans
les gouttelettes a dégrader des composés atmosphériques majeuet pe parlet
d’'implication « potentielle » de la microbiologie dans la chimieen phase aqueuse des
nuages. Expérimentalement, la faisabilité est établie, maiégement du protocoleest
nécessaire pour permettre I'analyse d’échantillons avec un ptsmges compatible avec
I'ORE et avec nos moyens humains : aucune analyse moléculaire ne sera likse réa

Des perspectives a plus long terme peuvent étre envisagéesite ldesces premieres
investigations : afin de s’intéresser spécifiquement a des sogch@ourraient étre actives
dans les nuages, daesilieux de culture supplémentaires oligotrophes, seront utilisés ;
I'activité devra aussi étre mesuréan sity, dans I'eau de nuage ; enfin, la nécessitGale
rapprocher des conditions rencontrées dans les nuagebeffectuer des cultures et des tests
de biodégradations a une température inférieure a la tempéaatbiante apparait comme
une évidence. Du matériel adapté est donc acquis par le labgratouse étude de plus

grande envergure peut débuter.
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[I. INFLUENCES DES FACTEURS ABIOTIQUES SUR LE CONTENU MICROBIENES
NUAGES COLLECTES AU SOMMET DU PUY DIDOME

I1.1. Introduction

Entre décembre 2003 et octobre 2005, 16 évenements nuageux ont pu étreceuiestill
sans périodicité particuliére, mais cela correspond a une fraqoenenne de 1 prélevement
toutes les 5 a 6 semaines durant cette période. On peut donc congigetabjectif de
départ, fixé a un prélevement par mois, n'est clairement paisitatnais le rythme reste
soutenu. L'analyse des échantillons et le traitement des doonégmermis de mettre en
évidence différents facteurs pouvant expliquer les variations du contenu micratiieh gés
résultats présentés ici correspondent donc a lI'ensemble des deméesnementales
(météorologiques, chimiques et microbiologiques) collectées au deucstte these. Nous
nous sommes ici spécialement intéressés aux variations defféesnts parametres pour
détecter les éventuelles corrélations qui pourraient existesi, @i'aux parametres temporels
et a l'origine géographique des masses d’air par traces rog¢ragectoires. L'ensemble des
données brutes est présenté@enexe2

Tout en conservant la possibilité de comparer les échantillons enixe des
perfectionnements du protocole utilisé I'ont fait évoluer le long deléeprélevements (voir
annexe Jpour les protocoles détaillés et leur évolution). Pour le premieesi@réléevements,

il mest incombé seul la tache d’effectuer les mesures glesi et microbiologiques. Car |l
faut signaler que la these devait au départ prendre en considélegiotieux aspects
simultanément. Ensuité)arius Parazols pris en charge I'ensemble des analyses chimiques,
d’abord en stage de DEA CPCA entre janvier et juin 2004, puis enalpggstir de septembre
2004. Des janvier 2004, les champignons, en plus des bactéries, ont été denembré
microscopie a épifluorescence. Plus tard, concernant la chimmagkses de conductivité et
le potentiel rédox ont débuté, puis les analyses par chromatograplgeeiarit permis de
déterminer les contenus anionique et cationique de I'eau de nuagde degpaeptembre 2004.
Pour la microbiologie, la concentration en ATP est mesurée depuisnbor@004. Enfin,
pour les quatre derniers prélevements, I'événement nuageux prélevie asuigi
microbiologiquement, par réalisation de cultures et comptage dedesdibtales a chaque
relevé d’'impacteur (toutes les 2 heures environ), pendant desgssi@thlant sur plus de 12
heures (rappelons qu'au départ, 'ensemble des prélevements étmeatmblés avant
analyse).

[I.2. Principaux résultats

Les principaux facteurs de variations et les corrélations itksgifentre les parametres
microbiologiques (concentrations en cellules totales et en cetlulegées a 27°C et a 17°C,
[ATP]) et les paramétres abiotiques ont fait I'objet de iklta soumettre présenté ici. En
complément, les différents aspects non traités, ou seulement évoqués, sdéd ddtasuite.

Il.2.a) Remarques et commentaires

Les 14 échantillons collectés a partir de janvier 2004 (éclmnttilhuméroted a 22
inclus) ont été pris en compte lors de cette analyse, correspoaga échantillons avec
cultures a 15°C et dénombrements des champignons totaux par microscopie
épifluorescence. L’ATP est dosé depuis I'échantillob5(17 novembre 2004).

Il faut aussi préciser que les isolements de souches et latificdtion n'ont été réalisés
que jusqu’au prélevementt¥®, dans la mesure ou un grand nombre de souches (plus de 100)
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avaient déja pu étre récupérées. Les analyses prenant en ammpéeametre sont donc
limitées, mais une tendance saisonniére d’augmentation du nombrarmen€gatifs durant
la saison chaude est pourtant détectée. Elle est introduite daastitalll de ce chapitre
(publication dangEMSdécrivant les souches).

Quelques remarques préliminaires doivent étre apportées avantintiesser plus
largement aux résultats obtenus. D’abord, la teneur en eau liqiWd€ )( n’est disponible
que pour 4 des 14 échantillons collectés (problemes de givre, entes) attm’est donc
jamais prise en considération. Elle est utilisée pour ramenewalear de concentration
mesurée dans I'eau a un volume de nuage (air + eau) et permetie@araffranchir des
phénomenes de dilution/concentration. Dans un autre registre, les dénemtisrdes cellules
totales par microscopie, sur filtres, n'ont pas permis d’obsehagglomérats cellulaires
spécialement nombreux. Méme si quelques-uns ont pu étre vus, il ngaxde la majorité
des cellules comptées. Il est pourtant souvent question dansr&uitéde 'association des
bactéries entre elles ou avec des particules dans l'airl@synthese bibliographig)emais
cela n'est pas apparu dans I'eau des nuages. Il est trés probalde gekules se dissocient
de la particule ou des autres cellules au moment de la forngtiangouttelette, qui dissout
une grande partie de la masse de l'aérosol. Les micro-organgamestrouvent alors en
solution dans la gouttelette de nuage.

I.2.b) résumé

Une grande variété de nuages a pu étre échantillonnée au cours de ces pldmaolen
est de 5,6, variant entre 3,2 et 7,0. La conductivité et le poterdiek néarient également
beaucoup, avec des valeur maximales logiguement mesurées dénsrements les plus
anthropisés (respectivement 325 pS'aeh 358 mV (g de I'électrode de référence = 0,4 V).
Des nuages ont été échantillonnés par flux d’ouest le plus souventjulgaes évenements
de nord et nord-est, donc pour lesquels la masse d’air a travergsasieeone continentale
industrialisée avant d’atteindre le puy de Déme (région de la Ruhr et nord deda}r

Les parametres microbiologiques suivant ont été analysés de fagminte avec les
caractéristiques physico-chimiques :

- Concentration en cellules bactériennes totales

- Concentration en cellules fongiques totales

- Concentration en bactéries aérobies cultivées a 27°C et a 15°C

- Concentration en champignons et levures aérobies cultivés a 27°C et a 15°C

- Concentration en ATP

....Et grandeurs dérivées de ces mesures

Les résultats principaux sont présentés dans la publication, @drieges sont présentes
enannexe 2

En résumé, des concentrations variant entre 1,7 gt1if)4 x 10 cellules mr* (médiane a
8,1 x 1d mL™) pour les bactéries et 8,9 x*1& 2,5 x 16 cellules mL* (médiane a 4,8 x 0
mL™) pour les champignons sont trouvées. Les observations microscopiques maesrent
cellules libres la plupart du temps, alors qu’elles sont connues peuagiociées a des
particules hors nuage. Si plus de 10% des cellules fongiques sojugassnt retrouvées
par méthodes culturales (environ 600 CFU lmoins de 1% de bactéries le sont (environ
100 CFU mLY), que ce soit & 15°C ou & 27°C, malgré I'utilisation d’'un milieu aérass
micro-organismes stressés. Pourtant, les mesures d’ATPnlafssiement supposer que la
majorité d’entre elles sont actives, donc dans un état VBNC vraisemblable.

102



Résultats -II- Influence des facteurs abiotiques

D’importantes variations sont observées pour 'ensemble des paramet@siotogiques
considérés, mais ceux impliquant les bactéries varient de facqreimtiinte de ceux prenant
en compte les champignons. Les parametres météorologiques locapkqox pas ces
variations, et une contamination locale semble donc a exclure.fétndefla saison est par

vrai en ce qui concerne les cultivables, plus particulieremechbrapignons et levures. Ces
tendances sont en accord avec la littérature portant sur le®lagmsis aucune donnée
comparable n’existe a propos des nuages. Concernant la concentratiartégiedéotales,
elle apparait surtout beaucoup plus variable en été que le rd&arse, mais la non plus,
rien n’est comparable a notre étude. Par ailleurs, le nombre de-ong@nismes capables de
se développer a 15°C, par rapport a ceux retrouvés a 27°C augmente permamda
froide, méme si leur nombre absolu reste inférieur a celui obsargté. Cela suggére que les
micro-organismes tolérant le froid sont relativement favorigéiwer, sans que I'on puisse
déterminer s’il s’agit ou non d’'un effet de source.

Une importante relation entre le contenu (qualitatif) microbieriedel ldes nuages et sa
composition chimique est mise en évidence. En effet, la concentratioriceo-organismes
augmente aveta concentration en ions N& dans le milieu, qui elle-méme augmente avec
I'influence océanique sur la masse d’air échantillonnée. Uneilootidn microbiologique
importante de la source océanique semble donc étre observée, megdsuliasés contraires
sont généralement observés par temps clair. Il s’agit doncenrrbigblement d'une
intégration préférentielle des micro-organismes de source océal@gades nuages, d’autant
gue plusieurs faits supportent cette idée :

() Les surfaces liquides émettent, par le phénoméne de bullagegalittelettes plus
concentrées en micro-organismes que le milieu liquide lui-méme
(i) L'océan peut représenter une source de bactéries, mais aussi de champignons
(iif) L'océan émet de grosses particules, qui en plus sonhty@oscopiques et donc trés
souvent recouvertes d’'une fine pellicule d’eau liquide qui pourraiégeotles micro-
organismes de la dessiccation et du choc osmotique lors de laiformatla gouttelette
de nuage
(iv) Cela expliquerait enfin que les cellules ne soient pas i@éesoa des particules dans
'eau de nuage, dans la mesure ou une grande partie des paéruides par 'océan est
soluble
Enfin, la concentration en bactéries totales diminue fortement tHBépisodes
anthropogéniques, comme l'attesters®t mesures du pHu du potentiel rédox, notamment. Il
pourrait s’agir d'un effet de source, puisque cette corrélation gephvec les cellules
totales, mais pas avec les bactéries cultivables. Cependarnpthiege d'une toxicité
éventuelle du nuage liée a sa « pollution » n'est pas exclurel paarrait influer sur la
capacité des cellules a se multiplier DANS le nuage (mésw&/BNC), et donc finalement
conduire a une baisse relative de leur abondance totale sans jouer sur celiviabdesult

[1.2.c) Publication

Amato P., Parazols M., Sancelme M., Mailhot G., Laj P. & Delort AM. (Soumis en
décembre 2006). An important oceanic source of micro-organismerfcloud water at
the puy de D6me (France)Atmospheric Environment
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Abstract

A description of the microbial content of cloud water based on sanapléected along an
almost years period is presented. Cloud water from fourteensewastsampled at the puy de
Dome summit (1465m a.s.l). Total bacterial and fungal cells weretaespectively 8.1 x 0
mL?* and 5.9 x 1d mL?, with more than 10% of the fungi but less than 1% of bacteria
recovered by cultivation at 15°C or 27°C. However, ATP concentration of @itpmol
mL™ shows that a large majority of cells are likely viable but ewtivable (VBNC) and
remain alive in clouds. A high variability is noticed, and local wwetegical variations are
not involved. A seasonal effect is shown, with a general increasstivable microorganism
number and of total fungal cell concentration during summer and autumn.owore
psychrotolerant microorganisms, respect to those growing only at 2 @)ae numerous
during winter. The number of microorganisms (total and cultivabls)clearly linked to the
chemical composition of cloud water: an increase with incrgasgeanic contribution is
pointed, and bacteria humber decreases with increasing anthropicoeflu® preferential
integration of micro-organisms emitted by the ocean in cloud dsoptanpared to micro-
organisms from other sources is likely to occur, making of the oae@major source for
micro-organisms of clouds. It also suggests that the toxicity ofitedllcloud water could
disturb an eventual multiplication of cells in atmospheric droplets.
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1. Introduction

Among the aerosol particles present in the atmosphere, numbamrsroforganisms likely
released by ground sources can be found. They can be transpeetetbrng distances
(Bovallius et al. 1978aand are even retrieved in the mesosphere, as high as at ff@grkm
the Earth surfacdrishenetsky et al., 19Y.8Their presence in free atmosphere, in particular
in the aqueous phase of tropospheric clouds, is notable for many rdasgrey can serve
as efficient cloud condensation nuclei or ice nucayfmer and Zawadski, 1997; Cochet and
Widehem, 2000pand could thus have an influence on cloud formations and developments;
second, they are suspected to play a role in the chemical compasitiatmosphere by
contributing, in cloud water, to the degradation of compounds related to hutiatiea
(Ariya et al. 2002, Amato et al., 2005Dissemination of microorganisms in the air has
therefore many ecological, meteorological and climatic icapbns but is also of public
health concern as shown by recent problems related to the mresidegionellain urban
environments and also safety concern with their potential role in bioterrorism.

Bacterial and fungal cells are present, respectively icammations of about ~t@Gnd ~16
cells m* in a remote site under background atmospheric conditi¢aisa{ et al., 1997Bauer

et al., 2002a; Harrison et al., 200About ~16 of these total cells can be retrieved by aerobic
cultivation, for both bacteria and fundltfaffer & Lighthart, 1997; Di Giorgio et al., 199@&).

is well assumed that airborne micro-organisms are less pumat high altitude than close to
the ground. The relative contribution of bacteria (respect to fundll) ¢ecreases with
altitude Eulton, 1966a; 1966blikely due to their smaller size and consequent lower
settlement velocityhaffer and Lighthart, 1997; Jones and Harrison, RODde values of
concentrations are highly variable in a given site, and many fdwddr®¥een identified to be
involved in the fluctuations observed. The period of the year seemsthe b&ost important

of them, and an increase during the warm season was shown in savdies Bovallius et

al., 1978b; Di Giorgio et al., 1996; Jones and Cookson, 1983; Katial et al., T9%Y).
existence of a diurnal cycle, with a maximum around midday, wasreprted I(ighthart
and Shaffer, 1995; Lighthart, 1999n addition, urban-influenced air masses carry generally
more bacteria than rural and coastal orgs/éllius et al., 1978b; Fulton and Mitchell, 1966;
Di Giorgio et al., 1996Shaffer and Lighthart, 19977 negative link between the anthropic
influence on air masses and their quantitative content in micraisrga was observed
(Mancinelli & Shulls, 1978 and clearly occurs in fog droplets, as shownHoygzi and
collaborators (1997)

A common feature of all these studies is the fact that theg performed under conditions
free of liquid water; we focused for our part on tropospheric cloudsyHmh only a few data
are available and no long term study is yet reported. We pressuits from a 21 months
survey of the microbiological communities in cloud droplets. Many petens are taken in
consideration, confronting quantitative contents in total and cultivadle for bacteria and
fungi, ATP measurements and temporal, meteorological and physico chentima. fac

2. Material and methods

2.1 Sampling site and cloud water collection
Cloud water sampling was performed using a cloud droplets impdclonving the same
procedure as described Amato et al. (2005)The sampling site was based on the puy de
Déme summit (1465 m a.s.l., approximately 45°N, 2°E, France), whereroaglst
instrumented station for atmospheric observations and researcimssalted. Clouds were
randomly sampled, when they occurred on the summit, all along thebweawithout
periodicity. For each event, several samples were successielsted and volumes of about
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50 mL were brought back every two hours, dispatched and treated iforsitue further
analyses. Properties of air masses (origin and physico-cHepaicameters) were recorded
continuously and simultaneously to the sampling time by the Observatory station.

2.2 Physico-chemical parameters

Various chemical characteristics were considered, fromrveatéected with a specifically
dedicated sampling device similar to the one used for microboalbginalyses. Many
parameters were measured in situ, including pH, conductivity and redentipb{electrodes).
Remaining volumes were kept frozen until analyses of the ionic abdr@ceous contents.
lons were measured by ionic chromatography (Dionex DX320, column ASIlanions;
Dionex ICS1500, column CS16 for cations), while total, total organic antitaiaanic
carbon concentrations were determined using a dedicated device (Shimadzu TOC5050A).

2.3 Total cell counts
Known volumes (from 5 to 15 mL) of collected cloud water were imnielgifixed by equal
volumes of pre-filtered (0.2 pum, sterile Millipore filters)5% formaldehyde. Triplicates,
when sample volumes were sufficient, or at least duplicatee wexde. The obtained
solutions were kept cold (but not frozen) until further analysiss(than a week later). Total
cell counts were performed from filtered samples (black GTUEBR um filters (Millipore)),
after being incubated 20 minutes in the dark and in the preserzé& gfg mL* of 4’, 6-
diamino-2-phenylindole (DAPI), a DNA specific fluorochromBofter and Feig, 1980
Filters were mounted on slides to be observed under epifluorestecrcscopy (Olympus
BH-2). Fungi and yeasts, and bacteria were counted respeativé®r objectives x40 and
x100. Cell numbers present on random fields were extrapolated tmatstitheir
concentration in each sample (e.g. 30 fields for fungal cells and B@&dteria). Uncertainty
on cell concentration vault about 30% of the mean count, as determinedefrbcates (at
95% confidence) for both bacteria and fungi.

2.4 Cultivable micro-organisms counts

Aerobic fraction of cultivable micro-organisms was measured Hinglaamples on nutrient
media: R2A medium for bacteridR¢asoner and Geldreich, 1983ifco) and Sabouraud
medium (Difco) for fungi. This was performed directly on samplsig to avoid any
problems of loss of cultivability caused by storage. Colonies forritedsdays at 27°C and
at 15°C were counted. Even if these temperatures are higher tharfabod in clouds (our
maximal sampling temperature is 9.7°C), 15°C is used to distinghishfraction of

psychrophilic, or at least psychrotolerant microorganisms, fromethwsble to grow at
relatively low temperature (undetected at 27°C). Triplicatese made for every kind of
medium at each temperature.

2.5 Determination of ATP concentration
A small volume of each sample (0.4 mL) was strongly mixed inceotabe with a same of
extractant B/S from the ATP measurement kit used (ATP Bssnkat HS, Biothema) and
stored frozen until further analysis. ATP levels were detezd by bioluminescence (its
reaction with D-luciferin and luciferase produces photons proportiot@l®\TP) Stanly and
Williams, 1969, and the amount of light emitted from 0.1 or 0.2 mL of the mix (sapipke
extractant) was measured using a Biolumineter (Lumac Biocounter M2500).
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3. Results and discussion

3.1. Microbial concentration and ATP measurements
Microbial concentration:
Values of bacterial and fungal concentrations are summariz&chlte 1, for total and
cultivable cells (27°C and 15°C). Data do not follow a Gaussian distnipuand as a
consequence median is a better describing parameter than me&ornidrefalls in the lower
range of values observed, and so is likely corresponding to the backgreetsditecloud
water at the puy de Dome site: 8.1 X bacterial cells and 4.8 x i@ungal cells mr* of
cloud water in median (means are respectively 10.2 + 3.7 mL0 for bacteria and 7.47 +
4.14 x 18 mL™* for fungal cells). We can note that bacterial cells areertivan one order of
magnitude more numerous than fungal cells, but their concentration syppde 2 fold less
variable, with min:max ratios of about 1:15 and 1:30. Furthermore, civatiens of the two
types of cells do not vary in parallel, with a Pearson correla@io@fficient r? very close to
zero (precisely 5 xIf n = 14), testifying to the existence of different influendiacgors for
each of them.

Bacteria Fungi and Yeasts
Total cells Mediar 8.1 x1¢* 4.8 x1C
(N mL?) 25-percentilt 6.1 x1¢* 3.1x1¢
75-percentilt 1.3 x16 8.1 x1¢
Min 1.7 x1d 8.9 x16
Max 2.4 x18 2.5x10
Cultivable cells at 27°C Mediar 10C 678
(N mL™ 25-percentilt 38 481
75-percentilt 301 1302
Min 0 20
Max 513 3000
Cultivable cells at 15°C Mediar 112 59C
(NmL?) 25-percentilt 28 41%
75-percentile 18C 98C
Min 3 10
Max 373 1671
Proportion of cultivable Mediar 0,20 % 13,81 %
cells at 27°C 25-percentilt 0,05 % 6,56 %
(N mL™ 75-percentilt 0,33 % 24,86 Y
Min 0,00 % 1,32 %
Max 1,03 % 36,09 %
Proportion of cultivable Mediar 0,15 % 9,87 %
cells at 15°C 25-percentilt 0.02 % 5.29 ¥
(N mL™?) 75-percentilt 0.23 % 15.39 %
Min 0,00 % 0,12 %
Max 0,84 % 40,94 %

Table 1: Global microbiological characteristics of cloud easampled at the puy de Dome. These values are
obtained regarding all the 14 cloud events colctéthout any classification.

Total bacteria concentration is comparable to what we previouslyveldsat the puy de
Dome (1465 m) (1 x TOcells mLY) (Amato et al., 2006 It is slightly more than
concentrations found at 1644 m in the Austrian AlpsBayer et al. (2002a)f 2.0 10
cells .mL* As it is observed in free-of-cloud atmosphere, cloud water calletdigher
altitude (3106 m) is less loaded in bacteria (1.5°xi#@cteria mLY) (Sattler et al., 2001
Concerning fungal spores, our results are very close to thoseegtpgBauer et al (2002a)
of 5.9 16 cells mL*. The proportion of fungal cells, respect to bacteria, that is obsertieel a
puy de DOme is thus lower than in the Alpine site, but the high viiyalve observe limits
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the comparison. Such variability was described in another relemaitonmental study about
airborne fungal cellsKatial et al., 199Y.

Considering mean values of 17 fg C ¢dibr bacteria attler et al., 20Qland 13 pg C cefl

for fungi (Bauer et al., 2009bthe total micro-organisms represent in our samples about 64 ng
mL™ of organic carbon (OC), corresponding to 2.3 % of the total OC nezhsTinough they
are less numerous, fungal spores are responsible of almost @intindution in carbon (62.6
ng C mL?, 2.25 % of the total OC). Bacteria represent less than 1.4 ng'Canly 0.05 % of
the total OC. Our values are in the same range than thoseheabbgBauer et al. (2002a)
who found 1.5 % of OC due to fungal spores and 0.01 % due to bacteli@udh water
samples. The slight differences between their percentagesuahdttest of a relatively lower
total OC content in our case, indicating quite similar remoteiness anthropic sources for
the two sites.

Aerobic cultivable bacteria concentrations are very sparse, often lowahthamit generally
admitted to allow a relevant count, corresponding to at least 30 colperePetri dish. As
cultures were performed from volumes of 0.1 mL of cloud watendicates that less than
300 CFU mL* were present in the samples in those cases. Median values dhaaine
approximately about 100 colony-forming units (CFU) hlso quite similar to results of
Bauer et al(2002a)(about 120 CFU mt) who cultured bacteria under the same conditions
(27°C and R2A)Incubations at 27°C compared to 15°C lead to more variable counts, with
respective maxima of about 510 and 370 CFU'nfininima <10 CFU mL). Number of
colony formed are not under dependence of total bacteria contentbearnutivable fraction
involves a weak fraction of the total number of bacteria detedriyemicroscopy, ranging
from about 0% to 1%. As typically observed in outdoor environments, vialienon
cultivable (VBNC) cells are certainly preseitufath & Morita, 1983; Mascher et al., 2000;
Bussman et al., 20011t can be induced by conditions of stress potentially encountered in
clouds, like starvation or variations of osmotic pressure.

Concerning cultivable fungi and yeasts, they are relatively nmone retrieved by
cultivation than bacteria. They are slightly more numerous at 15%@liém of 673 mL[
representing 12.7 % of the total) than at 27°C (590'n0.9 % of the total). Means are
respectively 686 + 291 mitat 15°C and 889 + 451 riflat 27°C (95%), testifying of the high
variability at both temperatures. It also shows that while incoibaitat 15°C lead generally to

a better recovering of fungi, highest values are obtained at Zti@ersely to bacteria, their
number is closely related to the number of total fungal cellsr¢Beaz = 0.8 at 27°C, r2 =
0.56 at 15°C, n = 14). Consequently, the selection pressure due to almtutis far being
more or less cultivable appears limited in the case of fungalspssea comparisoriBaueret

al. (2002a)found an average of 159 CFU fhlat 25°C in their samples, corresponding to
only 3.2 % of the total, and the medium used could be at the origin of this difference.

ATP measurements:

ATP (Adenosine TriPhosphate) which is a key molecule of the eieogd metabolism was
detected in each of the eight cloud water samples analysedediganmconcentration value
was 0.40 pmol mLA theoretical concentration of ATP has been calculated considering 3 x10
® pmol ATP bacteria (Franzen andBinkley, 1961)and 3 x 10 pmol ATP fungal sporé
(deducted fronRakotonirainy et al., 20Q03applied on total cell counts. Results are shown in
Table 2, median theoretical values of 0.24 pmol fnand 0.12 pmol mt were found
respectively for bacteria and fungi, giving an estimation othleeretical ATP value for the
total population of 0.37 pmol mL This median value is very close to the measured one (0.40
pmol.mLY). Although these calculations are really approximate, and thaimortant
variability was observed in the different samples (see pereemtd extreme values Trable

2) they show that most of the cells present in cloud water conféih rAolecules, a clear
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signature of active cells. So in spite of the low cultivabiitynicroorganisms isolated from
cloud samples, this result suggests that many of then are aimeaining in a VBNC form.
This result is of first importance as it makes the implicabf microbial metabolism in cloud
chemistry very likely to happen. It is consistent with previous studiemonstrating the
capacity of bacteria to live and even be active in cloud watergwhey can find the required
nutrients Gattler et al., 2001 To our knowledge the use of ATP measurement is described
here for the first time in atmospheric samples. This approach tacteaze microbial content

of clouds is very informative, easy and rapid, and could be applied caseeof monitoring
purposes.

ATP calculated (pmol mL?) ATP measured
Bacteria Fungi & Yeasts Total (pmol mL")
Mediar 0.13 10.24 0.37 0.4C
25-percentile 0.08 L 0.22 0.30 0.33
75-percentile 0.16 0.29 0.45 0.78
Min 0.04 1011 0.15 0.04
Max 0.59 1 0.47 1.06 2.01

Table 2: Distribution of ATP concentration measured in 8tidit cloud samples, and theoretical ATP
concentration calculated according to the totdl@mtcentrations.

The main conclusions of this first part of the work are first th@ro-organisms are likely to
be alive in clouds, and second that bacterial and fungal total countd frane a sample to
another. This latter result highly suggests the implication abtigbfactors on microbial
distribution.

3.2 Influence of abiotic factors on the microbial content of clouds
Influence of meteorological factors:
Actually no correlation between microbiological content in cloudslacadl meteorological
recordings, including temperature and wind speed, can be establiskesl.ctfimpare with
results reported about airborne microbial content in dry air, some autescribed a positive
correlation between microbial concentrations and temperature and pgad Bi Giorgio et
al, 1996; Katial et al., 199%yhile Harrison et al. (20049nly detected the influence of wind
on fungi number. Many other examples could be cited, but their concluarensery
contradictory.

Influence of seasons:

Figure 1 shows seasonal variation of total cells concentrations and cultiveltderecovered

by cultivation at 15 °C and 27°C, both for bacteria and fungi. Cloud samphesdistributed

as follows: 3 events in spring, 2 in summer, 5 in autumn and 4 in wiiitese numbers are
too low to permit a statistical analysis but a seasonal tendency is observed.
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Figure 1: Seasonal variations of bacterial and fungal costantloud droplets. (a) Total cell counts; (b) Gtsu
of cultivable at 27°C and 15°C; and (c) Proportmicultivable cells at the two temperatures ingstd.
Averages are represented, and error bars correspatandard deviations.

Surprisingly, the lowest total bacteria concentration was found gisummer Eigure 13).
However, their cultivability is higher during that seaséig@re 10), finally resulting in an
increase on cultivable cell concentratidfigure 1b). Thus, this cultivability progressively
decreases and the lowest concentration was of cultivable cdisind during the coldest
period of the year. Winter average temperature at the puy de Bamaeally lower than 0°C
when a cloud occurs. It likely contributes, with the mechanicalsstassed by the sampling
procedure, to the loss of cultivability of bacteria, making them ¥BM cloud-free air,
similar observations concerning temporal variations of cultivebtgeria numbenyright et
al., 1969;Bovallius et al., 1978b; Baxter and Cookson, 1983; Di Giorgio et al.,),1B@6no
data is available in relation to total bacterial count.

Opposite to bacteria, fungi and yeasts are more numerous duringesuhan during the rest
of the year, regarding to both tot&ligure 1a) and cultivable concentrationsigure 1b). At
this point, we can also note that the season does not affect tfa ¢etl cultivability Figure

1¢), resulting in identical profiles of total and cultivable conceéitns. This increase of fungi
number during summer is likely linked to emissions by sporegielgathat are known to be
generally favoured under warm conditiodsrfes and Harrison, 2004, and references therein
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i.e.in summer. Such variations were also observelddiial et al. (1997andDi Giorgio et al.
(1996)in cloud-free air.

Interestingly, we can observe that the ratio between the numbers of cultivetderganisms
at the two temperatures (15%S 27°C) varies with seasoRigure 2). This value slowly rises
from summer to autumn, winter and spring. In other words psychrophipsymhrotolerant
microorganisms growing at 15 °C are favoured during the coldesirsegspring and winter)
compared to mesophiles growing at 27°C. This result suggests thanlpdhe number of
cultivable cells is season-dependant (Begure 1) but also the type of microorganisms is
different according the seasons. This is in agreement witbeat work Amato et al., 2007
showing that Gram negative bacteria are mostly abundant in sumongpaed to winter.
Also the phyla are different in samples collected during theeeseasons, for instance the
presence of Gamma-Proteobacteria is favoured in sursménter.

[ Bacteria
Fungi & Yeasts

154--

1,04~

054

Cultivable cells at 27°C/ 15°C

00

Spring Summer Auturmn Winter

Figure 2: Seasonal variations of the ratio between the ptapoof cultivable cells at 15°C and at 27°C for
bacteria and fungi and yeasts. Data presentedgurd-i (c) are used to calculate the ratios.

Links to chemical composition:

In order to investigate any eventual link between the microbiatl land the chemical
composition of the water phase of clouds, pH, redox potential and conductigiey
systematically measured. In addition, 9 out of the 14 cloud evernéxteol, regrouping 26
samples, have been chemically analyzed by ionic chromatographgcidic pH of cloud
water testifies of an anthropic influenc®drinoni et al. 2004 while the N& content
constitutes a good marker of the degree of oceanic influence omassemarriving at the puy
de DOGme (the higher is this ratio, the more important is thenacedluence) Parazols et al.,
unpublished daja It is important to note that no overlap is detected between thmeiczie
composition and the factors previously treated, especially therseaident test confirms it
indicating that no difference exists between” Mancentration observed during autumn and
spring (p > 0.86, witly (1; 22)).

Figure 3 shows relations between the different microbiological paraseted the Na
concentration in the cloud water samples. All ionic measurements earied out on
samples collected either in spring or in autumn, except one iemwimtich is pointed out in
the figure. The increase in total bacterial number with thee@ser of the sodium content is
remarkable Figure 3a). Concerning cultivable cells and their proportion on the totakbact
higher values are also observed in clouds in which the higher ioceamributions are
measuredKigures 3b and 3§. The same tendencies are observed for fungi and yeasts, with
lower concentrations of total cells when low levels of Na@e presentRigure 3a). The
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number of cultivable cells is also positively affected, but not theportion on the total
fungal cells.
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Figure 3: Relation between air masses and Bancentration in cloud water. All data are fromirsg or autumn
samples, apart one winter event which is indicatejl. Total cell counts; (b) Counts of cultivableyda(c)
Proportion of cultivable cells. Results obtaineddach of the samples collected for each of thieci®d events
are reported.

This elevated correlation between microbial content of cloud watkthee proportion of an
ion issued from the ocean is quite surprisc@mpared with previous works on airborne
microbial content, which generally tend to conclude to higher valueorafeatration in
continental sites than in coastal onBs\allius et al., 1978b; Shaffer & Lighthart, 199%p

it would be expected to find more cells under continental influencger&ecauses can be
responsible of such a difference. The most probable hypothekigtisela does not actually
emit more microorganisms than land, but implies a concomitant phenoneeddferential
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integration of microorganisms in liquid water, as a function ofr thbility to act as cloud
condensation nuclei (CCN). It would mean that microorganisms of marigi@ themselves
or associated particles are more efficient to act as @@nthose emitted from other sources,
and would be thus preferentially integrated in cloud droplets. As a consequena®tie e
more numerous than in clouds formed in air masses of continental origiraidition,
airborne microorganisms are carried by large sized aer(Sloégfer and Lighthart, 199as
those produced by oceanic sources, also known to represent a sauiceofganisms, even
of fungi (Prasannarai & Sridhar, 2001Moreover, it has been demonstrated than micro-
organisms were more concentrated in the droplets aerosoliseddeosudace than the sea
water @ller et al., 200%. Finally, the high hygroscopic property of NaCl particles pexihie
presence of liquid water on their surface at relatively lolwesaof humidity (70%)l(ee et al.,
2002. It could contribute to protect micro-organisms toward desiccatiohosmotic shocks,
and provide a more favourable media for microbial multiplication. irhetiplication of
bacteria in atmospheric water was suggestedrimzi et al. (1997)who observed higher
quantities of cells per volume of air when fog was presemt ltlyaclear conditionsSattler et
al. (2001)showed that cloud carried bacteria can multiply in the solution gedviby cloud
water and at a temperature encountered there (0°C). We also idetetimat most of the
isolated bacteria can sustain growth at S2@#to et al., 200/

In our samples, pH ranged from 3.2 to F@ure 4 shows that a strong link exists between
pH and total bacteria concentration (r2 = 0.65, n = 29), meaning aveegaation with the
increasing anthropic influence on the air mass. Other paranreteen not significantly
affected (not shown).

r2 of Pearson = 0.65 "

10° L.

Total bacterial cells /mL

10° ==
10° ——¥7F—77
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

pH

Figure 4: Relation between the total bacterial content ardpid of cloud water. Each sample of the fourteen
events collected and measured is plotted herenéfalifit line shows the correlation.

Fuzzi et al (1997also noticed a decrease in fog water by decreasing @indt possible to
conclude on an actual causal effect of the anthropogenic atmosphéduiopobn bacteria

abundance. In our opinion, low emission of bacteria by urban areas itiogiret clouds is

the more probable explanation that can be given. However, congidleerprevious data, it
could mean that the pollution linked to Human activities is responsildedecrease in cell
multiplication, resulting in a decrease in total cells counted. Sublypothesis was also
formulated byFuzzi et al. (1997)

On the whole, the chemical approach provides some new tracks in thetandirg of the

distribution of micro-organisms in the atmosphere. Results shows Heatoteanic

contributions to the microbial content of cloud water in free tropospisetdikely more

important than what can be expected at relatively long distdrm®sthe coast (about 400
km). On the contrary, the anthropogenic sources appear to be weaker.

113



Résultats -II- Influence des facteurs abiotiques

4. Conclusion

In order to describe the microbial content of the cloud compartméhé @tmosphere and its
variations, cloud water have been sampled at different periods gé#ineand under various
meteorological conditions. Total bacteria are one order of magriiiger than fungal cells,
with respective concentrations valuing about 8.1 %rd0™* and 5.9 x 1®mL™. A maximum
of 1% of the total bacteria are retrieved by cultural methcoisyersely for fungal cells for
which as high as about 40% can be recovered both at 27°C and at 15°C. HAWBve
measurements show that a large majority of bacteria am atid active in clouds, as viable
but non cultivable cells. A high variability in the microbiologicakguaeters considered is
noticed, independently for bacteria and for fungi. No influence of tha loeteorological
factors is detected, but a general seasonal tendency can bedeplagher concentrations in
cultivable bacteria and of total fungal cells are found in sumamer autumn, consistently
with the literature. It is also observed that the number of miggarisms cultivable at 15°C
respect to cultivable at 27°C increases during the colder seasdimgdedh qualitative
variations of composition.

In addition, strong links exist between microbiological parametensidered and chemical
composition of cloud water. Values of concentration of total and culévablls well
correlated with the Nacontent measured, and negatively with the anthropogenic influence for
total bacteria. It suggests an important conclusion: micro-ggenoriginating from ocean
are preferably integrated in cloud droplets compared to those fromeal sources, and as
a consequence, ocean represents a major source for micro-orgafisttmuds. Many
considerations can be brought to support this idea, like the favoumssbkgation from water
surfaces and the high hygroscopy and the size of oceanic aerosols.
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[1.3. Résultats complémentaires et commentaires

I1.3.a) Concentration en ATP

La concentration en ATP dans I'eau de nuage est mesurée depuie@rg n15 datant
du 17 novembre 2004. Comme notifié dans la publication, une forte corrélziste entre
les concentrations en ATP et en spores fongidiims € 47).
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Figure 47 : Relation entre les concentrations en ATP et dnleslfongiques totales.

Une proportion assez constante de spores fongiques viables est dmardedans les
échantillons. Cette relation n’existe pas avec les bactériesggmferment une quantité d’ATP
tres inférieure. Cette relation montre clairement que &ndg majorité des spores sont
viables, et pourraient donc étre responsables de biotransformati@asngesés chimiques
dans I'eau des nuages.

Les valeurs moyennes de concentration en ATP mesurées etéeslqour chaque
évenement sont reportées dansleéeau 1Ti-dessous.

Evénement [ATP] mesurée (pmol [ATP] calculée [ATP] calculée /
nuageux mL™) (pmol mL™) [ATP] mesurée

15 0,36 0,62 1,7

16 0,27 0,31 1,1

17 0,35 0,27 0,8

18 0,04 0,32 8,5

19 0,85 0,47 0,5

20 0,44 0,31 0,7

21 2,01 0,94 0,5

22 0,75 0,26 0,3

Tableau 10 : Valeurs de concentrations en ATP mesurées etléakw’aprés les concentrations en micro-
organismes totaux pour chaque événement.

Une concentration théorique en ATP peut étre calculée, sur lalbasmembre de cellules
bactériennes et fongiques totales contenues dans I'échantillonaleess de 3 x 16 pmol
ATP bacteri¢ (Franzen & Binkley, 1961) et 3 x 10° pmol ATP sporé (déduit de
Rakotonirainy et al., 20Q03ont été utilisées. Ces calculs entrainent généralement (5
évenements sur 8) une sous estimation de la concentration en ATP,daur g4 a 3,3,
alors que les quantités d’ATP par cellule maximales ont l&ésies parmi celles données
dans les travaux cités. Cela tend a montrer que I'ensembleellates sont viables et
potentiellement tres actives, renfermant une quantité importanféPd’Be calcul surestime
largement la valeur de concentration en ATP dans le seul cavéledment nk8. Il s’agit de
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I’échantillon dans lequel le nombre de cellules bactériennesahlés est le plus faible, ce
qui pourrait signifier qu’une grande partie d’entre elles n'ontggagement perdu la capacité
d’étre cultivées, mais ne sont plus viables. Enfin, il reste aageigju’il puisse aussi s’agir
d’un probléme survenu a notre insu lors du dosage si I'on considére lamaisurée, 10 fois
plus faible que I'ensemble des autres valeurs.
Malheureusement, aucun dosage d’ATP n'a pu étre réalisé sur un iléahatnés
« pollué ». Mais I'événement 22, avec un pH moyen de 4,3 est relativement anthropisé. Il
s'agit de I'événement pour lequel le calcul sous-estime lel@losncentration en ATP, et on
peut émettre I'’hypothese que les cellules, pour se maintenir erc luéent » contre les
gradients ioniques et les composés toxiques, et produisent de I'ATP en quantiténtaporta
Les résultats sont présentés différemment dans la publicatés,lanconclusion reste la
méme : une part importante des micro-organismes présents dans I'eau des nigagebles

I1.3.b) Influence des paramétres météorologiques

11.3.b.(i) Effet de la température

Il ne semble pas exister de lien entre le contenu microbienudeges collectés au puy de
DO6me et les parametres météorologiques comme le vent ompgériaure. Lafigure 48
montre la relation entre le contenu microbien et la températuegistrée simultanément aux
échantillonnages par la station du puy de Déme.
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Figure 48 : Concentrations en bactéries et champignons tqtalet ()), cultivés (b) et €)) a 27°C et 15°C et
proportions de cellules cultivées)(et )) a 27°C et 15°C en fonction de la vitesse du .vE€hiaque point de
chaque évenement nuageux échantillonné est reporté.
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La température ambiante au moment du prélevement n’explique pasriations du
contenu microbien total, ni la proportion de cultivables. Une relation yp®s#évec la
concentration en cellules cultivable est rapportée par d’autresdRidsiorgio et al., 1996 ;
Harrison et al., 2005 sur d’autres sites, mais hors nuage.

[1.3.b.(ii)  Effet de la vitesse du vent

Les relations entre les parametres biologiques et la vitksgent mesurée au sommet du
puy de D6me sont présentées suigare 49ci-dessous.
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Figure 49 : Concentrations en bactéries et champignons tqtalet ()), cultivés (b) et €)) a 27°C et 15°C et
proportions de cellules cultivées)(et ) a 27°C et 15°C en fonction de la vitesse du .vE€hiaque point de
chaque événement nuageux échantillonné est reporté.

La vitesse locale du vent n’intervient donc pas sur les dénombrerestsoncentrations
en cellules cultivables les plus élevées sont observées par vémtt,esais leur proportion
par rapport aux cellules totales n’est pas modifiée. Il stigit résultat intéressant, montrant
que la contamination locale des échantillons par les poussieresadament soulevées par
le vent est inexistante, ou en tous cas reste indétectable. r@amicee parametre, les
conclusions des difféerentes études sont contradictoires, et il semuiglele site de
prélevements ait un effet important sur l'influence de la vitesse du vent.
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I1.3.c) Influence de l'origine de la masse d’air

L'origine géographique de la masse d'air est déja connue pour dweiportantes
répercutions sur sa composition chimique et donc sur celle de la phasuse du nuage
collectée. Ainsi, d'aprés les travaux Karine Sellegriet d/Angela Marinoniprécédemment
menés respectivement en air sec et sur 'eau de nddffgents types de masses dair
peuvent étre rencontrées sur le site du puy de Déme:

- les masses d'air originaire du secteur nord et nord-est, aemcf anthropique
importante. Cela se traduit par un pH acide et une grande contribusionitdées N@ a un
contenu ionique total élevé (18-50 mg)L

- les masses d’air en provenance d'un large secteur ouestueno®l océanique. Les
contenus en Naet CI deviennent alors importants par rapport aux autres ions.

Ces caractéristiques chimiques et leurs relations avec d&strajectoires sont
globalement vérifiées. Les données sont aussi disponiblesene 1

Un des objectifs de cette étude environnementale était la déteatventuels indicateurs
microbiologiques des masses d’air, et I'établissement d’undfidaien comme il a été fait
avec les caractéristiqgues chimiques. Bien que cela aurait dettagpdge en compte de plus
de paramétres (notamment la composition bactérienne globale paéthmede moléculaire),
on peut remarquer que la classification déja existante estnégat pertinente avec les
variations observées du contenu microbiologique.
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Figure 50: Concentrations en cellules totales bactérienap®t( fongiques if) dans les échantillons, classés
selon l'origine de la masse d'air, dont quelquesngsles sont montrés)( Les évenements 15, 6, 7 et 17 ont
été réalisés en hiver et I&8, 19 et20 au printemps.
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Comme que le montre fagure 50 précedenides nuages présents dans les masses d’air
de provenance nord-ouest sont les plus concentrés en bactériesr{lrnansr, 22 et la fin
de I'évenemeng0 sont de nord-est). Le pic de concentration en cellules fongiquesststal
situe légerement plus au sud, a I'ouest du puy de Déme.

Afin de quantifier cette observation de maniére plus précise attitfize qu’en
considérant des rétrotrajectoires, des corrélations avec lesgisra chimiques on été tentées
(les 9 derniers échantillons ont été analysés par chromatograploeepriiaconcentration
en Na témoigne du degré d'influence océanique, et donc de l'origine agltigue de la
masse d’air arrivant au puy de Dome. Le" Naété choisi ici car il s’agit d’'un ion dont
I'origine océanique est presque exclusive, et avec lequel ilpguad’ambiguité. Notons
€également qu’aucune relation entre les caractéristiques chindgaechantillons et la saison
n'a été détectée et les résultats sont donc présentés stmugoomie dans l'article. Il est
montré que les concentrations en cellules totales (bactérielsaptpignons/levures) sont
positivement liées a la concentration en” N&aceries0,46 €t Zhampignons/ievuras0, 77, avec
N=24, et Bacweries0,50 €t 1Znampignonsiievurss0,90 avec n=23, sans I'événement hivernal,
(Pearson)). Concernant les cultivables, cette relation estnégyaiebien vérifiée pour les
eucaryotes et dans une moindre mesure pour les bactéries. Pournoeeglela tendance
apparait peu, mais les concentrations les plus élevées m@stentées pour les nuages a forte
influence océanique. La cultivabilité des bactéries et des champignons le'gstsehffectée.

L'influence du type de masse d'air est donc évidente, et viejguga au facteur
« saison » abordé dans larticle. Pour cette raison, le seldvengent réalisé en hiver
considéré dans cette analyse (les autres étant tous gé&aliséitomne ou au printemps) est
signalé sur les graphiques présentés. Cela explique que cet entnaoonetant d’influence
océanique forte, soit parmi les échantillons les moins chargés en champignons.

En comparant ces données avec la littérature, on remarque rapidemelles sont
contradictoires avec ce qui est couramment observé en aiBeeallius et al. (1978bgt
Shaffer and Lighthart (1997)par exemple, cultivent moins de micro-organismes a partir
d’échantillons provenant de sites c6tiers que ceux relatifs dit#s continentaux, ruraux ou
urbains. Pour ces derniers, les plus fortes concentrations sont obskradscependant ici
signaler que ces études prennent en considération des échantilligés garoximité du sol,
ce qui pourrait étre la cause de ces difféerences. De plus, cannii@a observé, il est
couramment admis aujourd’hui que la population de cultivables ne rp#étéa biomasse
réellement présente dans un milieu. Une seule étude a notre sangais’est plus intéressée
a l'influence des zones survolées par la masse d'air qu’'a undeffeite en échantillonnant
I'air a 690 metres d’altitude. Les conclusions sont les mémes; une concentration en
micro-organismes cultivables a 30°C plus faible dans les mdssea influence marine que
dans les masses d’air a influence continentalé¢n and Mitchell, 1966 En considérant a la
fois les résultats de ces études, les rétrotrajectoireSesgaet la composition chimique des
échantillons, plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer céditooorré

- () La premiére hypothese venant logiqguement a |'esptit cele d’une source
continentale importante de micro-organismes située entréoicéan et le puy de Déme
Cela nécessiterait que cette source soit suffisamment emp@mpour modifier la composition
microbiologique de la masse d’air, et cela sans modifier I'inffeed dominante océanique.
En I'absence d’influence anthropique, la concentration bactérienr#esangmenter avec la
distance parcourue au dessus du continent, ce qui va dans le sens d’une origine continentale.

- (ii) La seconde hypothese est celld’dmission par 'océan de quantités importantes
de micro-organismes retrouvés dans l'eau des nuage®n sait que le milieu marin
renferme des bactéries en concentration élevée et qu’il peut re@nésenter une source de
champignonsKrasannarai & Sridhar, 200De plus, les gouttelettes aérosolisées depuis une
surface liquide sont plus concentrées en micro-organismes qugiiteliui-méme (voir la
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partie Il.1.a de la synthése bibliographique). Cependant, les prélevements hors nuage
devraient dans ce cas aboutir & la méme conclusion. Il restélpogae I'océan soit
effectivement une source de micro-organismes relativement ,farides que les cellules
émises aient des propriétés de nucléation (CCN) particuliatefteyées. En d’autres termes,

les micro-organismes aérosolisés a la surface de I'océaiergeplus hydrophiles que ceux
émis par les surfaces continentales, ou seraient associggartieules plus hygroscopiques,
donc préférentiellement intégrés dans la phase aqueuse du nuagefddeils resteraient a

des concentrations faibles hors du nuage, mais une grande partie elengeraient intégrés

dans la phase aqueuse lors de sa formation et se retrouvent domoeirigdus concentrés

dans les échantillons récupérés que des micro-organismesnerigette hypohése est tres
probable, car les aérosols eémis depuis I'océan sont effectiveradgnitygroscopiques. Enfin,

le Na" contenuen plus grande quantité dans les nuages sous influence océanique pourrait agir
sur la survie et la conservation de l'intégrité des celluleSmens’il reste a un niveau
micromolaire. Il pourrait contribuer a protéger les cellules Ide la formation de la
gouttelette et de son gel éventuel en influant sprdasion osmotiqueet sur laempérature

de congélation Au contraire, les polluants comme le formaldéhyde pourraient aveaiffen
inverse du a leur toxicité dans les masses d’air continentales anthropiques.

Des éléments dont nous disposons permettent de s'orienter plutét veesdade
hypothese. Cela suggere que l'océan représente une source impaetaniero-organismes
pour les nuages, car ils y sont préférentiellement intégrés.p@rameétres supplémentaires
devraient étre testés pour vérifier chacune d’entre elles, eqmamexemple l'utilisation d’un
milieu de culture «marin » pour cultiver plus spécifiquement lesraarganismes
originaires de l'océan, la recherche de Cyanobactéries oueehéohantillonnage a partir
d’autres sites ou par avion (pour suivre le nuage le long de son trajet et de son évolution).

11.3.d) Poids des facteurs de variabilité temporelle et chimique

Les différents parametres pouvant étre impliqués dans les @asiahii contenu microbien
se chevauchent et les concentrations mesurées résultenrglenfRiences respectives. Une
analyse statistigue multivariée serait nécessaire pour apperhéinfluence de chaque
parametre, mais les données collectées sont encore trop peu usaslpeur I'autoriser. Les
influences des 2 parametres identifiés peuvent malgré tout étre comparés.

Le tableau 1ici-dessous compare les influences de la saison et de la contridutNa a
la composition chimique de la masse d’air sur chacun des paeamnéitrobiologiques pris
en considération. Pour cela, le test non paramétrique de Spearngantiiisét, en attribuant
des coefficients aux parametres abiotiques comme suit :

Effet saison - Eté> 4 Effet masse d’air-[Na'] / [Total ions] > 0,3> 1
- Automne> 3 - 0,13 < [Ng/ [Total ions] < 0,29> 2
- Hiver> 2 - [N&] / [Total ions] < 0,12> 3
- Printemps> 1

Une valeur positive de R correspond donc a une augmentation du pareomsiceré
durant la saison chaude, puisque les plus hauts coefficients luiéoatti@bués, ou a une
augmentation quand la masse d’air est sous influence continemhleence océanique
faible).

121



Résultats -II- Influence des facteurs abiotiques

Valeurs de R de Spearman

Parameétre Effet « saison » Effet « masse d’air »
Cellules totales -0,28 -0,33
Cultivées a 27 °C 0,21 -0,42
Bactéries Cultivées a 15°C 0,14 -0,25
% cultivées a 27°C 0,47 -0,14
% cultivées a 15°C 0,33 -0,05
Cellules totales 0,32 -0,55
i Cultivés a 27 °C 0,46 -0,59
gl's\%f'eim”s Cultivés a 15°C 0,06 0,43
% cultivés a 27°C -0,06 0,06
% cultivés a 15°C -0,50 0,23

Tableau 11 :Comparaison entre l'influence de la saison etyghe e masse d'air sur les contenus bactérien et
fongique. Effet saison : R > 0 pour augmentationdaet la période été-automne ; Effet masse dRir:0 pour
augmentation quand le niveau d’'influence océandjoenue.

Concernant les bactéries l'effet « masse d’air » apparait impliqué a un niveau
équivalent a celui de la « saison » pour la concentration totaleyaeetendance a la baisse
en été et pour les masses d'air sous influence océanique (Rible+ -0,28 ; Riasse d'ar -
0,33). Pour les cultivées, 'effet « masse d’air » semble megpkquer leur nombre (R -
0,42 et Rs.c= -0,25), qui augmente avec le degré d’influence océanigue du nuagad@spe
leur proportion par rapport au total est essentiellement gouvearé& saison avec des
valeurs de cultivabilité & 27°C, et dans une moindre mesure a 15°C, g@lée£pendant la
période la plus chaude de I'année (respectivemegpt-& 0,47 et B1s5.= 0,33). Cela signifie
a l'inverse que la cultivabilité en période froide diminue surtout peaiorganismes qui ne
sont pas capables de se développer a la plus basse de ces 2 températures.de cultur

Pour expliquer le contenu fongique chacun des 2 effets considérés est plus impliqué
que pour les bactéries. La concentration en cellules totalesressnhént influencée par la
masse d’air (R= -0,55), diminuant avec la proportion efy Nais aussi par la saison (R=
0,32). La concentration en cellules cultivées a 27°C suit cellalgimient celle des cellules
totales et est également trés influencég;{f& 0,46 ; Rhasse aar -0,59). La cultivabilité a
27°C est indépendante de ces 2 effets. Par contre, le type dedaarssemble jouer un réle
sur le nombre de cultivés a 15 °C, mais la cultivabilité a ¢cetbpérature dépend beaucoup
de la saison (5= 0,50) et est meilleure pour les événements collectés pendpstilades
les plus froides de lI'année. Ainsi, comme dans le cas desribactén période froide, la
culture des organismes psychrotrophes est favorisée (ou moins déetgvoaiseapport a celle
impliquant une température plus élevée.

I1.3.e) Caractéristigues anthropiques

Sur 'ensemble des prélévements, un seul est identifiable coartemént anthropisé : le
prélevement r?, du 16 février 2004, avec un pH de 3,2. Il s’agit de I'événement le moins
chargé en bactéries. Comme le montrefiture 4 présentée dans la publicatjota
concentration bactérienne totale est fortement liée au paearmaractérisant le degré
d’anthropisation d’'une masse d’air qu'est le pH: la concentration etérigsc diminue
significativement avec le pH (r2 = 0,65 ; n = 29).

Une telle observation a été faite sur les bactéries cedtjygar-uzzi et al (1997fans le
brouillard de la vallée du P6. De ménidancinelli & Shulls (1978)ont montré que les
bactéries cultivées dans leurs conditions étaient défavoriaéeep hauts niveaux de NO, un
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composé dont l'accumulation est liée aux activites humaines. Nadtates prouvent
également cette tendance sur les bactéries totales, que ces études womsijdasées.

Malgré la corrélation évidente, il ne peut étre établi aucuatéiorlde cause a effet entre
les deux parametres, pH et concentration bactérienne. Mamttigse d'un effet négatif des
activités anthropiques est tout a fait plausible. Il est de plagéépar le fait que la
concentration en champignons/levures ne semble pas altérée par sse tiad’influence
anthropique de la masse d’air. Les cellules capables de développfrmeede résistance
sont donc plus aptes a conserver leur intégrité dans de telles mosdiGe point est
également cohérent avec les analyses menées sur lemi2rpréchantillons présentés au
chapitrel des résultats

Au niveau chimique, I'anthropisation de la masse d’air se traduitipa concentration
relative élevée en nitrates NQOdans les échantillons collectés au puy de Daveifioni et
al., 2004. lIs résultent essentiellement des activités agricoleesf@ources de NINOs. La
relation négative avec ces composantes chimiques existe, consuel’ensemble des
caractéristiques anthropiques, mais reste moins marquée qu’avec le pH outlelpétiox.

Une fois de plus la concentration en cellules bactériennes appagaiivement liée aux
eémissions des activités anthropiques.

[1.3.f) Suivi temporel d’un évenement nuageux
11.3.1.(i) Observations

Les différents parametres mesurés ont été suivis au courshdggibons n°19a22, avec
un pas de temps d’environ 2 heures. Le suivi temporel de | échadi@l{2P-23 mai 2005)
est présenté sur feyure 51ci-dessous.

L’échantillonnage dure de 18h00 a 04h30 (UTC). Pendant cette péftioflagnce
anthropique augmente: le pH baisse de prés d’'une unité (de 5,7 a 4,9), et la conductivité
suit logiguement une tendance inverse (car les ionsoHt pris en compte dans la mesure).
Le nuage devient également plus oxydant (le potentiel rédox dowsiearg de 170 a 360
mV). La fin de la journée n’explique pas ces variations : le jauphotochimie produit des
oxydants, et accroit de ce fait le potentiel rédox qui devrdguegnent diminuer la nuit ; une
acidification par des émissions d’acides organiques par les uggsdgproduirait également
durant la journée, quand l'activité stomatique est maximale.dltglanc vraisemblablement
d’une influence anthropique.

On observe que, pendant le méme terigspncentration bactérienne chutede plus de
1 x 1@ & moins de 7 x Tocellules mL*, sans que la concentration en cellules eucaryotes soit
modifiée (~6,5 x 19 cellules mL*). Concernant les organismes cultivés, la concentration
bactérienne subit une brusque baisse en fin de la série deepnélis (de 340 a 130 CFU
mL™), au contraire dmombre de champignons et levures cultivés qui augmentea prise
en compte de la LWC, disponible pour ces prélevements, ne modifierefiensemble de
ces considérations.

Des variations importantes du contenu microbiologique sont donc observéas de set
évenement de transition entre des conditions physico-chimiques changeantes.

Si I'on s’intéresse maintenant aux rétrotrajectoires(figure 51, on remarque que la
zone d'origine de la masse d'air échantillonnée se déplace lenttelapuis le nord de
I'Espagne vers le plein océan, pendant que la contribution diaiaions totaux mesurés
augmente progressivement de 15% a 3aét (montré.
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Figure 51 : Variation du pH, du potentiel rédox, de la conduit#, et du contenu en micro-organismes totaux et
cultivées a 15°C et 27°C au cours du méme évenemigdi22-23 mai 2005), et rétrotrajectoires correspohda
au début et a la fin du prélevement.
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Au niveau de l'activité des celluleson remarque que, alors que le nombre de cellules
fongiques ne varie pas et que celui des bactéries chute, la qualttitée d’ATP par cellule
bactérienne augmente fortemeingfre 52.

1,2x10°

1,0x10°

8,0x10° -

ATP]/ [cellules totales]

— 6,0x10°

4,0x10°

T T T T T T T T
18:00 20:30 22:30 0:30 2:30 4:30
Heure

Figure 52 : Evolution de la quantité d’ATP par cellule au code I'échantillon nE9.

Il semble donc que les cellules, en réponse a une modification dw nailigmentent leur
niveau d’activité.

11.3.1.(ii) Scénario du déroulement de I'événement

L’échantillonnage de cet évenement, qu’on pourrait qualifier de «lmdtole », fait
intervenir 'ensemble des facteurs de variabilité identifis. plus, il vérifie (les données
restent insuffisantes pour parler de validation) les hypothiEsesulées concernant une
source océanique des micro-organismes, et d’'une hausse d’activitélidées provoquée par
l'influence anthropique :

(1) La zone d'origine de la masse dair se décale progressitewass I'océan. La
concentration bactérienne augmente en conséquence et une valeurlenastrasteinte vers
22h30. Cela n’a pourtant aucun effet sur les cellules fongiques.

(2) La zone d’origine de la masse d’air se décale encore vasdeet finit par aligner le
puy de Déme avec I'agglomération Bordelaise. Une baisse dedartdeation bactérienne est
donc observée en rapport avec cette influence anthropique, alors queblie r@Tspores
fongiques n’est pas modifié. L'augmentation de la concentrationTéh rAesurée pourrait
alors correspondre a la nécessité pour les bactéries d’aecheitr métabolisme pour
permettre le maintien des gradients chimiques transmembanstiréa lutte contre les
composes toxigues. En conséquence, cela les conduit a cesser déptematlelles sont
donc finalement moins nombreuses.

Sur les 4 événements suivis de facon détaillée, seul celui présentéontre des
variations importantes permettant de détecter certaines tenddbegssuivis similaires
doivent ére faits sur d’autres évenements pour confirmer lesneeslabservées lors de telles
transitions, entre des situations météorologiques et physico-chimiquestelsstinc

125



Résultats -II- Influence des facteurs abiotiques

I1.4. Conclusion

Des concentrations de I'ordre de 8 X bactéries ml! et 5 x 16 cellules fongiques mt
ont été observées dans les nuages prélevés au sommet du puy ddgua plus de 409
des champignons et levures sont retrouvés par les méthodes cylmatese plus souver
moins de 1% des bactéries le sont. Les mesures de concentratidi® emé& influencée pa
la concentration en cellules fongiques, suggerent aussi la préSeneegrande proportion d

bactéries viables, par conséquent actives.

Les grandeurs microbiologiques mesurées sont soumises a demnariatportantes

suivant les événements nuageux et les concentrations des 2 typesra®rganismes
évoluent de facon tres distincte. Deux parametres ont finalemerdladtement identifiés
comme influents sur la composition microbiologique globale des nuadestéslau somme
du puy de Déme :

Le facteursaisonrégule le « bruit de fond » microbien atmosphérique en influantas
taille des sources (en intervenant notamment sur I'abondance de la végétation).

Le facteursource ou I'océan apparait vraisemblablement comme une source mdg
micro-organismes pour les nuages, particulierement de bactéries.

Enfin, les émissionanthropiquessont liées de facon significative & une baisse d
densité bactérienne dans I'eau du nuage, mais n’interviennenirdagart fongique. Le lie
de cause a effet n’est pas établi et un effet de sourcengsageable. On peut égalemg
supposer que linfluence anthropique gene la multiplication bactériemme ldanuage €

conduit par conséquent a une baisse du nombre total de cellules.
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[1l. LES GROUPES MICROBIENS IDENTIFIES DANS LES NUAGES

[1I.1. Principaux résultats

[ll.1.a)Contexte et résumeé

A partir des prélevements 18 a 14 inclus, les bactéries et les champignons et levures
récupérés par cultures en conditions aérobies ont été isolés efiéislehie but de ces
isolements était d’une part de s’intéresser a la compositiorolmblogique de ce milieu, et
d’autre part de disposer de souches cultivées au laboratoire, pomattpe des investigations
concernant leur métabolisme. L’étude métabolique fait I'objet dahain et dernier chapitre
de la partie Résultats.

L’ensemble des souches isolées est présenté et discuté diécis paesenté, publié dans
FEMS Microbiology Ecologysous presdeDans le méme temps, les séquences ADN codant
pour I'ARNr 16S qui ont conduit aux identifications taxonomiques des ssucht été
déposées dans la banque de séqueBeaBank Les numéros d’accession sont données dans
la publication et sont rappelés @amexe 2

Un nombre total de 42 souches de champignons et 15 levures ont é& Koléwins 20
genres comptent parmi les 32 souches identifiées, mais le nomboeictees non identifiees
(13 champignons et 12 levures) reste important. Les genres lesrgitosivés sont
Cladosporium(un Ascomycota tres commun dans I'environnement natufeddnetes(un
Basidiomycota saprophyte) €ryptococcugun Deuteromycota généralement associé a I'eau
et a la végeétation, retrouvé aussi en Arctique). Le groupe descAlgariest également tres
présent, avec 5 souches.

Chez les bactériesparmi les71 isolats 61 souches ont été identifiées et sont affiliees
aux Actinobacteria (25 souches), Firmicutes (12), Alpha- (8), B&a-et Gamma-
Proteobacteria (11), et Bacteroidetes (3). Par ordre d’'impertégs genres majoritaires sont
Pseudomonag(8 isolats), Staphylococcus(7), Sphingomonas(6), Streptomyces(5) et
Arthrobacter (4). L’'ensemble des souches bactériennes fait le plus sowférénce a des
micro-organismes de I'environnement naturel (eau douce, mer, solati@égg et méme des
régions polaires. Les colonies sont souvent pigmentées, vraisemblablgae des
caroténoides, composés connus pour étre impliqués dans la résistémie euaux faibles
pressions osmotiques.

Cette importante diversité déterminée en considérant seulenfeattian cultivée laisse
supposer une diversité globale bien plus importante, dans la mesundeesg ~10% des
champignons/levures et ~0,1% des bactéries sont récupérés par méthodesultural

La comparaison entre les souches retrouvées en été et emehimontre que les genres a
Gram négatif sont surtout isolés en été : ce groupe représe@da 55% des isolats en
hiver (en fonction de [laffiliation des souches indéterminées) cds@¥é en été. Cela
s’explique essentiellement par 'abondance de la végétation darpétiode la plus chaude
de I'année, qui conduit parallélement a 'augmentation du nombre den&#&roteobacteria,
et plus particulierement au geniseudomonasjqui concerne de nombreuses espéces
épiphytes. Au contraire, le nombre de Firmicutes (Gram pasifibupe deStaphylococcus
et Bacillug diminue en été, ce qui pourrait étre expliqué par leur plus fabistance face au
rayonnement solaire.

La capacité de développement a différentes températurgs°C, 17°C et 27°C) a été
testée sur une partie des souches bactériennes isolées. La temmemtisrbasse correspond
a la valeur annuelle moyenne enregistrée au sommet du puy de D@pparait que 11 des
20 souches pour lesquelles la croissance a 5°C a été testéepsdmesae se multiplier a
cette température, ce qui va dans le sens de leur activité dans les nuages.
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[1l.1.b)Publication

Amato P., Parazols M., Sancelme M., Laj P., Mailhot G. & Delort A-M (2007).
Microorganisms isolated from the water phase of tropospheric ouds at the Puy de
DOome: major groups and growth abilities at low temperature.FEMS Microbiology
Ecology59, 242-254 (DOI:10.1111/}.1574-6941.2006.00199.x).
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[11.2. Résultats complémentaires et commentaires

l1l.2.a)Observations microscopiques et identifications
lll.2.a.(i)  Observations microscopiques

Les figures 53 et 54ci-dessous montrent des observations microscopiques de
champignons et levures et de bactéries.

Différentes spores fongiques retrouvées dans les échamtils d’eau de nuage
(Microscopie a épifluorescence, marquage au DAPIQX10

LY
- - X20 (pollen?
Vv - T

3

E 43
T\
&

R / 4
Levure (14b-3aCryptococcus  Levure (14b-4, non identifiée) Levure (12b-1, non identifiée)
alibidus) (x100) (x100) (x100)

l!b m st 2 {
." g.a i f’
wo 3 wh .
g »” ;
b
Levure- (12b-11) (x100) Levure (14b-3:b) (x1()0 Levure (14b-11,Pseudozyma
sp) (x100)

Champl non (1c-8, Streptéfmycesp.(bactérie, 1b-2) Champignon (2c-17,Beauveria
Aspergillus fumlgatt)s(x1500) (x7500) bassiana)x7500)

Figure 53 : Observation microscopiques de spores de champsgreirouvées dans les échantillons d’eau de
nuages (microscopie a épifluoresceraehauf), et de cultures de levures en microscopie opt{guemilieu) et

en microscopie électronique a balayage ifa3.
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Figure 54 : Observations microscopiques de différentes cultneesériennes (frottis, microscopie optique).

lll.2.a.(ii) ldentification bactérienne

Pour les identifications taxonomiques, seule une partie de la séguBhceodant pour
I’ARNr 16S a été considérée. Cela permet le plus souvent d’accéder au gesreyemaent a
I'espece. Si cela suffit a l'identification taxonomique paeielont nous avons besoin dans
cette étude, cela limite fortement des analyses phylogéngtigles poussées. Une
représentation sous forme d’arbres phylogénétiques regroupanhesrtis séquences des
souches est quand méme donnée pour permettre une vision d’ensembleuteaisrg a titre
indicatif (figure 55 et figure 56 ci-dessqus

Comme on le voit, la composition (phyla retrouvés) est plus procleelldeque peuvent
décrire les études moléculaires des micro-organismes deo$phare aron et al., 2006
que les études considérant seulement les organismes cultivéamblesdonc que les
conditions de cultures utilisées ici (milieu oligotrophe, tempésatle 15°C) sont plus
adaptées aux micro-organismes des nuages que les conditions des chdtbitaellement
employées (milieu riche et température < 20°C).
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\

> Actinobacteria

5-6 Staphylococcus cohnii
5-8 Staphylococcusp.
100)
5-3 staphylococcusp.

1001 6.1 staphylococcusp.

>Firmicutes

12-7Bacillussp.

3-6 Bacillus simplex

{

> Actinobacteria

/

Figure 55 : Arbre phylogénétique intercomparant les séquepeeselles (730 pb) de souches bactériennes a
gram positif isolées, construit selon la méthodepllis proche voisin (neighbour-joining). 100 arbogs été
générés par bootstrap et l'arbre consensus eseniéésl’arbre est enraciné avec une souche type de
Micrococcus luteuset sur chacun des noeuds sont indiqués les nomhloEirrences.
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ROOQT Escherichia coli
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Figure 56 : Arbre phylogénétique intercomparant les séquepeeselles (765 pb) de souches bactériennes a
gram négatif isolées, construit selon la méthodelda proche voisin (neighbour-joining). 100 arbogs été
générés par bootstrap et I'arbre consensus estrjiééd 'arbre est enraciné avec une souche tysctierichia
coli, et sur chacun des nceuds sont indiqués les nontlo@sirrences.

Trois autres souches ont aussi été isolées des échantilldhset@2. La souche 16b-1 est
vraisemblablement, d’aprés I'observation microscopique, Bagillus sp. Les 2 autres
semblent étre deSphingomonasp. (pigmentation, aspect, observation microscopique), mais
aucune réelle tentative d’identification n'a été menée par madguemps. Sur ces trois
souches, des tests de croissance aux difféerentes températugts faits (oir annexe 2 La
premiére souche se développe plus rapidement a 27°C qu’a 17°C. Par contre, les souches 22b-
1 et 22b-2 sont toutes les 2, clairement psychrotrophes. Pour 22b-1, 1% @egiérature a
laquelle elle est la se multiplie le plus rapidement. Ldsies de la souche 22b-2 atteignent
environ la méme densité optique quelle que soit la température, plus ou moins rapidement.

[1l.2.b)Comparaison entre les échantillons

La composition en micro-organismes cultives est trés variableé&thantillon a l'autre,
d'un point de vue qualitatif, mais aussi quantitatif (nombre de colahstmguables). Le
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nombre de colonies bactériennes distinctes dans les cultures d’unéoiéamtillon varie en
effet de 4 (échantillons r6 et 13) a 19 (échantillon n3), et le nombre de phyla représentés
varie lui aussi, dans une moindre mesure (voir la publication pour plus ds)d€@ncernant
les champignons, ils n'ont pas été systématiquement isolésdewmisvures sont présentes
seulement dans les échantillon5niz, 13 et14.

Si I'on s'intéresse de plus prés a la composition de chaque dicmardn remarque la
quasi absence de redondances des isolements bactériens : sisolate8b-16 et 3b-17 se
sont révélés étre similaires. La discrimination visuelle désntes a isoler est donc efficace,
mais conduit certainement, a I'opposé, a confondre certaines colongssiclges en realité
distinctes. Cela indique que la diversité de la population bactérmiitiece est sans doute
sous évaluée ici. Or, elle représente sans doute elle-méme unévatuetion la diversité
totale qui doit donc étre importante.

Certaines souches apparaissent par contre similaires (a gertr séquence partielle),
mais sont retrouvées dans des échantillons difféerents. C’est as tBocas de 5 souches
bactériennes, et vraisemblablement d’'une levure :

5b-4 et 12b-10 dont le plus proche voisin eStreptomyces albidoflavuésource
inconnue) ;

- 7b-4 et 12b-6 dont le plus proche voisin eBticrococcus luteusCV31, isolée d'une
nappe phréatique ;

- 3b-16, 5b-3 et 6b-1dont le plus proche voisin eStaphylococcusp. (Bacterium G24),
isolée de I'eau d’'un lac (Green Lake) ;

- 7b-13 et 14b-5dont le plus proche voisin éSphingomonasp. M3C203B-B isolée du lac
sous-glaciaire de Vostok, en Antarctique ;

- 12b-8 et 13b-2dont le plus proche voisin eBseudomonas syringgey. artropurpurea
isolée de graminées ;

- 12b-1, 13b-1 et 14b-1lune levure non identifiée, mais dont la couleur rose la rend
remarquable.

Le tableau 12ci-dessous recense les milieux d’'isolements des plus proctessvdes
bactéries identifiées :

Eau Sol Froid Animaux | Végétation | Autre ou inconnue
3b-2 3b-18 3b-10 3b-7 3b-1 3b-4 5b-16
5b-3 5b-11 3b-11 5b-7 3b-8 3b-5 6b-3
5b-6 6b-4 5b-15 5b-8 7b-6 3b-6 7b-1
6b-1 7b-2 6b-2 5b-14 7b-12 3b-12 7b-9
7b-4 7b-7 7b-13 7b-11 12b-7 3b-14 12b-10
7b-5 14b-8 7b-14 12b-4 12b-8 3b-15
12b-6 14b-9 7b-15 12b-5 13b-2 3b-16
14b-6 14b-12 14b-2 13b-3 3b-19
14b-7 14b-5 13b-4 3b-20
14b-13 14b-10 5b-1
14b-14 5b-4

Tableau 12 : Type de source des plus proches voisins des sebewtériennes isolées identifiées.

On voit que la majorité des souches isolées sont probablement oeginarmilieux
naturels aquatiques, de la végétation et de milieux froids, ou sdwugrcas proches de
micro-organismes retrouvés dans ces milieux. Ces sources sseaintdées dans le nuage
puisque les souches isolées d’'un méme échantillon peuvent a chacgtecfoéparties entre
ces différentes catégories. Les évenemens hiet 14 en provenance du nord renferment
tous les trois des souches isolées de milieux froids extrémesudentst commune aux
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échantillons n°7 et 14. De méme, les souches liées a la végétation sont plus abonelantes
été, quelle que soit la provenance de la masse d’air échantillaiém{jllons n°12, 13 et
14).

Un effet de la saisorsemble aussi exister, probablement lié a la variation teélllades
sources au cours de I'année. Globalement, les bactéries a Ggatif nécupent une place
plus importante en été par rapport aux bactéries a Gram positime le montre lagure 57
ci-dessous

100%
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% du 60%
nombre d'isolats

50% -

40% -

OIndéterminés
O Gram-négatifs 30% -
Gram-positifs
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10% +

0% -+=

Echantillon

Figure 57 : Variation de la proportion d’isolats bactériensafrpositifs et Gram négatifs dans les 7 échansllon
considérés en fonction la date d’échantillonnagéchantillon n°2 du 6 mars 2003 est également pris en
compte.

Le lien dont I'existence était supposée au départ entda proportion de bactéries
sporulantes (genresBacillus Paenibacillus et Streptomycgset l'influence anthropique
n'est pas mis en évidence sur les bactéries cultivées. Cealeét/abservé paFuzzi et al
(1997)au niveau du brouillard, et nos premiers résultats le suggéegalement. Cependant,
de souches sporulantes ont bien été isolées des échantill@$ rEt 7, mais I'influence
anthropique n’est nettement marquée que dans le cas de I'échan{jibhrespectifs de 6,3
et 5,7 et 3,2).

l1l.2.c) Caractéristiques particuliéres de certaines souches

Les souches isolées présentent certaines caractéristigiressantes, notamment sur des
points qui pourraient leur procurer un avantage dans la survie damsalgss, et leur faire
tenir un rdle important aux niveaux chimiques et physiqgues. En plus daplacité de
nombreuses souches a se développer a basse température dont il temt gaes la
publication, certaines souches sont pigmentées, présentent une detinib€léation élevée
ou possedent des capacités de dégradation paticulieres.
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lll.2.c.(i)  Pigmentation

De nombreuses souches bactériennes cultivées et quelques levomest fdes colonies
de couleur jaune a rougggure 59. La synthése de caroténoides pourrait étre impliquée. lls
sont connus pour leur réle dans le maintien de la fluidité de la rmemlgellulaire a basse
température et pour de faibles pressions osmotiques, ainsi que poungécation dans la
lutte contre les radicaux libres. lls pourraient également &tferigine d’une meilleure
aérosolisation des cellules depuis les surfaces liquidesSyothése Bibliographique )liLa
présence de caroténoides est donc susceptible d’'accroitreakit€age ces souches a étre
présentes et a rester viables dans I'atmospheére.

Sphingomonasp. (7b-13)

Sphingomonasp. (3b-10) Agroccussp. (7b-2) Zoogloeasp. (3b-12)
Figure 58 : Exemples de colonies de souches pigmentées astivé

[ll.2.c.(ii) Propriétés de nucléation

Comme discuté dans la publication, certaines des souches isoléemeahndes espéces
connues pour leurs propriétés glacogénes, c'est-a-dire capable @itelgel de I'eau & une
température plus élevée (mais évidemment négative) qu’en leurcabdles’agit d’especes
généralement phytopathogénes, dont I'exemple le plus connu eaineewnt celui de
Pseudomonas syringaehez lequel certaines souches sont actives dés -2°C. Les gopriét
des souches récupérées dans les nuages ont intéressé I'éqiipthalegie Végétale de
I'INRA d’Avignon (équipe de Cindy Morris)avec qui nous avons donc collaboré et transmis
(juillet 2006) certaines souches priori potentiellement intéressantes : I'ensemble des
Pseudomonaé3b-1, 6b-4, 12b-8, 13b-2, 13b-3, 14b-2, 14b-10 et 14b-14), la souche du genre
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Pantoa (12b-5), et les champignongerticillium nigresceng12c-7), Botrytis cinerea(12c-

11), etFusarium avenaceurfi4c-4). Des tests ont été menés sur ces souches pour déterminer
leur activité glacogene (température a laquelle elles indulisegel de I'eau) par mesure de
I’émission infrarouge. En paralléle, cette équipe va étudier leinveaux de pathogénicité
envers les plants de tabac. Les résultats portant sur legéactlacogenes montrent qu’une
seule des souches bactériennes posséde effectivement upeo@iiété (13b-2P. syringag.

Son activité, relativement élevée, se situe aux alentours de l-6°€hampignorFusarium
avenaceunamene lui a un point de congélation de -3°C, et compte donc parmi leesdiex

plus actives de celles connues a I'heure actuelle. Des amalgsphytopathogénicité des
souches a I'encontre de plants de tabac sont en cours.

l1l.2.c.(iii) Dégradation de xénobiotiques

La capacité de la souche 3b-Batillus sp.) a déegrader la mésotrione a été mise en
évidence au sein du laboratoire SEESIB. Il s’agit d’'une propriétérappnent rare, puisque
sur environ 200 souches testées, (dont I'ensemble de celles des)noa@acillus est la
seule pour laquelle une activité importante a pu étre observée. @stidee n'est
commercialisé que depuis 2001 (sous le nonCdgistd” par la sociétéSyngenth et sa
biodégradabilité est trées mal connue. Cette thématique de biodémnaekttla spécialité de
'équipe « RMN métabolique et environnement », et I'étude de la biatdkigya de la
mésotrione représente le sujet de théseStiphanie DurandlL’activité de cette souche
bactérienne sur la mésotrione a fait I'objet d’'une publication datisrs in Environmental
Microbiology (Durand et al., 2006 Pour cette raison, la séquence ADN codant pour 'ARNr
16S a été séquenceée sur toute sa longueur, pour permettre uneaiemtiplus précise de la
souche. Cependant, I'espéce demeure indéterminée car le Beaqitkis nécessite des
investigations plus poussées pour discriminer les différentes espécesrdvede.
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I11.3. Conclusion

Une importante diversité a pu étre mise en évidence au niveawpdeulation de micro

organismes cultivés, ce qui laisse supposer une biodiversité globateias équivalente,
Certains genres bactériens apparaissent comme dominants, gequel$ les Actinobacterja
StreptomycesArthrobacter et Micrococcus les FirmicutesBacillus et Staphylococcuysles
Alpha-ProteobacteriaSphingomonaset les Gamma-Proteobacteri@seudomonas Cette

composition est cohérente avec celle rapportée pour les micnoisorgs de I'air, impliquan

—F

des investigations moléculaires. Les bactéries a Gram négatipkis nombreuses dans les
échantillons d’été. Les souches isolées comptent parmi des £sigecites de milieux froids,
du sol, de I'eau et de la végétation essentiellement.

Une grande partie des souches cultivées présente des carquegigihysiologique

lv)

d’intérét pour leur survie dans le nuage ainsi que pour la chimaengttophysique du nuage
(développement a basse température, pigmentation, activité glacogés.élev

Des indicateurs biologiques de caractéristiques abiotiques des raeagbkent existe

=

(masses d’air a influence nordique, effet de la végétation...), mais leutidéfem vue d’'une
caractérisation des masses d’air demande encore de nhombreux échantillonnages

Enfin, grace a ces isolements, nous disposons d’une importante colttouches auix
caractéristiques et affiliations taxonomiques trés variééss germettront les investigations

métaboligues menées en laboratoire afin de déterminer leurs comgaitevis-a-vis dé

\1%4

composes chimiques présents dans I'eau de nuage.
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V. METABOLISME DES SOUCHES ISOLEES ET IMPLICATION DANS LA GMIE
DES NUAGES

IV.1. Résultats généraux pour 'ensemble des souches (screenings)

IV.1.a)Introduction

Evaluer linfluence du métabolisme microbien dans la chimie degesuaonstitue
I'objectif principal de cette étude. Apres avoir caractérisgolgenu microbien d’'un point de
vue quantitatif et qualitatif et identifié certains des fardede variabilité, il s’agit donc de
s'intéresser aux propriétés métaboliques des souches isolées eddng. d.a premiere
publication (-Premiers résultajselatait déja nos activités en positionnant notre travail dans
ce domaine. La quasi-totalité des souches isolées par la guitétee testée pour leur activité
a transformer des composés présents en quantité importante slansa¢ges. Il s’agissait
d’abord d'un lourd travail de screening, consistant a tester al@ene systématique les
souches isolées et leur activité envers chacun des composés.chossuite, certaines
souches ont pu étre sélectionnées, soit pour leur caractéristigtamingées, soit pour leur
capacité a se développer a basse température. Sur ces souffbeslel’'a température sur
I'activité de biodégradation a été étudié. Les recherches ségaleiment focalisées de fagon
plus précise sur le métabolisme des composésete @es souches, par l'utilisation de
formaldéhyde marqué atiC. L’ensemble de cette partie a impliqué les stages de DEA
consécutifs deMatthieu Ménager (2004), Florence Demeer (2005) et Stéphane Htatane
(2006) ainsi que du stage danina Melaouhj qui ont tous largement participé aux résultats
présentes ici, qui présentés de facon détailléaenxe 2

Différents composés ont été choisis pour I'étugdeparmi les plus abondants des
composeés organiques mesurés dans les échantillons collectés au shnpuog de Dome.
Cela concernait d’abord trois monoacides carboxyliques (formiquétigae et lactique).
Depuis 2004, un diacide, I'acide succinique, fait également partzelidée. Le formaldéehyde
a été sélectionné pour son importance en chimie de I'atmosphéaet@ticté élevée. Le
méthanol, enfin, a également été considéré dans la mesure oliéildestmaniére importante
aux autres composés en (@rmiate et formaldéhyde), aussi bien par voie photochimique que
métabolique. Il n'est pas mesuré dans les nuages au sommet du pdnde(ce qui ne
signifie pas qu'il est absent), mais sa présence (25 uM) eeportée dans une étude sur le
brouillard, au JaporSuzuki et al., 1998 On peut donc s’attendre a le retrouver dans I'eau de
nuage, en concentration faible (~1 puM). ladleau 13ci-dessous récapitule les différents
composes testés, en précisant pour chacun la gamme de concenin&somées dans les
échantillons de nuage collectés depuis 2001.

Concentration dans les

Composé Formule Ma(sse mglaire Concent,ratio_n dans les tests - nuages(u M)
g mol) systématiques (mM) (Marinoni et al, (2004¥ Parazols

et al, non publig¢

Acide formique HCOOH 46 20 0,20-70

Acide acétique CHCOOH 60 20 0,01-48

Acide lactique CRBCHOH-COOH 90 20 0,20 -6

Acide succinique  HOOC-(Ch,-COOH 118 20 0,02-4

Formaldéhyde HCHO 30 (thélange formaldéhyde/méthariol) 0,01-15

Méthanol CHOH 32 0,8(mélange formaldéhyde/métharfol) 25°

Tableau 13 : Composés testés et concentrations utilisées etiréess dans les échantillons d’eau de nuage
collectés au sommet du puy de Déree: éolution commerciale de formaldéhyde stabiliséarethanol ) :
Suzuki et al., 1998&ans un brouillard pollué).

Un seul de ces composeés, le succinate, est commun avec I'étdgadet al. (2002)qui
est la seule abordant le sujet d’'une maniere relativement proche a la nétre.
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De plus, les quantités de biomasse et les concentrations en sulttiiisges pour les tests
de biodégradation sont ajustées pour étre comparables au rappol¢ ewirgdre de cellules
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et les concentrations en composeés chimiques que I'on trouve dans les nuages.
Les résultats concernant les tests de biodégradation syspéesaties souches dans leur

ensemble sont présentés sous la forme d’'une publicatiamumettre Elle traite des 60

souches de bactéries et levures testées, en considérant le poyg&centomposé dégradé en

24 heures a 27°C ou 17°C, en fonction des conditions les plus favorablesoés$ance,
préalablement déterminées. Les souches utilisées et kesdaiidés sont listés dansdéleau
14 ci-dessous. Consultez pour plus de détails les résultats clpaséghylum et par
température eannexe 2

Souche Identification Tests réalisés T°
3b-1 Pseudomonas syringae F, A, L, f/MeOH 27°C 7b-6 Paenibacillussp. F, A L, S, fIMeOH 17°C
3b-2 Micrococcuduteus F, A, L, ff/MeOH 27°C 7b-7 Nocardioidessp. F (x2), A (x2), L (x2), S 27°C
(x2), fIMeOH (x2)
3b-3 Non identifiée F, A, L, f/MeOH 27°C 7b-8 Non identifiée F, A L, S, f/MeOH 27°C
3b-4 Intrasporangiaceae F, A, L, fiIMeOH 27°C 7b-9 Arthrobactersp. F, A, L, ff/MeOH 27°C
3b-6 Bacillussp. F, A, L, f/MeOH 27°C 7b-11 Bacillussp. F, A L, S, fIMeOH 2r°c
3b-7 Arthrobacterrhombi F, A, L, ff/MeOH 27°C 7b-12 Kocuria sp. F, A, L, ff/MeOH 27°C
3b-8 Cellulomonassp. F, A, L, fiIMeOH 27°C 7b-13 Sphingomonasp. F, A L, S, fIMeOH 17°Cet5°C
3b-9 Non identifiée F, A, L, f/MeOH 27°C 7b-15 Sphingomonasp. F, A L, ffMeOH 2r°c
3b-10 Sphingomonasp. F, A, L, f/MeOH 17°c 12b-1 Levure rose F, A L, S, f/MeOH 17°C
3b-12 Zoogloeasp. F, A, L, f/MeOH 17°c 12b-4 Actinobacterium F, A L, S, f/MeOH 2r°c
3b-13 Non identifiée F, A, L, f/MeOH 27°C 12b-5 Pantoeasp. F, A L, S, fIMeOH 2rc
3b-14 Non identifiée F, A, L, f/MeOH 17°c 12b-6 Micrococcussp. F, A L, S, fIMeOH 27°C
3b-15 Staphylococcus F, A, L, ff/MeOH 27°C 12b-7 Bacillales F, A L, S, fIMeOH 27°C
epidermidis
3b-16 Staphylococcusp. F, A, L, f/MeOH 27°C 12b-8 Pseudomonasyringae  F, A, L, S, f/MeOH 27°C, 17°Cet
MeOH seul, ¥C se
3b-17 Staphylococcusp. F, A, L, f/MeOH 27°C 12b-9 Levure F, A L, S, fIMeOH 17c
3b-20 Leucobactesp. F, A, L, f/MeOH 21°C 13b-1 Levure rose ; A (x2), L (x2), S (x2), 17°C
MeOH (x2)

. . F (x2), A (x2), L (x2), ... 13b-2 Pseudomonasyringae F, A, L, S, f/MeOH 17°c
5b-1 Bacilluspumilus S (x2), fIMeOH (x2) 27°C
5b-2 Bacillussp. F, AL S, f/MeOH 27°C 13b-3 Pseudomonagraminis  F, A, L, S, f/MeOH 17°Cet5°C
5b-3 Staphylococcusp. F, AL S, fIMeOH 17°C 13b-4 Curtobacterium F, A L, S, fIMeOH 17°c

flaccumfaciens
5b-5 Non identifiée N||:é§|'—|Ls'eSu'|,ﬁT’;ACEOH e "l 1ab1  Levure rose F,A LS, fIMeOH  17CetsC
5b-6 Staphylococcusp. F, AL S, f/MeOH 27°C 14b-2 Pseudomonasp. F, A L, S, fIMeOH 17°Cet5°C
5b-8 Staphylococcusp. F, AL S, f/MeOH 27°C 14b-3a  LevureCryptococcus F (x2), A (x2), L (x2), S 17°C
albidus (x2), fIMeOH (x2)
5b-11 Arthrobactersp. F, AL S, fIMeOH 27°C 14b-5 Sphingomonasp. F, AL, S, MeOH 2r°c
5b-16 Staphylococcusquorum  F, A, L, S, f/IMeOH 27°C 14b-6 Sphingomonasp. F, AL, S, MeOH 2r°c
6b-1 Staphylococcusp. F, AL S, fIMeOH 27°C 14b-7 Flavobacteriunsp. F, A L, S, fIMeOH 17°c
6b-2 Pedobactesp. F, A, L, f/MeOH 27°C 14b-10  Pseudomonasp. F, A L, S, fIMeOH 2r°c
6b-4 Pseudomonasp. F,A LS, f/IMeOH 27°C 14b-11  LevurePseudozymsap. F, A L, S, f/MeOH 27°C
. 14b-13  Frigoribacteriumsp. F, A L S, fIMeOH 27°C, 17°Ceet

7b-2 Agrococcussp. F,A LS 27°C MeOH seul, FC 5°C
7b-4 Micrococcussp. F, A, L, f/MeOH 27°C 14b-14  Pseudomonasgiridiflava F, A, L, S, f/MeOH §7CC 17°Cet
7b-5 Methylobacteriunsp. F, A LS, fIMeOH 17°C 16b-1 Bacillussp. F, A LS, fIMeOH 27°C

Tableau 14 : Liste des tests métaboliques réalisEs. formiate ; A : acétate ;L : lactate ;S: succinate ;
f/MeOH : mélange formaldéhyde/méthanétC : formaldéhyde marqué au carbone M&0OH seul : méthanol.

IV.1.b)
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Abstract

The interactions between microbial and chemical contents of clotet ware investigated.
First, we observe clearly that the bulk cloud water solution providabstantial environment
where bacteria can develop significantly. Then, a global overvieWweopotential microbial
influence on cloud chemistry is brought. A total number of 60 micraialns originating
from seven distinct samples of cloud water and of various taxoraffiliations were looked
for their ability to degrade some of the main atmospheric cargoagids (formic, acetic,
lactic and succinic), formaldehyde and methanol. Biodegradatios $éstw that all the
compounds can be transformed when used as single substrate, witheadaiegending on
both the strain and the compound. On the whole Gram negative bactemararefficient
than Gram positive or yeasts and higher capacities of biodegradatiovbserved towards
formaldehyde, formate and acetate, which are also the moreentoated compounds
typically measured in cloud water. It is of first importanoces Gram negative are likely to
represent the main part of active cells in cloud water. Apalys/*H NMR permitted to
establish for instance that compounds like pyruvate or fumarate gaodeced and released
in the media in relation to the transformation of lactate or satei In addition, utilization of
13C labelled formaldehyde can be transformed through many metabtiiogys, similar to
those induced by photochemistry and leading to the production of formate amethanol.
These results suggest that microorganims of cloud water carvhagas behaviours towards
the chemical compounds present and are on the whole very active.
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1. Introduction

Up to the last decade, the existence of a living microbial biotelomnd water has being
demonstratedHuzzi et al., 1997; Bauer et al., 2002; Amato et al., R0t the evidence of
its metabolic activity under the conditions of temperature encouhtarelouds has been
given: the primary production resulting from the multiplication aénororganisms in clouds
was estimated to reach 1 to 10 Tg C per ¢@attler et al., 2001 For our part, we retrieve a
large variety of bacterial and fungal micro-organisms frémad water samples, in which an

in situ activity have been actually observeihi{ato et al., in preparatipnSuch an activity
should be supported by the presence of substrates and likely involveplamo®rganic
compounds, of which the chemistry has become a subject of imgeaserest with the
growing problems of air pollution. As suggested Byiya & Amyot (2004) the
microbiological component could interfere with the chemical m®es occurring in cloud
droplets and finally have a non negligible influence on its composition.

Organic compounds are present in all the compartments of the atnegbleegaseous and
particulate phases€hameides & Davis, 1983; Puxbaum et al., 1988; Grosjean, 1989; Kumar
et al., 1996; Sellegri et al., 2003ain water Kieber et al., 1999; Kawamura et al., 2p@nd
also in cloud water on which we focus in this paparigin et al., 2000; Fuzzi et al., 2002;
van Pinxteren et al., 2005; Parazols et al., 200@rboxylic acids, originating from both
anthropogenic and biogenic sources, predominate and represent betweamd @ngre than

70 % of the total dissolved organic carbon contained in cloud wabéiuigd et al., 2002;
Marinoni et al., 200% High levels in aldehyde concentrations are strongly linked to huma
activities Granby et al.,, 1997and to photochemistryRfedel et al., 1999 and alcohols,
though rarely measured essentially due to analytical problems biegn detected in polluted
fog water using nuclear magnetic resonance (NMB)z(ki et al., 1998 All these
compounds are related to the oxidation of hydrocarbons, mainly énfitien anthropic
activities, and are strongly linked between themselves by atnrisptiemistry. As an
example in the case of;@Compounds, the transformation of methanol to formaldehyde,
formate and finally to C®is catalyzed by the free radicals produced by photochemical
processesMonod et al., 2000 For the moment, investigations concerning the capacity of
such atmospheric compounds to be microbiologically transformed shonsagninteresting
potentialities Ariya al., 2002 Amato et al., 2005 but they are limited to a very few micro-
organisms, and a real overall picture is still not available. drdribute to fill this lack, we
present in this article results obtained from a large study, imgl@0 microbial strains
isolated from cloud water samples collected all along a periathadst two years, described
elsewhere in a recently published pap&méato et al., 200)/ Six organic compounds have
been considered, among which four carboxylic acids (three monoacitha{®oG, acetate €

and lactate ¢} and one diacid (succinate){; an aldehyde (formaldehyde)@nd an alcohol
(methanol @). An introducing observation is presented, proving the capacity ofomic
organisms to develop under the nutritive conditions provided by cloud water.

2. Material and methods

2.1 Incubation of non modified cloud water

A volume of cloud water sampled at the puy de Déme summit ssided inAmato et al
(2005) have been brought back to the laboratory for a further incubation at 17°G, unde
agitation (200 rpm). All precautions were taken to prevent contamindtiong all the
experiment. ATP concentration was measured by bioluminescencter{hiticiferase) all
along a period of about four days, on triplicate volumes of 0.2 mL sampled stedde
conditions. Reagents from a commercial kit (Biothema, ATP Biokigswere used, and the
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measurement was made with a bioluminometer Biocounter M2500 (Luma)dition, total
cell counts have been carried out by epifluorescence microscapg beginning and at the
end of the incubation, in triplicates. Volumes of 7.5 mL were fixét wqual volumes of
prefiltered 4-5% formaldehyde, incubated 20 min in the dark in the presence of 2.5%af mL
4’-6-diamino-2-phenylindole (DAPI), filtered (GTBP 0.2 um, Millipprand filters were
finally dried and mounted on slides to be observed. Cells present on randomscopic
fields were counted (objective x40 for fungal cells, then x100 under ristonefor bacteria),
using a microscope Olympus BH-2.

2.2 Incubations of strains in the presence of organic compounds

For each isolated strain, liquid pure pre-culture was incubated atd@72CC in M200, TS
(Biomerieux) or R2 (prepared according to the R2A Difco mediura)hbr Pure cultures
were then incubated under the same conditions and cells were harvgstentrifugation
(4000 g, 15 min., 4°C) after 24 or 48 hours of growth, twice rinsed Mai@Gl 0.8 % and
finally suspended in the test media containing one of the compounds tweledhe test
media were composed of cells originating from a volume of 25 mulaire, for an OB/snm
of 10, with addition of about 20 mM of sodium formate CI®ONa) (Aldrich), lactic acid
(CHsCHOHCOOH, mix of isomers L and D, approximately 70:30) (Touzarii&ignon),
sodium succinate (NaOOC(GHCOONa) (Aldrich) or 2 mM of formaldehyde and 0.8 mM
of methanol from a mixed aqueous solution of formaldehyde/methanaH@ATH;OH)
(Sigma 37 % v/v formaldehyde, stabilized with 15% v/v of methano().InM phosphate
buffer at pH 7.0. The values of culture volume used and of substrate catioentvere
adjusted to keep constant the ratio between cell density and amourd obrhpound to
degrade. For a same strain, all tests were performed usisdgroeii a same culture, which
was dispatched between the tests media. One single compound wead presach of the
incubation media, except for L- and D-lactate and for formaldemeataanol. A blank
constituted by cells and phosphate buffer was systematically. imexddations were carried
out in 100 mL Erlenmeyer’s under agitation (200 rpm), at 17°C or 27°Cnhdeygeof the
culture conditions previously used, corresponding to better conditions of gaiwtine
considered strain. Samples of about 1 mL were taken at the begofrtimg incubation and
after 24 hours, centrifuged (12000 g, 3 min) to discard the cell @eitbithe supernatants
were kept frozen (-40 °C) until analysis.

2.3 Organic acids and methanol quantifications' HyNMR

Supernatants from biodegradation test media were preparéd fMR by mixing a volume

of 450 pl of the sample with 50 ul of sodium tetra deuteriated ttnytsélyl propionate
(TSPd, Eurisotop) in solution in §D. The latter was used for locking and shimming, while
TSPd constituted a reference for chemical shifts (0 ppm) and quantificatimed. veilumes of
500 pl of prepared samples were put in 5 mm-diameter tubes for NbdéfRisition of spectra
were made at 400.13 MHz, 21°C, on a Bruker Avance 400 spectrometer, dnticolof 32
scans (90° pulse, 4789.27 Hz SW, 65.536 data points, 6.84 min total acquisighritiater
signal was eliminated by presaturation, and no filter was epphbefore Fourier
transformation. Using Bruker software (X-Win NMR), baseline wasrected before
integration for quantification. The concentration of metabolites caé=ulated as follow:r

= (9 * Ao * [TSPdy))/(b * Awes), where ] is the concentration of the compound to quantify,
Ao s the area aofn resonanceis is the area of TSRdesonance, and 9 abdare respectively
the numbers of protons of TSRPdesonating at O ppm, androf

2.4 Formaldehyde measurements

Formaldehyde is not detectable ¥y NMR due to its chemical shift of about 4.5, masked by
the signal of water. So a sensitive automatic analyser wak (Aseolaser AL4021). The
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principle is based on the reaction of formaldehyde with acmtdae and ammoniac,
resulting in the formation of the detected fluorochrome complgitfio= 400 NM;Aemissior
510 nm), for which light emission is directly proportional to formaldehyde condentrat

2.5 Utilization of**C labelled formaldehyde and analysis’fg NMR

Incubation in the presence BE labelled formaldehyde (Eurisotop, solution at 20% v/v) was
also carried out for three strains at 17°C and 5°C, to follow the fdetmgde metabolism and
unambiguously identify formed compounds as metabolites. Incubations wees caut as
previously exposed, and acquisitions’™®€ NMR spectra were performed at 100.62 MHz
using the same 400 MHz spectrometer thartHoNMR. 512 scans were collected (90° pulse,
25125.63 Hz SW, 65.536 data points, 54.19 min total acquisition time), and spexdra we
treated using the X-Win NMR software. This method is not quanttatind the analyser
AL4021 and*H NMR have been used to quantify formaldehyde and of formed labelled
metabolites.

3. Results and discussion

3.1 Evidence that cloud water provides a nutritive medium for microbial growth

A bulk cloud water sample was incubated, without any modification of compositionfand a
hours after sampling, in order to investigate its capacityttasa nutritive medium for cells
present in the sample. Evolution of the concentration in ATP irclbigl sample is shown in
figure 1, and the total bacteria concentrations observed at the beginnimgiaottubation and
after 97 hours at 17°C are also plotted.
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Figure 1: Time dependence of the concentration in adendgipdosphate (ATP) in a bulk cloud water sample
stored at 17°C under agitation (200 rpm) and clasgainst exogenous contamination. Total cells wertmted
by epifluorescence microscopy at the beginningatrttie end of the experiment. Fungal cells (nott@th were
respectively 2.7 + 0.6 xfanL™ and 1.5 + 0.6 x10mL™. Errors bars obtained from triplicates are madigd
symbols.

We observe that after a lag time of about 45 hours during which Am&entration is rather
constant, an important activity appears. After 90 hours, the ATP coattentreaches about

7 times the value measured at the beginning. Furthermore, duritighéhef the incubation,
while fungal cells concentration is not significantly changed;tdsa concentration is
increased from 7.6 x £& 1.3 x 16 mL™ to 1.1 x16 + 4.6 x 18 mL™. Such an observation
suggests that bacteria find nutrients to multiply in the liquidseha clouds, and confirms a
previous hypothesis made Byzzi et al. (1997)In this sample, organic acid measurements
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made by ionic chromatography show the presence of potential sebstFor instance,
concentrations in formate and acetate were about 4 UM, and manyheric compounds
like succinate, malonate, oxalate and formaldehyde were detdBt@czols et al.,
unpublished da)aThe lag time could correspond to the selection of a set aispeesenting
the capacity to develop under the low nutrient concentration encountecild also be
attributed to mechanical and thermal shocks caused by the samplimgdction and by the
conservation before incubation.

3.2 Efficiencies of biodegradation of atmospheric organic compounds

Biodegradation capacities of a total of 60 aerobic strains prdyisaetated from cloud water
collected at the puy de Déme summit (1465 m asl), including bactedigeasts, have been
tested on formate, acetate, lactate, succinate, and on a roixédrs of formaldehyde and
methanol. 30 Gram positive, 20 Gram negative and 4 unidentified bacteria and 6 yaiasts str
have been investigated.

Results are given separately for Gram positive, Gram wegatid yeasts isolatesfigure 2,
which give an overview of the potentialities of all the testedirstr In figure 3,
biodegradation efficiencies of strains belonging to the mairebatgenera recovered from
cloud water (3 strains drthrobacter 3 of Micrococcus 6 of Bacillus 7 of Staphylococcus

5 of Sphingomonaand 9 ofPseudomongsand yeasts are detailed for each compound. These
two figures will be discussed simultaneously all along the ptagen of this section. Means
and medians are generally distinct, indicating that data doeslioot {Gaussian distributions.
Medians are generally higher than means, and the former will thus be Ipisetenasidered to
compare biodegradation tests between themselves.
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Figure 2: Percentages of biodegradation for each compoun@rbyn positive and Gram negative bacteria and
yeasts after 24 hours of incubation. Boxes reptasedians (---) and 25-75percentilesmeans; x minima and
maxima. The number of strains considered in eade ¢a indicated. Median is not precised when n < 5.
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On the whole, highest efficiencies of degradation are observe@rton negative bacteria
(figure 2). It is of first interest since Gram negative bactereathought to be the more active
cells present in clouds, as they often develop at low temperataratd et al., 200)7 In
addition, formate, acetate and formaldehyde appear to be the wtorelyatransformed
compounds, and they are also the more concentrated organic compounds folmdl in ¢
water. All these results support a potential activity of biodeg@datf those compounds in
cloud water.

For formate, Gram negative and Gram positive bacteria andsydgegtade respectively, in
median, 100%, 97% and 65% of the amount present at the beginning of t{iguest2).
Only a few strains have a poor activity toward this compound, efigedliicrococcus
Sphingomonasnd yeasts strains for the main gendéigu(e 3). On the contrary, all of the
strains ofArthrobacter and Pseudomonasg(ffiliations completely remove formate from the
incubation media within 24 hours of incubation.

A large majority of strains degrade acetate very efficgyertspecially among Gram negative
and yeasts isolates. For the main genera present in cloud gtest activities are noticed
among Micrococcus Sphingomonasand Pseudomonagyroups, for which percentages of
biodegradation reach 100% in most of the cases. On the otherStaptylococcuspecies
regroup the less efficient strains with a median situated under the value of 40%.

For lactate, as expected, biodegradation is dependent on the issmesdnsidered, and is
always better in the case of L-lactate. Indeed, mediansuaging from 60% $taphylococcus
group) to 100% Racillus andPseudomonagroups) for the latter, while for D-Lactate it falls
to less than 50% for a majority of strains, and is even clos®% for the entire
Staphylococcugroup. Only a few strains are able to degrade D-lactapeciedly among
strains belonging toMicrococcus and Bacillus for the selected genera. For some
Staphylococcusand yeasts strains, an increase of concentration of D-lastaten observed
(negative value of biodegradation), likely resulting from the teanshtion of L-lactate by a
racemase.

Concerning succinate, percentages of biodegradations are verylevdr@am one group to
another, often superior to 90% among Gram negative bacteria, but lowet0¥%afor 4 out
of all the 5Staphylococcuspecies tested.

Methanol and formaldehyde were studied as a mix in the incubagdrardue to the use of a
commercial solution in which formaldehyde is stabilized withhaebl. In this particular
case, the rapid elimination of formaldehyde seems to be a piioritells: almost all strains
transform the total amount of this compound in 24 hours (or less). tedgb@oduction of
methanol (resulting in a negative value of biodegradation) is consggoéen observed.
Figure 2 and figure 3show that Gram positive bacteria highly transform both formaldehyde
and methanol, while the methanol often accumulates in the cases of Gram regateally
Pseudomongsand yeasts strains.

3.3 Metabolic considerations

From a microbiological point of view, several metabolic behavioursartdwhe different
compounds are encountered among the main groups isolated from cloudfigater 3).

First, strains of the genuStaphylococcudave a great specificity for formate, being less
efficient than all the other groups toward each of the othepoands.Sphingomonasnd
yeasts are poor consumers of formate and prefer acetatetatelar succinatéMicrococcus

is situated between these two extremes, degrading methanol andldigngde very
efficiently, but not formateBacillus strains seem to have no special requirement, as well as
ArthrobacterandPseudomonasxcept D-lactate for the former and methanol for the latter.

162



Résultats -1V- Métabolisme des souches isolées

3.4 Carboxylic acids

The metabolic pathways involved in the biotransformation of carbosgdids cannot be
determined with certitude by solely considering the data preséetred However, it gives
indications when metabolites are produced in the solution and then areeddtgH NMR
analysis.Table 1 reports the chemical shifts and multiplicity of signalswes to the tested
carboxylic acids, and to signals corresponding to metabolieesvhen they are not detected
in the blank).

Compound Chemical shift (ppm)  Metabolite detected
Formate  H-COO 8.46, singlet None
Acetate H3;C-COO 1.92, singlet Triplet at 1.05 ppm

Doublets at 5.80 ppm and 7.55 ppm

Lactate H3;C-CHOH-COO 1.45, doublet (L isomer)Acetate (1.92 ppm, singlet)
1.33, doublet (D isomer)Pyruvate (2.38 ppm, singlet)
Triplets at 2.4 and 3.0 ppm

Succinate "‘OOC-(CH,),-COO 2.41, singlet Acetate (1.92 ppm, singlet)
Fumarate (6.50 ppm, singlet)
Triplet at 3.00 ppm
Singlets at 1.35 ppm, 1.50 ppm and 5.45 ppm

Table 1: Carboxylic acids testedH NMR chemical shifts of the groups in bold (respecTSPd, at pH 7.0)
and related metabolites detected in the incubatiedia.

Formate is the shorter existing carboxylic acid, and micrab&hbolism can only lead to its
direct oxidation to carbon dioxid&KEGG Metabolic Pathwagtatabase)sge figure 4. As a
consequence, no metabolite is detected here.

Acetate is a link taking place in many routes of the cemetabolism mainly through the
complexation with Coenzyme A to enter the Krebs cycle. In aaigithe uptake of acetate by
cells does not require, most of the time, any carrier systent diffuses through the
cytoplasmic membraneKeéll et al., 198). This certainly explains the high capacity of
biodegradation generally noticed, among all microbial groups. Howeverstfaims have a
low activity on that substrate, especially among geBallus andStaphylococcufor Gram
positive bacteria, and a very low value (5 %) is observed for arnnoheicteria:
Frigoribacterium sp. PDD14b-13 (DQ512796). Unidentified products were released in the
incubation media in some cases, resonating as doublets at 5.80 ppm @pth/&r as a
triplet at 1.05 ppmfigure 5a).
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Figure 4: Schematic representation of known metabolic pagswavolving methanol, formaldehyde and
formate(a), lactate(b) and succinatéc).
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(a) Acetate
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Figure 5: Examples ofH NMR spectra showing signals that can appear duricubation with acetaté),
lactate(b) and succinatéc). Spectra presented ¢a) were obtained with strains &acillus sp. (upper trace))
and Curtobacterium flaccumfaciendower trace); on(b) Pseudomonas viridiflavand on(c) Curtobacterium
flaccumfaciensThe large signal around 5 ppm corresponds taithval of water.

For lactate, different metabolic pathways exist depending ondheersform L or D figure
4b). A racemase is known to be involved in the transformation of an iSommerof lactate to
the other Kitahara et al., 1993 but is rarely encountered, referring to thEGG database
For both forms, lactate can enter the central microbial mesabadither by oxidation to
pyruvate or reduction to lactaldehyde (it can also be comghekd Coenzyme A; not shown
on the scheme). A fourth way involves only L-lactate, and consists idecarboxylation,
leading to the production of acetate. Acetate=(1.92 ppm) and pyruvate € 2.38 ppm)
productions were unambiguously identified, while the apparition of dentified triplet
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signals is often observed € 2.4 ppm and 3.0 ppmjigure 5b). Interestingly, as D-lactate
concentration increases in the presence of the two isomers ¢eada negative value of
biodegradation on the graphs), two Gram negative bacterial striaéhg dixpress a lactate
racemaseMethylobacteriumsp. PDD7b-5 (DQ512770) arfdavobacteriumsp. PDD14b-7
(DQ512791). The presence of low levels of pyruvate in cloud watsrreported by 6flund
and collaborators (2002and one could see here the signature of such biological activity.
Succinate is largely involved in the central metabolism (Kreypde) and represents a
metabolic link between succinyl-CoA and fumardigufe 4c). Its oxidation to fumarate is
directly linked to the production of ATP, as it takes place in thdatixe phosphorylation.
We often observe the production of a compound resonating as a stng®tpgm, which is
assigned to the signal of the CH signal of fumarate (HOOCEHEEOOH) figure 5c¢). A
release of acetate is also observed in some cases, as aeluaidentified product resonating
as a triplet centred at 3.0 ppm. The latter can also corresporaige tof the two triplets
observed under incubation with lactate, the other being masked bygtia sf succinate
itself. Other non assigned singlets are also present in som#&asperresponding to the
incubation media of strains in the presence of succinate.

3.5 Methanol and formaldehyde

The values of biodegradation determined for methanol show a large aispeasnging from
about -80 % (production of methanol) to 100 figure 2). The concentration of methanol
measured in our analysis results from the equilibrium between on ndetbkaegradation to
formaldehyde, and on one other hand _its production ffoomaldehyde (sedéigure 4a).
Formaldehyde degradation is very efficient in all microbial grpwpsd this compound
consequently does not accumulate when methanol is oxidized. Consitterikgown high
toxicity of formaldehyde, the priority for the cells is likely eliminate it early, and in many
cases methanol concentration is thus increasing during the 24 hours of the test.

In order to identify more clearly and with certainty the metiédmIproduced in relation to
formaldehyde only, we incubated one selected strain in the presemueedfC labelled
formaldehyde. The strain was arbitrary chosen amongst the ibaéberits interesting
behaviour toward the mixed solution of formaldehyde/ methanol. It destified as an
ActinobacteriumFrigoribacteriumsp. PDD14b-13 (DQ512796). Four fates of formaldehyde
are possible through microbial metabolic pathwaygufe 3a): (i) its assimilation by the
serine and/or the ribulose monophosphate pathways (the latter involleesamooxylation);

(i) its reduction to methanol; (iii) its oxidation to formaseid (iv) its reaction with methanol,
forming methylformate (HCOOCH (Mason & Sanders, 1989; Murdanoto et al., 1997,
Delort, 200§. The second and third ways involve an oxydoreductase and/or a dismutase
(Kato et al., 1984)the latter simultaneously producing formate and methanol from two
molecules of formaldehyde. In addition, several known formaldehydedd®gnases are
only dedicated to formaldehyde reducti®ocholt, 2003, and a methanol dehydogenase also
exists, catalyzing the production of formaldehyde.

Analyses of the supernatants B¢ NMR clearly show that the strain figoribacterium
highly transforms formaldehyde to formate and methdimire 6).
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Figure 6: (a) *C NMR spectra showing the transformation'i formaldehyde present at the beginning into
¥C methanol and*C formate during the time of incubation (exampleté strainFrigoribacterium sp.
PDD14b-13 (DQ512796) incubated at 17{8) CorrespondingH NMR spectra, with doublets corresponding
to °C labelled compounds. Singlet signals are relaigtbh labelled compounds.

After les than 4 hours, no formaldehyde is remaining in the solutioh dbatained
approximately 2 mM at the beginning. Then, formate is oxidizedQg @hile methanol is

still not transformed after 24 hourdd NMR spectrum of the same samples also show the
presence of*C formate and®C methanol, the doublets indicating that these compounds are
actually labelled with th&’C originates from formaldehyde. In addition, other compounds are
released, corresponding to signals at 1.45 ppm, 1.95 ppm, 2.4 ppm and 2.15 ppm, resonating
as singlets. Such signals can correspond either to non labelledoiiteta due to a
decarboxylation related to their assimilation (loss of #@ to *C0O,) or to metabolites
produced from endogenous storage compounds.

Formaldehyde is strongly linked to the chemistry of frekceds (Satsumabayashi et al., 1995;
Riedel et al., 1999; Kawamura et al., 20and is consequently of first interest in
atmospheric chemistrjvionod et al. (2000studied photochemistry of methanol in aqueous
phase and showed that free radicals produced by solar lightoaldize methanol to
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formaldehyde and formate. The results obtained here showrhiassbund in clouds can be
responsible of the same transformations than those induced by photochemistry.

4. Conclusion

In this study we investigated the interactions between migansms and the chemical
environment encountered in cloud water. First we observed that, as itis@issed for
several years, cloud water solution can provide a niche for thephuoation of bacteria,
supported by the organic compounds it contains. As a consequence, the uptiaémioal
compounds by micro-organisms could have an effect on the whole compasiticloud
water, assumed to be of first importance in atmospheric chgnmie tested a total of 60
microbial strains (bacteria and yeasts) previously isolated étood water samples for their
ability to degrade or transform various single organic compoundsataarelatively highly
present in cloud water: carboxylic acids (formic, acetic, daatid succinic), formaldehyde
and methanol. Strains generally show a high activity on acdiatmate, L-lactate and
formaldehyde. These are also the main organic compounds found in cloed wat
Biodegradation of D-lactate appears to be relatively low. ygenera often encountered in
cloud water, likePseudomonasr Bacillus, highly degrade all the compounds tested. On the
contrary, Staphylococcusspecies are very specialized toward formate degradation. For
succinate, results show high variations depending on the microbial groups.

Several metabolites were detected, like pyruvate fromté&at@nsformation or fumarate from
succinate. These compounds were actually detected in clouds, andgaaatefrom such a
microbial activity. Metabolisms of methanol and formaldehyde amengly linked, and
incubations in the presence € labelled formaldehyde bring the proof that both oxidation
and reduction of formaldehyde can be microbiologically catalysestrains found in cloud
water. As such reactions also involve photochemistry, microbiologitdl photochemical
processes can act conversely or simultaneously on the chenabtrcloud water.
Consequently, the concentration in a given compound can be negatively}f as p@sitively
influenced, and actual models of atmospheric chemistry could under orstovete the
influence of some reactions by considering only free radicgfidation. The relatively poor
knowledge about their contribution does not allow any conclusion about an actual
involvement of micro-organisms in atmospheric chemistry, but expetal results in favour

of such a hypothesis are constantly improving.

In a companion paper, we present some special investigations rdogctite effect of low
temperatures on the development of selected strains and theipatisnh toward organic
acids. The results and discussion are centred on the life in cloudsgnagdantitative
estimations of the potentialities of micro-organisms to cloud water chigmist
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IV.1.c)Compléments de résultats : métabolites produits

IV.1.c.()

Les acides carboxyliques

La haute dégradabilité des acides carboxyliques était frkviguand on considere leur
importance au niveau du métabolisme. lls sont tous le plus souventmapiddégrades,
hormis I'isomére D du lactate. Des composés apparaissentrréggre dans le milieu suite a
I'incubation. Les différents signaux détectés lors des testsbwml&ues correspondants sont
listés dans léableau 1%i-dessous.

Constante de
couplage (Hz)

Composé Métabolites  Sighal RMNH (J-n) Souches
Formiate Méthanol Singulet a 3,36 ppm - 12b-6
n.a* Singulet a 3,6 ppm - 5b-5 (17°C et 5°C)
Acétate n.a* Triplet & 1,05 ppm - 13b-4
n.a* Doublet a 5,8 ppm 7,6 Hz 5b-2 (27°C)
n.a* Doublet a 7,5 ppm 7,8 Hz 5b-2 (27°C)
Lactate (Let D) n.a* Singulet a 2,38 ppm - 6b-1
Pyruvate Singulet a 2,28 ppm - 5b-2 (27°C)
12b-6
5b-2 (27°C)
14b-6 (27°C)
n.a* Triplet 2 2,4 ppm 7,1 Hz 7b-13 (17°C) 7b-7
14b-2 (17°C) 6b-1
14b-1 (17°C) 5b-1 (27°C)
n.a* Triplet & 3,0 ppm 6,9 Hz 7b-13 (17°C) 7b-7
14b-2 (17°c) 6b-1
14b-1 (17°C) 5b-1 (27°C)
Succinate Fumarate  Singulet a 6,5 ppm - 7b-13 (17°C et 5°C) 5b-16 @7°
6b-1 5b-3 (17°C)
14b-1 5b-8 (27°C)
7b-7 14b-6 (27°C)
5b-1 (27°C)
n.a* Singulet a 1,9 ppm (acétate ?) 14b-5
n.a* Triplet a2 3,0 ppm 6,9 Hz 14b-2 (17°C) 14b-14 (17°C)
13b-4 5b-16 (27°C)

14b-1 (17°C et 5°C) 5b-11 (27°C)

Tableau 15 : Signaux des métabolites produits (ou composésgigla) en rapport avec la dégradation des
acides carboxyliques par les différentes souclse des souches non exhaustive)at non attribué).

Les signaux non attribués pourraient également correspondre a de cosgdeésent
relargués en relation avec le métabolisme du substrat tesié, qu’ils en soient des
métabolites directs. Cette remarque vaut aussi pour certanaaisigetrouves lors des tests en
présence de méthanol/formaldéhyde (votaldeau 16plus loin).

Les signaux retrouveés le plus souvent lors d’'incubations en prédacétate, de lactate
et de succinate sont présentés sufideses 59 et 6@i-dessous.
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Triplet
Acétate (1,05 ppm TSPg,
Acétate
2 I 5 2 ‘ 0 1 I 5 1.0 0.5 0.0 P
L-Lactate (CH) D-Lactate (CH) L-Lactate (CH)
P ¢ TSPq
yruvate
L D-Lactate (CH) ~ @%&pem) Lactate
/
Trl plets Impureté de la
(2,4 ppm et 3,0 ppm) solution de lactatp
T T T T T T T
3 2 1 0 P

6 5 4
Figure 59 : Exemples de spectres RMN correspondant aux milieux contenant I'acé(ate haut) et le lactate
(en bas) aprés 24 heures d'incubation, montrant les predfotmés retrouvés le plus souvent parmi les

différentes souches.
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Figure 60 : Exemples de spectres RMIN correspondant au milieu contenant le succinatésag, 24 et 48
heures d'incubation, montrant les produits le glaavent formés ou relargués au cours de l'incubaparmi

les différentes souches.
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En récapitulant, les résultats de ces tests métaboliques montrent que :

- dupyruvate est produit en présence ldetate.

- dufumarate est produit en présence sigccinate

- de facon étonnante, donéthanol semble étre produit en présencdateniate notamment
pour la souche 12b-6. Ce résultat, s’il est confirmé, mettraieemfpe ou des enzymes
encore inconnues a I'heure actuelle.

- concernant lesignaux non attribués on remarque essentiellement que des triplets (2,4 et
3,0 ppm) apparaissent avec de nombreuses souches lors d’incubation en piésence
lactate ou de succinate. Les constantes de couplage mesusées (€,0 Hz) suggerent
que ces signaux correspondent tous les deux & un méme compossaplet i@ 2,4 ppm
est vraisemblablement masqué par le succinate lui-méme quarst firésent. Des
investigations plus poussées sont nécessaires pour identifier ce composeé.

- en présence d'acétate, certaines souches (exemple de le ssim®) produisent un
composé résonnant sous la forme d'un doublet de doublets (5,8 et 7,5 ppm), comme
I'attestent les constantes de couplage similaires de chacun des doubiets (&7 Hz).

- de nombreux composés sont produits, apparaissant sous la forme detsimgulestent
non attribués.

Concernant les voies métaboliqgues qui pourraient étre impliquées haeancdes
substrats, elles sont indiquées dans la publication. Voir égalenoens@jet lapartie de la
synthése bibliographiqueonsacrée au métabolisme microbien.

IV.1.c.(iiy Cas du formaldéhyde et du méthanol

» Attribution des signaux

Les tests de dégradation du méthanol et du formaldéhyde metaiget une solution
commerciale ou les 2 composés étaient mélangés. La pregtape consistait donc a
identifier les signaux RMN'H de chacun d'entre eux. Le déplacement chimique du
formaldéhyde étant supposé étre aux alentours de celui dell&#ibution des pics a été
faite a partir d’'une dilution de cette solution dans d@ Pour limiter le pic parasite de,@.
Le spectre HSQC HC (*H en abscissé’C en ordonnée) correspondant est présenté sur la
figure 61, et a permis la détermination des déplacements chimiddest “*C du
formaldéhyde et du méthanol.
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ppm

Méthanol (5,,,=3,36 ppmp,;c = 49 ppm) I 20

Formaldehyde (3,,= 4,8 ppm3,;c= 83 ppm)

H ZO (provenant de la solution
de formaldéhyde)

|
Figure 61 : Spectre HSQC H:C de la solution commerciale de formaldéhyde/méihdituée dans BD.

Le formaldéhyde (identifié car la solution contenant plus de fal@hgide que de
méthanol, I'intégrale de son signal est plus élevée) a donc un ed@gacchimique de 4,83
ppm en RMN'H. En présence d’eau en quantité importante, il est donc masqué et confondu
avec le signal de 'eau. Le cas du formaldéhyde a donc nédagsigation d’une technique
autre que la RMNH pour sa mesure : I'analyseur automatique de formaldéhydelaser
AL4021, trés sensible.

» Meétabolites produits
Le tableau 16ci-dessous récapitule les signaux détectés dans lesxndiencubation
correspondant aux tests de biodégradation du méthanol et/ou du formaldéhyde.

174



Résultats -1V- Métabolisme des souches isolées

Constante de

Composé Métabolites Signal RMNH couplage (Hz) Souches
Mélange n.a* Singulet & 1,95 ppm - 13b-4
Formaldéhyde/  n.a* Singulet a 2,15 ppm - 14b-2
Méthanol n.a* Singulet & 2,25 ppm - 14b-2

n.a* Singulet a 2,3 ppm - 14b-2

n.a* Singulet a 2,4 ppm - 13b-4

n.a* Singulet a 3,3 ppm (différent 14b-5 5b-6 (27°C)

de méthanol) - 13b-1 5b-8 (27°C)

n.a* Singulet a 3,6 ppm - 14b-12
5b-5 (17°C)

Formiate Singulet & 8,46 ppm - 7b-13 (17°C et 5°C) 14b-11
14b-14 (17°C et 5°C) 7b-8
14b-2 (17°C et 5°C) 13b-3 (27°C,

17°C et 5°C)
13b-4 12b-6
14b-7 5b-1 (27°C)
7b-7 5b-11 (27°C)
14b-5 5b-2 (27°C)
13b-1 5b-3 (17°C)
12b-7 5b-8 (27°C)
14b-1 14b-6 (27°C)
14b-13 14b-11 (27°C)
5b-2 (27°C)

n.a* Doublet & 5,8 ppm 7,7 Hz(4) 14b-10

n.a* Doublet a 7,5 ppm 7,6 Hz{J3) 14b-10

n.a* Triplet & 2,45 ppm 7,0 Hz () 14b-12

n.a* Triplet & 2,7 ppm 6,6 Hz (1) 14b-12

Formaldéhyde™®C Méthanol Doublet & 3,36 ppm 143 Hzg]) 13b-3 (17°C et 5°C)
14b-13 (17°C et 5°C)
12b-8 (17 °C et 5°C)

Formiate Doublet & 8,46 ppm 195 HzH{)) 13b-3 (17°C et 5°C)
14b-13 (17°C et 5°C)
5b-5 (17°C et 5°C)

n.a* Doublet dédoublé & 1,2 ppm 115 Hg () 5b-5 (17°C et 5°C)

615 Hz (\JI—H)
Tableau 16 : Métabolites produits (ou composés relargués) ldes la dégradation du mélange

formaldéhyde/méthanol et de formaldéhyd@ par les différentes souches (liste des soucheserbaustive).
Dans le cas du formaldéhyfi€, seuls les composés marqués sont indiquést (on attribué).

Les souches isolées de I'eau des nuages sont tres actives pour transforomeptees en
C,, surtout en ce qui concerne le formaldéhyde. Dans seulement & &issouches testées,
moins de 70 % de la quantité de formaldéhyde de départ sont traésfafela concerne les
souches 3b-13, 5b-3 et 7b-7, pour qui I'activité reste faible enverefdiie des composés
testeés, et les souches 3b-14 et 5b-6.
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Méthanol TSPq

(3,36 ppm)

Singulets
(1,95 et 2,4 ppm)

Formiate
(8,46 ppm)
|, i Lo

LA n it o o l
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9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 r
Souche 13b—-4, méthanol/formaldéhyde 17°C

Figure 62 : Exemple de spectre RMM correspondant au milieu contenant le mélange dtitéhyde/méthanol
aprés 24 heures d’'incubation. Le signal du forntatdé (4,8 ppm) est masqué par celui de I'eau.

La production de formiate provenant de I'oxydation du formaldéhyde est trés souvent
observée (exemple de spectre sudrdare 62ci-dessus). Notons aussi que lors de l'incubation
en présence du mélange formaldéhyde/méthanol, la concentratiorétbanol augmente
souvent, provenant vraisemblablement de la réduction enzymatique du farydaldgui est
une voie connue. Ce fait est confirmé papiaduction de méthanol**C lors d'incubations
en présence de formaldéhyd€. On note, en plus, I'apparition d’autres signaux détectés par
RMN *H, qui restent non attribués et sont trés divers. Le métabolissneodgosés en;@st
présenté dans la publication, ainsi que damstée de la synthese bibliographicc@nsacrée
au métabolisme microbien.

Pour récapituler, on retrouve, suivant les souches :
En présence de formaldéhyde/méthanol :

- Production déormiate

- Production denéthanol

- Nombreuxsingulets non attribuésautour de 2-3 ppm

- Le méme doublet de doublets (5,8 et 7,5 ppm, environ 7,7 Hz) que celui olussrvé
d’incubations en présence d’acétate (Vairieau 1%

- Destriplets (2,45 et 2,7 ppm) de constantes de couplage tres proches de lléane
pour les triplets apparaissant lors d’incubations en présencetdte lac de succinate.
Des composés proches semblent donc étre produits ici, mais lesntemsta couplage
différentes des 2 triplets rencontrés en présence de forrgdlléiéthanol montrent
gu’ils correspondent vraisemblablement a des composeés différents.

La présence de des derniers signaux, retrouvés lors d'incubatiensies composés aussi
différents que le succinate et le formaldéhyde/méthanol, laspposer qu’il s’agit de
métabolites produits a partir de réserves endogénes des cathaissrien ne permet d’'étre
catégorique sur ce point.

En présence de formaldéhytde:
- Production de formiate€’C
- Production de méthandic
- Apparition d’'un doublet de doublets (centré a 1,2 ppm), non identifié maisspondant
peut-étre au signal du Gldu méthylformiate.
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IV.2. Influence de la température sur les efficacités de biodégradation

IV.2.a)Introduction

Il est fortement probable que la température ait un effeesuadtivités enzymatiques des
souches, et il s’agit d'un parameétre qui pourrait limiter leficadité a dégrader les composés
proposés dans les conditions rencontrées dans le nuage. Afin d’apprétaatidde la une
température compatible avec celle rencontrée dans les nuagésstdes 5°C et a 17°C ont
été menés en parallele. L'efficacité de dégradation a t@f@spond a une valeur maximale
de température que I'on peut rencontrer dans les nuages, 5°Caétantpérature annuelle
moyenne mesurée au sommet du puy de Déme.

IV.2.b) Publication

Format a modifier pour soumission aNature prévue début 2007.
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Abstract

The efficiency of cells isolated from cloud water to mujtiphd to degrade formate, acetate,
lactate and succinate was investigated and our experiments were focusedemperatures,
5°C and 17°C, which respectively correspond to the annual average andn@xiimeum
encountered temperature during cloud events at the site from wiaéns stere isolated. Five
strains have been considered, among the most often recovered froet oluclsud samples:
3 Pseudomonasl Sphingomonasnd 1 yeast. Results show that they can develop at low
temperature, with doubling times of about 20 hours at 5°C for four of thé&rshort enough
to be consistent with their multiplication in clouds. Metabolic atitisiof biotransformation
by these strains lead to times to degrade 100% of the comtatmaspheric organic acids in
cloud water ranging from 7 to 50 days at 5°C and from less tltay 10 about 20 days at
17°C. These results are consistent with a real and strong rolecafbmal metabolism in
cloud water chemistry.
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1. Introduction

Organic compounds are of first importance in atmospheric chgmisieir concentration in
atmosphere is largely due to human activities, through photochemicdizaion of
anthropogenic hydrocarbons and incomplete combustions of fossil Kelgaura et al.,
2005).Their presence is also greatly linked to atmospheric pollutidkesiricreases in levels
of tropospheric ozone. Their origin in cloud water is clearly tleegas phas&waja et al.,
1995; Sellegri et al., 2003and they are efficiently incorporated in droplets, espedialtiie
case of diacidsv@n Pinxteren, 2005 It is generally admitted that their reactivity in the
atmosphere is only due to the presence of free radicals, bothdaugaand in aqueous phases.
However, a microbial factor could be involved, as discussed by aeasing part of the
scientific community. Indeed, it is now well established thaingvimicro-organisms are
present in cloudsSattler et al., 2001; Bauer et al., 2002; Amato et al., 2005;) 200y
seem to be able to sustain growth in the water phasezi et al., 1997; Amato et al, in
preparatioh where they can remain metabolically active even at a teityseras low as 0°C
(Sattler et al., 2001 Such an activity requires uptake of nutrients from the dropleebsy,
what can thus influence cloud chemistry by increasing the degmaadtcompounds that can
be used as substrates, like organic adidya et al. (2002have estimated that in some cases,
biodegradation processes would lead to equivalent lifetimes in thesplere than the
oxidation by free radicals. The lifetime of malonate wouldlLlfedays, a value at least four
times lower than the one involving chemical reactions. BetweenhV2003 and October
2004, we isolated by cultivation more than one hundred of strains of bacteria, furygiestsl
from cloud water samples (séenato et al., 2005 & 20Q7 It includes a large proportion of
non sporing bacteria able to grow at low temperature. In a compaauan, pve have shown
that they have the capacity to degrade compounds like formaategclactate, and even
methanol and formaldehyde. To realistically evaluate the imicaf micro-organisms in
the chemistry of clouds, temperatures encountered there have tkebeitaaccount as a
factor controlling the enzymatic activity. In this work, we esgéc focused on the
degradation at low temperature of organic acids highly presettud water (6flund et al.,
2002; Marinoni et al.,, 2004 formate (G), acetate (g, lactate (@) and succinate (
diacid). Four bacterial and one yeast strains previously isoiiedm cloud samples have been
tested to grow at 27°C, 17°C and 5°C. Then biodegradations of the given compounds ha
been performed at both 5°C and 17°C to be compared, and an extrapolatiomestittseto
cloud conditions is given. The colder temperature corresponds to the neaesnred at the
puy de Déme summit, while 17°C is approximately the maximal teatyoer observed there
when a cloud occurs (see http://wwwobs.univ-
bpclermont.fr/observ/chimie/DATA/pdd_Choix.himiThe final objective of this study is to
model the effect of the presence of active micro-organisms on cloawhistry, taking in
account realistic physico-chemical conditions of clouds.

2. Material and methods

2.1 Growth conditions

Pure cultures of the strains were cultivated in liquid R2 (prepsrearding to the Difco R2A
medium, but free of aggReasoner and Geldreich, 1986) Trypcase-Soy (TS, Biomerieux)
broths simultaneously at 5°C, 17°C and 27°C under agitation (200 rpm). After48th of
incubation, 2 mL of each of these pre-cultures were transferr2d mL of fresh medium,
and incubated at the three temperatures. Samples were &darly along a week of
cultivation to measure the optical density at 575 nm and establish growth curves.
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2.2 Conditions of incubation for the biodegradation tests

For each isolated strain, liquid pure pre-culture was incubated at@72CC in, M200, TS

or R2 Reasoner & Geldreich, 198broths. Large volumes (about 400 mL) of cultures were
then incubated under the same conditions and cells were harvestetladte48h of growth

by centrifugation (4000 g, 15 min., 4°C), twice rinsed with NaCl 0.8 ®d &nally
resuspended in the test media containing one of the compound to dedradesfTmedia
were composed of 25 mL of 0.1 M phosphate buffer at pH 7.0, with additidsoof 20 mM

of sodium formate (CECOONa) (Aldrich), lactic acid (C#CHOHCOOH, mixed isomers L
and D) (Touzart & Matignon), or sodium succinate (NaOOG{&EOONa) (Aldrich).
Incubations were carried out in 100 mL Erlenmeyer’'s under agit4#00 rpm), at 5°C or
17°C. Cell concentrations in the test media were adjusted to a @Dg}snm of 1,
corresponding to about 1®acteria or 10yeast cells mtt. Thus, biodegradation tests were
performed with an equivalent ratio between substrate and celectations than what can
actually be observed in cloud water. In the test mediaz§3Pwas adjusted at a value of 1,
corresponding approximately to ®lBacteria or 10yeasts cells mt, formate, lactate, and
succinate were 20 mM. A blank constituted by cells in phosphate budfesimultaneously
made for each of the strains. Samples for analysis were takies laeginning and after 4, 24
and 48 hours of incubation. About 1 mL was centrifuged (12000 g, 3 min), and the
supernatants were kept frozen (-40 °C) until analysis.

2.3 Determination of precise cell concentrations

Triplicate volumes of 0.1 mL of successive dilutions of the purei@d were plated on agar
R2A or TSA and incubated at the temperature used for the liquidatidh (17°C or 27°C).
After 1 to 3 days of incubation, colonies were counted and Pstresliwith from 30 to 300
CFUs were taken in account to determine the effective cell concentratithestest media.

2.4 Measurements B NMR

Supernatants from biodegradation test media were prepardd fMR by mixing a volume
of 450 pl of the sample with 50 ul of sodium tetra deuteriated ttnytsélyl propionate
(TSPd, Eurisotop) in solution in BD. D,O was used for locking and shimming, while TgPd
constituted a reference for chemical shifts (0 ppm) and quaatitfn. Final volumes of 500
pl of prepared samples were put in 5 mm-diameter tubes for.NMRuisition of spectra
were made at 400.13 MHz, 21°C, on a Bruker Avance 400 spectrometer, dnticolbof 32
scans (90° pulse, 4789.27 Hz SW, 65.536 data points, 6.84 min total acquisighritiater
signal was eliminated by presaturation, and no filter was epphbefore Fourier
transformation. Using Bruker software (X-Win NMR), baseline wasrected before
integration for quantification. The concentration of metabolites caé=ulated as follow:r]

= (9 * Ao * [TSPdy])/(b * Awf), where ] is the concentration of the compound to quantify,
Aois the area afm resonancei\s is the area of TSRdesonance, and 9 abdare respectively
the numbers of protons of TSRPdesonating at O ppm, and rof

3. Results and discussion

Four bacteria and one yeast strains isolated from cloud wat@lesacollected at the puy de
Déme summit have been considered. The pink-coloured yeast renilaunsdgttermined, but
was present in several of the cloud events sampled. Bacteri@rane negative species
previously identified as Pseudomonassp. (DQ512788), Pseudomonas viridiflava
(DQ512797), Pseudomonas graminigDQ512786) andSphingomonassp. (DQ512776)
(Amato et al., 200/ They were selected for their presence in several cloutpled:
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PseudomonaandSphingomonaspecies were respectively detected in 5 and 3 of the 7 clouds
collected between December 2003 and September 2004.

3.1 Growth at different temperatures
Growth curves obtained in culture media for the five strain87a€, 17°C and 5°C, and
corresponding doubling times are showrrigure 1.

Yeast Pseudomonasp.
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Figure 1: Growth curves at 27°C, 17°C and 5°C for the fiveiins tested, and corresponding determined
doubling times.

No significant effect of the incubation temperature of the prexautin the further cultivation

has been detected. All the strains are able to develop all alongribe of temperatures
investigated with doubling times comprised between less than 2.2 and 16.8 hours ats®7°C, le
than 5.8 and 20.6 hours at 17°C and 15.7 and 45.4 hours at 5°C. At 5°C, the three
Pseudomonastrains have doubling times of less than 20 hours making therhrpsypphic
micro-organisms. ForP. viridiflava, 17°C clearly constitutes the most appropriated
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temperature, with doubling times of less than 6 hours. ResulBstardomonasp. are quite
similar, but not difference between efficiencies at 27°C and 178€ abserved due to the
lack of data during the first hours of incubatidh. graminisis the most adapted strain to
grow at 27°C, but also at 5°Sphingomonasp. has the lowest abilities to multiply at 17°C
and at 5°C, with respective doubling times of about 21 and 46 hours. Howevestraims
grows as fast as the other bacteria at 27°C. For this stthies of OD reached at the three
temperatures are higher than those of the other strains, whdtevemniperature, certainly
due to its cultivation in TS medium (R2 medium was used for albtiver bacteria). Finally,
the yeast has the lowest temperature limitations, and doubles inl&btmuRl hours whatever
the temperature of incubation. However, the maximum/gRreached at 27°C is about two
times lower than those at 17°C or 5°C.

All these strains can multiply at 5°C: this result constitigasimportant point, as it is
consistent with their development in cloud water. Moreover, the gemeraties of a few
hours in the presence of nutrients are consistent with the iiife ¢f a cloud. Such an
efficiency to be active and even to grow at low temperatuseaivaady registered in the case
of bacteria isolated from cloud wat&dtler et al., 200JAmato et al., 200)7 In 1979, it was
even shown that bacteria can divide in the Bimmick et al., 1978 while in airborne
droplets, a possible multiplication of cells allowed by the chamcontent acting as a
substrate had been hypothesized from field measuremeifiszay et al. (1997)The growth
rates determined here at low temperature for strains isdiaedcloud water also support
this idea.

3.2 Biodegradation rates and effect of temperature

The chemical composition of cloud water samples collected at theegpDome summit have
been reported iMarinoni et al. (2004)The total content of dissolved organic carbon ranged
from 1.2 to 15.5 mg £, with major contributions of formate (37-3213 pg, 10.8-70 pM) and
acetate (37-2873 ug . 0.6-48 pM). Lactate and succinate concentrations ranged
respectively from 20 to 514 pg'L(0.2-6 uM) and from 7 to 473 pg*'L(0.06-4 pM). The
microbial cloud water content was also described in samples tdkibe puy de D6me, and
total cell counts were about 1 x>1®L™ (Amato et al., 2005 In our more recent samplings,
total fungi and yeasts have also been counted and were abdutelsOnL (Amato et al.,
unpublished dajaln the test media, formate, acetate, lactate (about 70 %aatdte and 30

% of D-lactate) and succinate were 20 mM, and cell condemtsadetermined by platting
were 2.7 x 1B cells mL* for Pseudomonasp.; 1.7 x 18 cells mL* for P. viridiflava; 2.0 x

10° cells mL* for P. graminis 2.3 x 10 cells mL* for Sphingomonasp.; and 2.7 x 10for

the yeast strain. These values are much higher than those enedunteriouds due to
practical consideration (analytical measurements of chengoahpounds are easier).
However ratios between substrate and cell concentrations in thbatien media were
adjusted to be in the same range than those actually measgteddrsamples (all values of
concentrations were multiplied by a factor iDthese experimental conditions).

OnFigures 2 and 3are presented biodegradation curves for each compound by each strain, at
5°C and at 17°C.
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Figure 2: Biodegradations at 5°C of formate, acetate, L- Rrdctate and succinate by the five strains.
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Figure 3: Biodegradations at 17°C of formate, acetate, ld-@Hactate and succinate by the five strains.
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Formate Acetate D-Lactate L-Lactate Succinate
Yeast 1,31x10F 3,94x1¢F 33,15% | 6,80x10 2,48x10F 27,37% | 7,91x10 1,87 x10F 4227% | 2,37x16 7,38x 10 32,06% | 953x10 2,36 x 10 4,04%
Pseudomonasp. 3,10x10F 4,22x1¢F 73,45% | 4,77x10 6,12x1¢F 7,79% 3,26 x 10 - - 1,67x16 1,74x10F 9574% | 1,58x 10 4,13x1¢F 3,83%
Pseudomonas viridiflava 1,68 x 1 3,46 x 10 48,62% | 4,29x 16 2,02x 1 21,26% | 548 x10 2,47 x10 222,09% | 1,05x 10 6,73x 10 15,64% | 542x 10 1,05x 10 51,43%
Pseudomonas graminis| 1,62 x 1 4,22x 1¢ 38,41% | 538x16 2,53x 10 21,22% | 1,25x16 <10’ -154,64%| 3,81 x10 917 x10F 4155% | 6,23x10 1,27 x10 48,97%
Sphingomonassp. 2,16 x10¢ 3,32x1¢F 6502% | <10 9,84x10 -2,15% | 1,06x16 8,61x10 121,40% | - 2,76 x 10 - 1,49x 1¢ 9,37 x 10 15,86%
Mean |7,92x 10 1,76 x 10 51,7% 3,35x10 1,73x1C 15,1% 7,93x10 542x10 57,8% 1,78 x 106 5,56 x 10 37,0% 2,85x10 1,21x10 24,8%

Table 1: Rates of biodegradatiorof organic acids andatios between 5°C and 17°C for each of the tedtaihs. Values of rates are expressed as pihfdrh

10°bacteria or 19yeasts.
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In order to precisely compare degradation activities, catioms of degradation rates have
been performed and are givenTiable 1 They were based on the concentrations measured
after 48 hours of incubation, and show that in 1 hour of incubation at 17°C,*lygals or 1

x 10° bacteria (average cloud water content) can degrade from abd@3x5 x 10° pmol

of formate, from 6 x 18 to 3 x 10° pmol of acetate, from 0 to 9 x 1qQumol of D-lactate,
from 2 x 10° to 1 x 10° umol of L-lactateand from 5 x 18 to 3 x 10° pmol of succinate,
depending on the strain. At 5°C, these values fall from about 2°»xdl@ x 10° pmol for
formate, from 0 to 7 x I®umol for acetate, from 3 x TGo 2 x 10° pmol for D-lactate, from

1 to 4 x 1 pmol for L-lactate and from 1 x T@Go 7 x 10° pmol of succinate.

On Table 1 are also reported ratios between the degradation rates obse®dd zersus
17°C in each case. As expected, temperature has a strongdefloa the biodegradation
capacities, with important differences observed between thetdmperatures, depending
both on the substrate and on the strain. Formate is efficientlydiehly thePseudomonas
strains at both temperatures, especiallyPoyviridiflava and P. graminis Activity on this
compound remains relatively high at 5°C, reaching on the whole from 887 % of the
values determined at 17°C. Acetate is also well degraded at 17°&n Iaportant effect of
the temperature is observed for all of the strains, lowering activitiaddmgtor ranging from 3
(for the yeast) to more than 108phingomonasp.). Succinate degradation profile is globally
quite similar to acetate, with a great activity at 17°@eemlly in the case of the yeast strain.
Comparing the two temperatures of incubation shows that its degmnact 17°C is only two-
fold decreased at 5°C for two of the straiRs \iridiflava andP. graminig, while it is about
one tenth for the others. Uptakes of L- and D- lactate and thponsss to low temperature
are variable, but globally better with the L isomer. Ratios ofatkgion between the two
temperatures range from 19 % to 96 % for L-lactate and from 42 280 % for D-lactate.
So, while the activities on D-lactate remain quite low, itins some cases (strains
Pseudomonas viridiflavand Sphingomonasp.) better degraded at low temperature than at
17°C.

Biodegradation of formate, acetate, lactate, methanol and formdklélyystrains from cloud
water were already demonstrated to be possible under optimalicoadif temperature
(Amato et al., 2006 We bring now the evidence that it is even possible under cold
temperature conditions. Furthermore, micro-organisms from cloucer wedn remain
metabolically active at low temperature. This is consistetit thieir ability to grow at 5°C,
which can thus be supported by atmospheric compounds thanks to the praseonts
tolerant enzymes. More, number of studies had also proven that aiali@ctivity exists,
even at subzero temperatu@a(penter et al., 2000; Sattler et al., 2001; Christner, 2001;
Junge et al., 2004making it compatible with super cooled cloud droplets. Thereuis no
objection to the existence of a microbial activity in cloud dropets it should be taken in
account among the processes catalyzing atmospheric chermspggrallel to free radicals
oxidation.

Interestingly, the metabolic pathways of degradation of the argamnpounds studied can be
similar to those catalyzed by photochemical processes. As ampéx photochemistry,
through the production of radicals QHis involved in the progressive oxidation of
hydrocarbons and others organic compounds tg. JQe final step is constituted by the
oxidization of formateNlonod et al., 2000; Deguillaume et al., 2p0&nd such a reaction is
also possibly catalyzed by microbial metabolisrorholt, 2002; KEGG metabolic pathways
databank So, a part of the chemical transformations occurring in theosphere and
attributed to photochemistry could in fact imply microbiology. Toifglahis hypothesis an
attempted extrapolation of the biodegradation rates previously detdrifanghe organic
acids to cloud water is proposed.
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3.3 Extrapolation to clouds

A model cloud water solution is considered for the extrapolation, tyyttical chemical and
microbial concentrations. The chemical values of concentratios: \6gtM of formate, 5 uM
of acetate, 1 uM of lactate (0.5 uM of each of the isomers) andNd.bf succinate. They
corresponds to the median values of concentration measured in the cteudamapled at the
puy de DémeNlarinoni et al., 200%4 In addition, loads of micro-organisms of 5 ¢ J@asts
and 5 x 10 bacteria mL* were considered, corresponding to about respectively 10% and 60%
of the median densities observed in our cloud samplesi{o et al., 2005 and unpublished
datg. For yeasts, the proportion considered is quite low since counts of furlgatkuele not
only yeasts, but also fungi. Proportions of the cloud water content abf eampound
biodegraded after 24 hours in such conditions are presenieadthia 2

Formate Acetate Lactate Succinate
5°C 17°C 5°C 17°C 5°C 17°C 5°C 17°C

Maximum  3.6% (27.6) 9.2% (10.8) 2.9% (34.2) 12.0% (8.3) 2W8(5.2) 46.3% (2.2) 17.2% (5.8) 87.1% (1.1)

Mean 2.2% (46.0) 5.0% (20.0) 2.2% (44.9) 9.6% (10.4) 13.4% (7.5) 34.6% (2.9) 10.3% (9.7) 78.7% (1.3)

0,
Minimum (&74/2) 1.5% (68.9) 1.6% (63.2) 7.4% (13.5) 8.4% (12.0) 097(3.7) 2.7% (37.5) 66.5% (L.5)

Table 2: Theoretical in-cloud biodegradations of formateetate, lactate and succinate at 5°C and 17°C,
expressed in % of the concentrations found in claader degraded in 24 hours, and associated tiines (
parenthesis) to degrade 100% of the content indcleater (days). A cloud water of typical compositisee
text) is considered for the calculation of percgatof compounds degraded, with a microbial loa8 &f1¢
yeasts and 5 x fGacteria mL:. Maximum, mean and minimum values correspond i@y to the use for
the calculation of the maximum, the mean or theimmiim rate of biodegradation observed for bacteria.

Cloud water is not bulk, as in our tests, but distributed in droplets,tanfiuences cloud
chemistry, notably by improving exchanges between air and liquid phiakas to be kept in
mind even if extrapolations made do not consider this fact. Resultstsagwonsidering the
mean biodegradation rate observed among bacteria, more than 2&hatef@and acetate and
more than 10% and 13% of the succinate and lactate present oh wkter would be
degraded at 5°C. In other terms, more than 45 days would be necemsarycdmplete
metabolic transformation of formate or acetate, about 10 days domate and less than 8
days for lactate. In the warmest clouds encountered at the plgnuke (17°C), the microbial
activity would be responsible in 24 hours of the degradation of 5% wiater (20 days to
degrade 100%), about 10% of acetate (about 10 days), 35% of lactateafles days) and
almost 80 % of succinate (about 30 hours). These values are ayénatgésve consider for
example a single sample, collected th& 24 September 2004, for which 1.4 x*Ifacteria
mL™* were found, and concentrations of formate, acetate, lactate anihaseicevere
respectively 3.3 uM, 2.6 uM, 0.1 uM and 1.3 uM, results are highly imgrgna showi.
Under those conditions, the times to degrade 100% of the content dbdldewater at 5°C
and 17°C would respectively be of 5.4 and 2.1 days for formate, 6.5 and 1.4¢dagstéte,
2.4 and 1.0 days for lactate and 10 and 3 hours for succinate. For tlpke saken as
example, the recorded temperature on the sampling site was 9.7 €Cakcells present are
actually as efficient as the tested ones, the chemical caiopaseasured would be strongly
influenced by such a microbial activity.

A lifetime of 10 days due to theoretical microbial metabolisrthe atmosphere have already
been mentioned for succinate in another stultyy& et al., 200®, but the temperature of
incubation was not mentioned. These times could seem relatively tomgaced to the
lifetime of a cloud, especially if we consider that theseltesare obtained from laboratory
experiments in which metabolism is artificially oriented. Bug time scales estimated for
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degrading the whole content of cloud water falling in the range@f alays indicate that the
microbial activity could significantly contribute to degrade organ@mpounds in the
atmosphere. It is however still not taken in account by modelsnobsptheric chemistry
(Barth et al., 2006

Looking at the encouraging results presented here, large investgghave now to be carried
out to determine potentialities of biodegradation of other organigpeonds involved in

cloud chemistry. In addition, to supply and sharpen models, great numbeastefia and

yeasts originating from cloud water have to be tested andthal anicrobial activity have to
be measureth sity, in clouds.

4. Conclusion

In previous works, we have brought the proof that living microbidl otist in cloud
droplets. An important diversity was detected by cultivation includiegsts, fungi and
bacteria, among whicliPseudomonasand Sphingomonasare the dominant genera. The
guestion of a possible implication of this living content on the cloud istignthrough its
metabolism was thus asked. The results presented here showdlaat,ahre€>’seudomonas
and aSphingomonastrains isolated from cloud water are able to sustain grondler cold
conditions. It supports the hypothesis of a multiplication of celtddnd droplets, and also of
a metabolic activity. In addition, biodegradation of atmospheric arganmpounds by these
five strains have been carried out at both 17°C and 5°C. As expetesdptr®iodegradation
are generally decreased with decreasing temperature, butithey aemains compatible with
a microbial implication in cloud chemistry even at 5°C, especiallythe cases of
Pseudomonaspp. strains. Extrapolations to cloud water indicate that, during¢lieme of a
cloud fixed at 24 hours, micro-organisms are likely to be responsiliteeadegradation of
significant amounts of formate, acetate, lactate and succordtea few days are required for
the micro-organisms to degrade 100% of the contents in cloud watér@tand at 5°C.
Finally, to conclude on their relative efficiency among the otberameters involved in
atmospheric chemistry, microbial contribution has to be comparedetomiain known
catalyser: solar radiation, producer of free radicals. Wornk ggagress on this field to collect
data allowing this comparison.
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IV.2.c)Complément de résultats

IV.2.c.(i)  Calcul des temps de doublement

Le calcul des temps de doublements est< réalisé comme préserigfigure 63 ci-
dessous. lls sont basés sur les mesures de densités optiques de cultures pures.
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Figure 63 : Calcul du temps de doublement cellulaire. Exendgléa souche 13b-PEeudomonas graminjsou
le temps de 53 heures est considéré pour le calmatiuisant a un temps de doublement de 15,7 heures

IV.2.c.(i) Calcul des vitesses de dégradation

Les vitesses de biodégradation doivent pour pouvoir étre extrapolées, étre rapporées a un
unité biologique (nombre de cellules, quantité de protéines....). Poseligle des tests de
« screening », cette information n’est pas disponible ce qui niseifoas de calcul. Elle I'est
cependant pour les tests voués a étudier l'effet de la temmér&tans la publication les
valeurs de vitesses données (et les extrapolations au nuagedégabelent) sont calculées en
considérant la quantité dégradée apres 48 heures d’incubation. CetteeqleamiinM) est
transformée en vitesse en divisant par le temps (48 h), et ramem@mbre de cellules en
divisant par la concentration en cellules déterminée paradésnénts (attention : considérer
une concentration en CFU'Lpour un calcul prenant en compte des mM)tdlgeau 17ci-
dessous récapitule les vitesses calculées. Les calculsnhgas possibles dans le cas du
formaldéhyde et du méthanol car les tests de dégradation deirsisats n’'ont pas été
réalisés de facon indépendante (mélange formaldéhyde/méthanal).iniestigations
concernant ces substrats sont présentées dans le paragraphe suivant.

191



Résultats -1V- Métabolisme des souches isolées

) Cf;fjggzg?g (Ieen de’(,?gl:gggteeen de?gl:gggteeen Vitesse dei transformation Vitesse dg transformation
Composé Souche .= ,. . as5°C alr°C
milieu d'incubation 48 heures 48 heures
(mL (5°C) (MM)  (17°C) (mM) (umole/cellules/heure) (umole/cellules/heure)
7b-13 1,39 x 16 1,44 2,21 2,15 x 10" 3,32 x 10"
13b-3 8,40 x 18 6,53 17,00 1,62 x 10 4,22 x 10°
Formiate 14b-1 1,61 x 10 1,01 3,05 1,31x10 3,94 x 10
14b-2 2,66 x 16 3,96 5,39 3,10 x 10" 4,22 x 10"
14b-14 1,20 x16 9,66 19,86 1,68 x 10%° 3,46 x 10°
7b-13 1,39x 16 0,00 6,54 0,00 9,84 x 18*
13b-3 8,40 x 18 2,17 10,21 5,38 x 10" 2,53 x 10'°
Acétate 14b-1 1,61 x 10 5,27 19,25 6,80 x 1¢° 2,48 x 1¢°
14b-2 2,66 x 16 0,61 7,81 6,34 x 10" 6,12 x 10*
14b-14 1,20 x18 2,46 11,57 4,29 x 104 2,02 x 10'°
7b-13 1,39 x 16 0,00 1,83 0,00 2,76 x 18*
13b-3 8,40 x 16 1,54 3,70 3,81 x 10* 9,17 x 10"
L-Lactate 14b-1 1,61 x 10 1,83 5,72 2,37 x10 7,38 x 10
14b-2 2,66 x 16 2,13 2,22 1,67 x 10" 1,74 x 101
14b-14 1,20 x16 0,60 3,86 1,05 x 10" 6,73 x 101
7b-13 1,39 x 16 0,70 0,57 1,05 x 10" 8,61 x 107
13b-3 8,40 x 18 0,51 -0,33 1,25 x 10" -8,11 x 10
D-Lactate 14b-1 1,61 x 10 0,61 1,45 7,91 x 10%° 1,87 x 10
14b-2 2,66 x 16 0,42 -0,13 3,26 x 10 -1,05 x 10
14b-14 1,20 x 10 0,31 0,14 5,48 x 10 2,47 x 10
7b-13 1,39 x 16 0,99 6,23 1,49 x 10" 9,37 x 10"
13b-3 8,40 x 16 2,51 5,13 6,23 x 10" 1,27 x 10°
Succinate 14b-1 1,61 x 16 0,74 18,27 9,53 x 10%° 2,36 x 1C°
14b-2 2,66 x 16 0,20 5,27 1,58 x 10 4,13 x 10"
14b-14 1,20 x10 3,11 6,05 5,42 x 10" 1,05 x 10°

Tableau 17 :Vitesses de biotransformation des acides carbguxgt par 5 souches sélectionnées, et données
associées aux calcul@-13: Sphingomonasp. ;13b-3: Pseudomonas graminjsl4b-1: Levure rose 14b-2:
Pseudomonasp. ;14b-14: Pseudomonas viridiflavd_es valeurs de vitesse sont généralement entidorfois

plus importantes pour la souche 14b-1, une lewque, pour les bactéries en raison de I'unité uglisgprimée

en nombre de cellules.

Il ne faut pas perdre de vue, en considérant ces valeurs, qualdets sont baseés
uniquement sur la dégradation observée aprés 48 heures d'incubation. $sss\stent donc
surtout indicatives et donnent un ordre de grandeur des potentialitésbignnes. Des
estimations sont faites plus loin, au niveau de leur activité potentielle au sein ges. nua

IV.3. Utilisation du formaldéhyde **C et cinétiques détaillées de dégradation
des composés en(ar des souches sélectionnées

Les solutions commerciales de formaldéhyde contiennent presgéenatiguement du
méthanol, En vue d’appréhender exclusivement les métabolites produékaton avec la
transformation du formaldéhyde, du formaldéhyde en solution pure et mauddé a été
utilisé. Trois souches ont été sélectionnées pour leurs réponsgsrddés a I'incubation en
présence du mélangdrigoribacterium sp. 14b-13,Pseudomonasyringae 12b-8 et une
souche non identifiée 5b-5. Des tests ont d’abord été realisé@msidérant un pas de temps
de prélevement correspondant a celui utilisé pour les tesé&ratgues (0h, 4h, 24h et 48h).
Les résultats et des exemples de spectres obtenus sont prédansé la publication
précédente. Plus récemment, ces manipulations ont été reprises, tatis souches ont été
incubées en présence formaldéhyde marqué, parallélement a 1a8°G°€t De plus, les
cinétiques de transformation ont été suivies de fagon plus préciséedansps, permettant
d’accéder a des calculs de vitesse présentés plus loin, et d'ammeh&ffet de la
température sur le métabolisme de ce composé. Des incubations@mcprde méthanol pur
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(non mélangé avec du formaldéhyde) et de formiate, non-marqués, amégbéte réalisées
pour connaitre les cinétiques précises des transformations correspondantes.

IV.3.a)Résultats

La spectroscopie par RMR’C est une approche permettant le suivi du devenir de
composés marqués, et ainsi la mise en évidence de voies métaboliques.

Les spectres RMN?C correspondant & [lincubation de la souche 14b-13
(Frigoribacterium sp.) en présence de formaldéhyd@ sont présentés sur figure 64 ci-
dessous.

13C méthanols ppm)

13C formiate
172 ppm A
(172 ppm) 13C formaldéhyde
(83 ppm)
b e A Ll A A L L i Lol )
e " " o - o e b o e
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Figure 64 : Spectre RMN™C montrant la transformation progressive du formhjdle en méthanol et en
formiate (souche 14b-13, 17°C, temps 0, 1, 2, 32424, 31, 48, 74, 120 et 168 heures).

On voit clairement que le formaldéhytf€ est rapidement transformé en méthanol et en
formiate qui se retrouvent donc marqués a leur tour. Ces 2 produisnsoite dégradeés. Les
mémes phénomenes, légerement plus lents, sont observés a 5°C. Deglealitiglsses sont
présentes plus loin.

La spectroscopie par RMM a été utilisée pour doser ces produits, et a également permis
de détecter, comme dans le cas de l'utilisation du mélange t&hyae/méthanol, des
signaux correspondant a des composés non marqués. L'exemple préstnfe)sur 65ci-
dessous confronte les spectres respectivement obtenus en pdisemElange des composes
non-marqués formaldéhyde/méthanol et en présence de formaldédByde
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Figure 65 : Spectres RMNH correspondant au milieu contenant le mélange dtitéhyde/méthanden haut)
et le formaldéhyde marqué &iC (en bas)pour différents temps d'incubation, de 0 & 168réguLe marquage
permet d’identifier les produits provenant indubieanent de la transformation du formaldéhyde. Ligaagix
relatifs aux composés non marqués retrouvés darisdas sont indiqués sur le spectre du haut. {f@olsb-13,
17°C, mémes temps d’incubation que sur la figuée@dente).

Les signaux détectés lors de I'analyse par RMNdu milieu d’'incubation contenant le
formaldéhydée>C ont 3 origines possibles :

- D’abord, ils peuvent étre des produits directs de la transformdtioformaldéhyde.
Dans ce cas, les produits sont eux-mémes marqu&€aet les signaux sont dédoublés en
raison du couplag€C-H. C’est le cas pour le formiate (8,46 ppm) et le méthanol (3,36, ppm)
provenant respectivement de I'oxydation et de la réduction du formaldéhyde $vsthkmas
métaboliques présentés dans l'article et dans la synthése bibliographique).

- Dans le cas de signaux non dédoublés, il peut quand méme s’aggtaleolites du
formaldéhyde. Dans ce cas particulier, le marquage8u est perdu suite & une
décarboxylation (volatilisation d€CO,), et on est en présence des mémes composés (au
niveau isotopique) qu’avec du formaldéhyde non marqué.

- Les signaux non dédoublés peuvent aussi correspondre a des produitesebangla
cellule, qui les a synthétisés a partir de réserves endofgpueisies, lipides...) et qui ne sont
donc pas marqués. Ce relarguage peut, ou non, étre induit par lacprdsecomposé teste,
en l'occurrence le formaldéhyde dont la toxicité est avér@ewt étre impliqué dans de tels
phénomenes.
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Concernant les singulets observés sur le sp&dtgu milieu contenant le formaldéhyde
3¢, il nous est impossible de conclure sur une ou l'autre des 2 dermiéssibilités
évoquées.

Notons enfin que des produits plus éloignés des voies d’assimilatiéorrdaldehyde
peuvent étre marqués mais sans étre détectés a cause de leur ddns le milieu (tout le
formaldéhyde n’est pas transformé en un composé unique).

Pour la souche 12b-8P( syringag¢ (non montrg§, le formaldéhyde est également
transformé en méthanol et en formiate. Ce dernier n'est pouidtatté que sur un seul des
spectres, car sa dégradation est trés rapide et il ne s’accumule pas.

Pour la souche 5b-5n¢n montr§, les mémes métabolites sont détectés, mais le
formaldéhyde'®C est dégradé moins rapidement. De plus, le formiate, maislauséthanol
produits sont dégradés durant le temps de l'incubation. Plusieuetstipbuplés et montrant
une signaturé*C ?) (1,7 ppm, 2,5 ppm, 2,7 ppm et 3,0 ppm notamment) sont également
observés aprés incubation ave du formaldét§@dors de I'analyse par spectroscopie RMN
'H. Pour cette souche, aucune valeur de vitesse de dégradation dulébiydal et du
méthanol n’est donnée car le dosage du formaldéhyde n'a pas péaisé (I'analyseur
n'étant pas disponible), ni le test en présence de méthanol seul.

IV.3.b) Calcul des vitesses de transformation

La partie linéaire de la dégradation du tracé graphiqueateposé] = f(t)du composé
considéré est prise en compte pour la détermination de la vibiszsle de dégradation. Les
vitesses de biotransformation correspondent a la pet¢ela droite de régressifcpomposé]
= axt + [composépn. Cette valeur de pente est simplement divisée par la concamteat
cellules ou en protéines dans le milieu d’'incubation pour obtenir une \@deuitesse en
pmole cellulé h* ou en pmole (mg protéinesh™.

Exemple de calcul de vitesseauche 12b-8, dégradation du formiate a 17°C

18

Valeurs mesurées

16
[formiate] ]

Temps (h) (mM)

0 16,89

1 7,79

2 4,62

3 3,13

4

6

i
~
1

[formiate] = -5,869t + [formiate]
a =5,869

[
N
1

[N
o
1

1,62
0

e}
1

o
1

Concentration en formiate (mM)

w
(o2}
o|o|lo|o| o

o 2 i s 8 10 12
Temps (h)

Durée de la partie linéaire considérée : 3 heure§,869 x16 mol L' ht

Concentration en cellules dans le milieu test : 824 x 162 cellules L1

L Vitesse de dégradatior a / N= 1,38 x 1@ umol cellule i
(avec les unités précisées pour a et N)
Les vitesses de dégradation données darishbleau 18ci-dessous sont exprimées en
pmoles par cellule et par heure. La souche 13b-3 pour laquellandtigue détaillée a été
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réalisée précédemment mais de facon ponctuelle en présefocmdiiéhyde>C, est ajoutée
a la suite des souches considérées. Par contre, pour la souchesstehnées de biomasse
(concentrations cellulaires et protéiques) sont manquantes dtilg mwa donc pas pu étre
effectué.

Vitesse de transformation (umol/cellule/humol/mg protéines/h)
Formiate Formaldéhyde Méthanol
Souches
5°C 17°C 5°C 17°C 5°C 17°C

14p.13 | 753x10%  446x10%  231x10%  231x10°  918x10*  1,26x10°

(0,034) (0,199) (1,034) (1,029) (0,004) (0,006)
12b-8 4,69 x 10'° 1,38 x 10° 3,09x10°  506x10°  210x10% 2,04 x 10"

(2,526) (7,448) (1,665) (2,725) (0,011) (0,110)

2,93 x 10" 6,84 x 10"

13b-3 - - (0.138) (0,323) - -

Tableau 18 : Vitesses de biotransformation du formiate, du faldéhyde et du méthanol a 5°C et 17°C,

déterminées & partir des cinétiques détaillées omdldéhyde *C pour le formaldéhyde.14b-13:
Frigoribacteriumsp. ;12b-8: Pseudomonas syringad 3b-3: P. graminis

IV.4. Transposition des résultats au nuage

IV.4.a)« Temps de vie » des composés dans le nuage

Note importante : Les « temps de vie » correspondent ici aux temps néceseaia la
dégradation microbiologique d’'une quantité égale a la concentrain retrouvée dans
'eau de nuage. Il ne s’agit donc pas véritablement de tempe vie tels qu’ils sont
précisément définis en chimie atmosphérique, avec lesdsiddls ne peuvent en aucun cas
étre comparés.

L'objectif de cette étude est finalement de transposer le#tatssobtenus en laboratoire
au milieu qui nous intéresse : le nuage. Un modele couplant les composamtgshysique
et chimie du nuage doit étre utilisé pour cdliéa(gd Leriche, LaMF, en incorporant les
vitesses de biodégradation déterminées dans notre étude, afiréb&amuger qualitativement
l'influence que pourrait avoir le métabolisme sur la composition milieu.

Les valeurs de concentrations en composeés et en cellules conspmréds calcul sont
précisées dans tebleau 1Ti-dessous.

Concentration mesurée dans les Concentration considérée pour
Composé échantillons du puy de D6me I'extrapolation
(UM ou cellules mL*") (UM ou cellules mLY)
Composante chimique
Formiate 0,2-70 6,0
Acétate 0,01 -48 5,0
L-Lactate 0,5
02-6 '
D-Lactate 0,5
Succinate 0,02-4 0,5
Méthanol ? 0,1
Formaldéhyde 0,01-15 0,5
Composante microbiologique
Bactéries 8 x 10 5x1d
Champignons & Levures 5x 10 5x 10

Tableau 19 :Conditions utilisées pour I'extrapolation des vaede vitesse.
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Pour le «temps de vie » moyen, une vitesse moyenne est prisemgtecpour les
bactéries, et la valeur déterminée pour la levure est ajoutgmend en compte des
concentrations de 5 x 1®@actéries et 5 x fdevures par millilitre. Ce calcul considére donc
gue la population de bactéries est composée en parts égales de deadometéries prises en
compte, et de levures dont l'efficacité est égale a cedléde De telles extrapolations sont
présentées dans la publication traitant de l'influence de la température.

Les « temps de vie » sont calculés suivant :

[composé]

« Temps de vie » du composé dans le nuage
(jours) [(vg x Bg) + (v x B)] x 24

Avec:

[composé] = Quantité de composé dans 1 L de miliegdaditions choisies (Lmol)
(ex: 6,0 pmol pour le formiate)
v = Vitesse de dégradation bactérienne (umol cellig

B = Biomasse bactérienne dans 1 L (5 xddllules) (=5 x 10cellules mL?)
v, = Vitesse de dégradation par les levures (umalilegih?)
B, = Biomasse levures dans 1 L (5 » t@llules) (=5 x 18cellules mL?)

Des «temps de vie » des composés chimiques sont calculésiradpartvitesses
déterminées pour chaque souche. Les résultats des calculs sent§zrésins lesbleaux 20
(acides carboxyliques, 5°C)21 (acides -carboxyliques, 17°C) €22 (méthanol et
formaldéhyde, 5°C et 17°C) ci-dessous.
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Souche (origine

expérimentale des Formiate Acétate L-Lactate D-Lactate Lactate total Succinate
données)
Vitesse Dégradé en « Ter_nps Vitesse Dégradé en « Ter_nps Vitesse Dégradé en Vitesse Dégradé en | Dégradé en « Ter_nps Vitesse Dégradé en « Ter_nps
Bactéries (umol cellule* hl)  24h (umol) ?j(eJl\,l”ri)» (umol cellulg® hY)  24h (umol) ?j(eJl\,l”ri)» (umol cellule® ')  24h (umol) | (umol cellule® hY)  24h (umol) | 24h (umol) 82&’:,2)” (umol cellule® Yy 24h (umol) ?j(ejl\j:’es)»
Zebr;}t%?gtfl']‘ig)”ce dela | 515x10% 003 231,7|<1x10% <0,001 <1x10® <0001| 1,05x18 001 | 001 398 |149x10% 002 280
tleSmb;)%ﬁ';‘thﬂg)”ce dela | 1 62x10° 019 309 |538x10% 006 77,5 | 381x10% 005 | 1,25x18° 002 | 007 82 |623x10% 007 67
t1e4mb;)2é$'2fl';£;'ce dela | 310x10% 004 161,3|634x10° 008 657 | 1,67x10"0 002 | 326x18 <0,001| 002 20,9 | 158x10% <0001 264
tle“rgblé‘tgg:‘gme delal 168x10° 020 207 |420x10% 005 97,2 | 105x10% 001 | 548x1% 001 | 002 260 |542x10% 007 77
12b-8(cinétiques 0
détaillées) 4,69 x 10" 0,56 10,7
14b-13(cinétiques 3
détaillées) 7,53x10° <0,001 6637
Moyenne bactéries 1,42 x 10'° 4,00 x 10" 1,63 x 10* 7,94 x 10% 3,32 x 10*
Levure
t1e4mb;)1é$'2fl'ﬂg')”ce dela | 431510 002 3831 680x1F 008 613 | 237x16 003 | 7.91x1%° 001 | 004 132 | 953x10° 001 437
o _1
oxi0bactériesmi+ | 475, 15 019 322| 500x1d 013 388 | 200x1 7,93 x 10 007 75| 214x1d 005 97

5 x 1¢ levures mL*

Tableau 20 : Récapitulatif des vitesses de dégradation demaa:idrboxylique, quantité dégradée en 24 heures par B x 10 bactéries (5 x TomL™) ou B=5 x

10° levures (5 x 1dmL™Y), et temps de vie correspondants dans le nuagggteour dégrader 100 % de la quantité considérée lé nuage, en jours). Une valeur moyenne
est donnée en derniére ligne, calculée a paria ditesse moyenne des bactéries, a laquelle @stea celle de la levure. Le temps de vie donnéeggond donc a un nuage
moyen aux niveaux microbiologique (quantitativemegitchimique.Pour le calcul avec le lactate, les valeurs desséede dégradation du L-lactate et du D-lactate sont
additionnées7b-13: Sphingomonasp. ;13b-3: Pseudomonagraminis; 14b-2: P. sp. ;14b-14: P. viridiflava; 12b-8: P. syringae 14b-13: Frigoribacteriumsp. ;14b-1:
levure rose non identifiée.
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Souche (origine
expérimentale des Formiate Acétate L-Lactate D-Lactate Lactate total Succinate
données)
Bactérles Vitesse»1 . Dégradé en 2;3‘;2[’»5 Vilesse.1 . Dégradé en 2;3‘;2[’»5 Vilesse.1 . Dégradé en Vilesse.1 . Dégradé en Dégradé en E;I'e\z/rlgl:;s Vilesse.1 . Dégradé en 2;3‘;2&5
(umol cellule™ h™*) 24h (umol) (jOUI’S) (umol cellule® h™*) 24h (pmol) (jOUI’S) (umol cellule® h™*) 24h (pmol) (umol cellule® h™*) 24h (pmol) 24h (umol) (jOUI’S) (umol cellule® h™*) 24h (pmol) (jOUI’S)
Zebrﬁt%gtf&i)me dela | 332x10" 004 1507 |984x10° 012 424 | 276x10° 003 861x18? 001 004 115 |937x10% 011 44
tleSmb;,%?Qthﬂg)nce dela | 420x10° 051 119 |253x10° 030 165 | 917x10" 011 <1x18° <0001 011 50 | 127x10° 015 33
t1e4mb;)2é$'2fl'ﬂ§;'ce dela | 4005108 005 1185 612x10% 007 681 | 1,74x10% 002 <1x13° <0001 002 239 |413x10° 005 10,1
tle4r2;)1;§$:‘é)ence dela | 346x10° 042 144 |202x10° 024 207 | 673x10% 008 247x18 <000l 008 60 |1,05x10° 013 4,0
12b-8(cinétiques
détaillées) 1,38x10 1,66 3,6
14b-13(cinétiques 2
détaillées) 4,46x10% 0,01 1121
Moyenne bactéries 3,71 x 10'° 4,00 x 10" 5,1 x 10" 2,77 x 10° 3,32 x 10"
Levure
t1e4mb;)%é$'2tfl';ﬂg)”ce dela | s94x100 005 127 | 248x1d 030 168| 7,38x10 009 187x18 002 011 45| 236xF0 028 18
. 1
> ig pacteries M-+ | 205x1° 049 122 | 201x1D 048  104| 624xId 1,07 x 16 017 29| 164x1d 039 173

Tableau 21:Récapitulatif des vitesses de dégradation demaccidrboxylique, quantité dégradée en 24 heures par Bx 10 bactéries (5 x TomL™) ou B.= 5 x

10° levures (5 x 10dmL™Y), et temps de vie correspondants dans le nuaggsgteour dégrader 100 % de la quantté considémésldauage, en jours). Une valeur moyenne
est donnée en derniére ligne, calculée a paria ditesse moyenne des bactéries, a laquelle @stea celle de la levure. Le temps de vie donnéeggond donc a un nuage
moyen aux niveaux microbiologique (quantitativemegitchimique.Pour le calcul avec le lactate, les valeurs desséede dégradation du L-lactate et du D-lactate sont
additionnées7b-13: Sphingomonasp. ;13b-3: Pseudomonagraminis; 14b-2: P. sp. ;14b-14: P. viridiflava; 12b-8: P. syringae 14b-13: Frigoribacteriumsp. ;14b-1:
levure rose non identifiée.
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Souche (origine
expérimentale des

5°C

17°C

données) Méthanol Formaldéhyde Méthanol Formaldéhyde
4 itesse égradé en T d i itesse égradé en T d itesse égradé en T d i itesse égradé en T d
Bactéries (umolvctellule’l h'%) P g(udmm) 2 en(}gjrsf Ve (umolvclellule’l h'%) P g(udmol) 2an vizragirs()e (|.1molvctellulél ht) ° g(udmm) 2 en(}gjrsf Ve (umol\/ctellule'l hl) P g(udmm) 2 Vizn(]-gf,r;
zgiﬁggg)e“q“es 210x102 <0001 397 |300x10° 037 13 | 204x10" 002 41 | 506x10° 061 08
32&#@2;‘““‘“63 918x10% <0001 908 |231x10%° 003 180 | 1.26x10° <001 664 | 231x10% 003 18.0
égf’éﬁé‘g;‘)‘e“q“es 203x10% 004 142 |203x102 <001 411 |684x10% 0,08 6.1
Moyenne bactéries 1,10 x 10° 1,20 x 10% 7,52 x 10° 1,99 x 10°
l';"a‘zgggg r5n>L(_116 548 x 1 < 0,001 76,1 3,02x10 0,14 3,5 3,76 x 10 0,01 11,1 096x10 024 2.1

Tableau 22 :Récapitulatif des vitesses de dégradation du métret du formaldéhydg@ 5°C et a 17°C quantité dégradée en 24 heures par Bx 10 bactéries (5 x 10
bactéries mL) et temps de vie correspondants dans le nuag@steour dégrader 100 % de la concentration corésdéans le nuage). Une valeur moyenne est donnée en
derniére ligne, calculée a partir de la vitesseenog des bactériek3b-3: Pseudomonagraminis; 12b-8: P. syringae 14b-13: Frigoribacteriumsp..
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Dans I'ensemble, les résultats sont tres variables suivastitestrats et les souches. les
résultats les plus spectaculaires sont observés sur la dégnadiatiormaldéhyde, avec des
« temps de vie » dans le nuage associés a l'activité microbienne 8gduet respectivement
a 17°C et 5°C. C’est pourtant avec le formiate que les plus fotesses de dégradation sont
observées, & 17°C (2,05 x40M h* en moyenne dans le nuage considéré) et & 5°C (7,75 x
10° uM hY). La quantité importante de formiate présente dans I'eau de noagilérée
conduit malgré ces valeurs élevées a des « temps de Vaiveraent longs (respectivement
12,2 et 32,2 jours). Les résultats obtenus avec l'acétate sontnriésres. Concernant le
lactate et le succinate, les vitesses sont moindres, masdantration plus faible dans I'eau
de nuage mene a des temps de 1 a 3 jours a 17°C, et 7 a 10 jours arsigepbégradation
microbiologique compléte de la quantité contenue dans I'eau de nuafge. IE méthanol
reste le composé le moins bien dégradé quelle que soit lartgnrpé mais la également, la
concentration considérée est trés faible et a 17°C, a peine 3,5gatirggsessaires pour que
les micro-organismes dégradent la totalité de la quantité prédesgevaleurs de temps
données sont bien sir seulement indicatives et ne correspondentapasaléitd puisque les
calculs sont réalisés selon I'hypothese d’'un systéeme fergi@ge@nt les équilibres avec la
phase gaz. Cela permet toutefois d’avoir un ordre de grandeur dedsevévec laquelle les
composeés pourraient étre métaboliguement dégradés dans le nuage.

Les «temps de vie » déterminés pour les différents composéardie lde quelques
jours, sont compatibles avec celui du nuage. En effet I'influence natogijue semble
pouvoir étre significative, le contenu microbien moyen du nuage dégramasns plusieurs
MM des composeés testés en quelques heures.

La température a un effet important sur les vitesses de dégradaé point est discuté
dans la publication dédiée a l'influence de la tempéraive), et est récapitulé ici pour
'ensemble des souches pour lesquelles des tests ont simultarégeéalisés a 5°C et a
17°C (ableau 2}

Composé Rapport des vitesses (5°C/17°C)

Formiate 0,378
Acétate 0,249
L-Lactate 0,321
D-Lactate 0,741
Succinate 0,130
Méthanol 0,146
Formaldéhyde 0,604

Tableau 23 :Influence de la température sur I'activité de délgtion de chaque substrat par I'ensemble des
souches considérées dans les calculs.

Pour les acides carboxyliques, excepté le succinate, 'aciV®¥C vaut environ 1/3 de
celle mesurée a 17°C. La dégradation du D-lactate est aléaibde dans les 2 cas, ce qui
explique la valeur élevée du rapport. Le succinate est le composta dgradation est la
plus affectée, avec celle du méthanol, et l'activité a 5°C mapas 15 % de celle a 17°C. La
biotransformation du formaldéhyde est relativement peu affgetééa température et reste
élevée a 5°C.

IV.4.b)  Commentaires et critigue générale

Plusieurs remarques doivent enfin étre apportées pour précisginceaspects
expérimentaux qui pourraient influer sur les résultats obtenus’adit sdes critiques
principales qui pourraient étre faites a I'encontre de caiteénétabolique, et des points qui
représentent un frein a I'extrapolation des observations et calculs a un nuage réel.
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IV.4.b.(i)  Souches testées

Nous avons vu que moins de 1% des bactéries présentes dans I'eaagks collectés
étaient récupérées par culture. De plus, il semble gu'une grantie gdes bactéries
proviennent de I'océan, et les souches identifiees n’y font qumeateréférence. On peut
donc s’interroger quant a la significativité des résultats obtemesnsidérant uniguement les
micro-organismes cultives.

IV.4.b.(ii) Concentrations en cellules et en substrats

Ensuite, il faut s’'intéresser aux rapports entre les concemsatin cellules et en substrats
mises en jeu lors des tests. Cela peut en effet avoir une ineideincla probabilité de
rencontre entre les cellules et le composé chimique en solutdon@influer sur les vitesses
de dégradation finalement calculées.thbleau 24ci-dessous compare ces rapports pour les
différents tests, et précise la gamme de rapports effewtivemesurés dans les nuages (en
considérant la valeur moyenne de concentration bactérienne que nousléieyngnée au
cours de I'étude et la gamme de concentrations mesurées dangades du sommet du puy
de Déme paMarinoni et al. (2004t Parazols et al. (non publ)e)

Rapport [bactéries]/[composé] (18cellules mM?Y)
Formiate Acétate Lactate Succinate  Formaldéhyde

Bactéries mL?

Tests systématiques ~10° ~5 ~5 ~5 ~5 ~50
Effet de la température

7b-13 1,39 x 1® 0,7 0,7 0,7 0,7

13b-3 8,40 x 1B 4,2 4,2 4,2 4,2 42
14b-2 2,66 x 10 1,3 1,3 1,3 1,3

14b-14 1,20 x 19 0,6 0,6 0,6 0,6

Cinétiques détaillées

12b-8 4,24 x 19 2,1 21,2
14b-13 4,14 x 19 41,4 414
Nuage 8 x 1¢ 0,02 - 80 0,13-4 0,2-40 0,05 - 80 0,01-4

Tableau 24 :Rapports entre les concentrations en cellules substrat pour les différents tests réalisés ie$ da
'eau de nuage (derniére ligne). Le méthanol npest renseigné car il n’est pas mesuré dans lestitdes de
nuage considérés.

Les quantités respectives de cellules et de substratsnt donc proches de la réalité,
puisque la gamme mesurée dans les échantillons recouvre la valeur de rdpggatpatiir les
tests. Cette remarque est surtout vraie pour les testsugffepour appréhender I'effet de la
température. Pour les autres, les valeurs se situent souventadaadié supérieure de la
gamme mesurée, signifiant un nombre relativement élevé de celdées le cas du
formaldéhyde, la concentration utilisée est systéematiquemastfaible qu’elle ne devrait
I'étre : il s’agit d’'un choix expérimental da a la toxicité connue de ce composéggaunicro-
organismes. Les variations de ce rapport ne semblent cependaidtepasgulx variations de
vitesses observées. Pour le formaldéhyde notamment, il a étéénoudria quantité de
cellules n’avait étrangement pas d’influence sur la vitesdaiaikegradation de ce composé
(voir synthese bibliographique 11).4
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IV.4.b.(iii) Conditions de tests

Il ne faut pas perdre de vue a la lecture de ces réswdtapdyus particulierement des
extrapolations conduisant a des calculs de temps de vie, que les conditions dea¢fiste e
pas celles rencontrées dans les nuages. En effet, méme giateepa température est
maitrisé, nous avons travaillé en milieu « bulk », ce qui condéitagtique majeure que 'on
puisse faire a cette étude. digtribution de I'eau de nuage en gouttelettede petites tailles,
donc avec de forts rayons de courbures, influe de fagon importaréectimie du milieu, en
favorisant notamment la volatilisation. Cela joue aussi sur les lgtids de rencontre entre
les bactéries et leur substrat. Les équilibres entre leratites phases sont donc différents
entre nos expériences et la réalité. De pglassemble des sources des différents composés
testés (dissolution depuis la phase gaz, solubilisation depuis laufa@CN, réactivité
chimique) sont ignorés dans le calcul. Par ailleurs, les ditfergubstrats ont été traités de
maniére indépendante, méme si la méme culture cellulaieeatstque fois répartie entre les
différents milieux d’incubation, qui permet de s’affranchir de laaldlité biologique d’'une
méme souche. Lemteractions entre les métabolismesespectifs impliqués ainsi que la
préférence sélective pour tel ou tel substrat ne sont donc padéréssiEnfin, des cellules
cultivées, don@ priori peu ou pas stresséesont utilisées, ce qu n'est sans doute pas le cas
dans les nuages méme si elles restent actives.

Pour tenter de contrer ces différentes limites a nos invastigate développement de
plusieurs manipulations a été entrepris. Cela concerne essergidléutilisation d’un milieu
de composition chimique complexe, plus proche de celle de I'eau de,raid’aérosolisation
de ce milieu en gouttelettes. Qaanipulations préliminaires et prospectives sont présentés
enannexe 3

IV.5. Conclusion

Les investigations métaboliques des souches isolées des échadtédimmgie nuage ont
impliqué des substrats variés : acides carboxyliques (monoaciduiafe, acétate et lactate,
et diacide : succinate), alcool (méthanol) et aldéhyde (formal@ghll s’agit de composés
présents en quantité relativement importante dans l'eau de snudlyss de 60 souches
bactériennes et de levures ont été testées (« screenipgarjeur aptitude a dégrader ges
composés, en conditions optimales de température (27°C ou 17°C suivant hesketien

présence d’'un composé unique. Les souches montrent une capacitaniepartransformer

==

'ensemble des composeés, excepté le D-lactate le plus souvertadiésies a Gram négati
constituent le groupe le plus efficace envers les acides cédidhees/ en G (formiate), G
(acétate) et £(lactate), alors que les levures semblent plus orientéesegehaines plus
longues (G, C3 et G (succinate)). Les bactéries a Gram négatifs sont de plus toutes
incapables de sporuler et sont donc les plus susceptibles d’influamtemie du nuage, pour
ces 2 raisons.

A partir de ces tests systématiques, la spectroscopie par RMNilisée en routine ay

D

laboratoire pour doser les composés dans les milieux d’incubation emégal permis d¢

montrer que les micro-organismes pouvaient, en plus de représenter urpquritées
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composeés chimiques, étre une source d’autres composes. Le sugeutgbar exemple étre
transformé en fumarate, ou encore le lactate en pyruvate. Gantée formaldéhyde et le
méthanol, ils ont été testés simultanément, et il apparait dqaeraldéhyde est trés souvent
oxydé en formiate, comme c’est le cas dans les processus photpes. Les microt
organismes semblent « vouloir se débarrasser » rapidement dudinyde et le réduisent
€galement rapidement en méthanol.

L’ensemble de ces tests a ensuite permis la sélection deesopour des investigations
plus poussées, concernant d’'une part le métabolisme des composépaer’ @ilisation de
formaldéhyde marqué au carbone 13 et de la spectroscopie parfViKt d'autre part
I'effet de la température sur la vitesse de biodégradationtd3tsmétaboliques ont donc été
réalisés a 5°C, qui correspond a la température moyenne anmgigstrée au sommet du
puy de Doéme. Les résultats obtenus lors de I'incubation en prédenftgmaldéhydeé>C
montrent de fagcon claire que le formiate et le méthanol somhéebolites du formaldéhyde,
rencontrés chez toutes les souches considérées ici. De plus, ebgsi@ture, les capacitgs
de biodégradations en moyenne divisées par 3 entre 17°C et 5°C pmumnibtd, I'acétate et
lisomeére L du lactate, pour les souches considérées (bactéé@eam négatif et levure). La
vitesse de biotransformation du formaldéhyde, composé majeur en cl@nismosphere;
atteint a 5°C plus de 60 % la valeur déterminée & 17°C.

Des extrapolations des vitesses de dégradation déterminées pour cess#lactiesnée:

\"ZJ

N

a un nuage de composition microbienne et chimique moyennes ont &éeasafiour les
températures. Elles montrent que méme si I'activité microbiglegn’explique évidemment
pas toute la réactivité des produits testés dans la phase aqueussgduils pourraient étre
impliqué de facon significative avec des transformations de |'odéreplusieurs UM en
guelques heures méme a 5°C. Cette partie de I'étude restanavesice et elle est
expérimentalement abordée tels que le permettent les m@aamsques actuels. Méme il
reste encore difficile d’extrapoler les résultats obtenuta denne un bon apercu de

I'intervention potentielle réelle de I'activité microbienne dans la chagigeuse du nuage.
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Conclusion genérale

Une étude du contenu microbiologique des nuages collectés au sommetdguliuye a
donc pu étre mise en place entre le LaMP et le SEESIB ésaliats montrent que des micro-
organismes sont présents dans la phase aqueuse des nuages en teofibsphéreur
concentration en bruit de fond se situe pour ce site autour de 5cellilles mL* pour les
bactéries et 5 x f&ellules mL* pour les champignons et levures. Les cellules apparaissent la
plupart du temps libres, et les champignons sont présents uniquement sous forme de spores.

Différents parametres, comni@ saison et l'origine de la masse d’air, sont liés aux
variations de concentrations observées, mais aucune influence des paramétres
meétéeorologiques locaux n’a été détectee.

D’abord, les niveaux de concentration en cellules fongiques (totaleslteées) sont
globalement plus importants en été. Cette tendance reste vraidepduactéries cultivées,
mais concernant les bactéries totales, la concentrationlessable surtout plus variable
gue le reste de I'année. De plus, le nombre de micro-organicmiteges a 15°C apparait
relativement plus élevé durant la période la plus froide de 'apaéeapport a ceux cultivés
az2r°C.

A cette périodicité saisonniére s’ajoute I'influence de liokgde la masse d’air : 'océan
est apparemment une source majeure de micro-organismes, gentserg@grés de facon
préférentielle aux gouttelettes de nuages. Une corrélation négatines le nombre total de
bactéries et le degré d'influence anthropique est aussi nettesheatvée, sans que la
concentration en cellules fongiques soient affectée. Bien qu’is@us&gir d’'un effet de
source, on ne peut pas exclure que la toxicité de I'eau de nupglisés » soit a I'origine
d’une telle tendance.

Une faible proportion de cellules est récupérée par culture (~10% lp®usspeces
fongiques et généralement moins de 1% pour les bactéries), qoié @&28°C ou a 15°C, et
ce malgré l'utilisation d’un milieu de culture adapté aux mmganismes stressés. Pourtant
la plus grande partie d’entre eux sont en vie (VBNC), d’apeemksures de concentration en
ATP, avec une activité potentiellement importante. Les commungeeniésntrées, au moins
pour les cultivables, concernent souvent des souches aux propriétés plyssiggpuvant
leur permettre de subsister dans le nuage, comme la présepicgrents ou la capacité de se
développer a basse température. Parmi les 71 souches bactérieard®, deuches de

champignons et les 15 levures isolées, une importante diversitoresatée. Les genres
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bactériens rencontrés sont affiliés aux Actinobacteria, aumidtites, aux Alpha-, Beta- et
Gamma-Proteobacteria, ainsi qu’'aux Bacteroidetes. Les gbaotériens majoritaires sont
PseudomonassphingomonasStaphylococcuyBacillus, Arthrobacteret Streptomyces

Les caractéristiques métaboliques des souches isolées onudite®tet les analyses
réalisées par spectroscopie par RV attestent de leur grande efficacité a dégrader des
composés organiques présents en quantité dans l'eau des nuages @ formiate,
'acétate, le lactate, le succinate, le méthanol et ledlatdyde. Cette activité métabolique
est observée méme a basse température (5°C), et pourrait iafldenfacon significative sur
la composition et la réactivité chimique de l'eau de nuage. Depas#a peuvent étre
produits suite a la dégradation des composés testés. Concernaiddescarboxyliques, il a
été montré que la transformation du lactate conduisait dansneects a la production de
pyruvate, ou encore que le succinate pouvait étre oxydé en fumagaterntaldéhyde est
pour sa part trés rapidement transformé en méthanol et/ou en ®rrGiette derniére
constatation a pu étre vérifiée grace a I'incubation de celkrigsrésence de formaldéhyde
marqué au®*C, suivie d'analyses par spectroscopie par RMIC. Les voies de
transformations biochimiques mises en évidence sont similairesellas cinduites
photochimiquement, notamment pour les composés;egt urtout le formaldéhyde, d’'une
importance capitale en chimie atmosphérique.

Les vitesses de biodégradation déterminées envers les composeguagdestés et les
extrapolations effectuées montrent qu’une implication de la composante micgaipi@ dans
la chimie des nuages est tout a fait envisageable : plusiearsnmolaires de ces composés
pourraient étre transformés toutes les heures dans les nuagesiepaiochimique. Il s’agit
de la conclusion principale de mon travail de thése.

D’un autre c6té, plusieurs souches ont une capacité IN trés €l8€g suggérant une
probable intervention des micro-organismes dans les processus mia@apbydu nuage.
Leur importance relative reste cependant a déterminer.

Finalement, le genre bactéri®seudomonasst I'exemple type des intéréts que peuvent
avoir I'étude des micro-organismes transitant par les gouételete nuages et de leur
implications : abondance, caractére non sporulant, croissancevi€ an@étabolique rapides a
basse température, activité glacogéne, ou encore phytopathogénicité.

A un niveau personnel, cette thése fut d’'un grand intérét, permettadtalimer des
recherches dans un domaine largement inexploré tout en impliquantadgsulations de
terrains relativement exotiques et enthousiasmantes. Enfin, @lpemimis d’accéder a une

mission en région polaire ayant donné lieu a une publication, préserigeee 4
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Perspectives

De nombreuses possibilités d’élargissement du champ dinvestigapienmsettant
d’aborder le sujet de maniéere plus compléete ont été émises ou naié snggérées tout au
long de cette étude. Le sujet quasiment vierge est inspirant metpeles recherches
novatrices. Au regard des hypotheses émises pour expliquer ceainésultats obtenus et
avec un recul sur le sujet de plus de 3 ans, il est clair quandékorations techniques
peuvent étre apportées au protocole suivi, a la fois sur les andlysechantillons d’eau de

nuage et sur les investigations de laboratoire.

Partie environnementale de I'étude

Quelgues améliorations générales sont a apporter, comme [tigilisde milieux de
cultures contenant un composé antifongique pour le dénombrement des bactéues et
antibiotique pour le dénombrement des champignons et levures pour fdailiiche de
'expérimentateur. La culture des échantillons a une troisiempéature de 5°C est
eégalement a envisager puisque les moyens du laboratoire letieatnte€sormais. De plus,
des milieux de culture plus sélectifs, adaptés a des organiSomggne marine par exemple,
ou plus spécifiguement aux cyanobactéries, doivent étre utilisésnguiénent des milieux
généraux pour tenter de déterminer le poids de différentes salgcescro-organismes
possibles, notamment la source océanique.

Concernant les dénombrements par microscopie, la technique desEamirén Situ
Hybridization EISH) pourrait étre appliguée pour accéder relativement rapideendat
structure globale de la population bactérienne.

Pour valider ou infirmer 'hypothese d’une intégration différetgides micro-organismes
dans les gouttelettes de nuages, il serait pertinent de suig¢nenament lors de la transition
air sec~> nuage, en considérant a la fois la phase aqueuse et la phesggi@rinterstitielle
pour déterminer ldgaux de fractionnement microbien Le mieux serait évidemment de
réaliser des prélevements a partir d’avion, permettant ainsi une couvertiake gpas large.

D’un autre coté, les mesuresAd’P doivent étre élargies a celle de la charge énergétique
(considérant simultanément I'ATP, 'ADP et 'AMP), pour véritabknt déterminer I'état
énergetique dans lequel se trouvent les micro-organismes dansgle audanstant t du

prélevement. Des mesures de production microbienne peuvent ausdfegtigees grace a
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I'utilisation de substrats tritiés (microautoradiographie), commeuwie montrer certaines

manipulations dont il n’est pas fait mention dans ce manuscrit.

Investigations métaboliques

L’ensemble des manipulations doit étre réalisé en accordlavégration des résultats
dans un modele de chimie atmosphérique. Pour cela, il apparaitanecedssdisposer pour
chaque test d’'uparametre relatif a la biomasseamise en jeu.

Il faut aussi déterminer definités enzymatiques(Ky,) et desconstantes de vitesses
(Kcap, €en réalisant des tests en présence de différentes cotioastrdu composé a
biodégrader, et en se focalisant sur les températures les rpidssf expérimentalement
accessibles. Les constantes cinétiques déterminées sont ensuite &icaxgales constantes
correspondant aux transformations photochimiques.

De plus, l'utilisation de composés marquésdoit étre élargie pour établir une
cartographie générale des processus réactionnels imputabledcaonorganismes dans les
nuages. Il serait également intéressant de capt@Og produit lors de l'incubation en
présence de composés marqués il pour vérifier les bilans déterminés. En plus du
marquage at’C, des composés deutérés (marquagéHawpeuvent étre utilisés, notamment

pour établir I'implication éventuelle de cofacteurs enzymatiques comih&De

Ce travail ouvre des perspectives scientifiques majeures plus long terme dans la
mesure ou il apparait que le réle de l'activité microbiologique trackimie des composés
organiques dans la phase aqueuse du nuage a clairement été saugusgtirici. Un tel
impact pourrait également s’exprimer sur les particules d’akrpsisqu’elles contiennent
€galement souvent une quantité d’eau disponible importante. De pltlagtice de 'océan
sur le contenu microbien de I'atmosphére pourrait jusqu’ici avoilaég@ément sous-évaluée
et ces micro-organismes peuvent se révéler de tres effitlceCet ensemble de constats
implique que la composante microbienne de I'atmosphére soit reconsidgraede échelle,
afin de considérer les cellules non plus comme de banales partioggesques, mais comme
des particules biologiques aux propriétés particuliéres et kpfaur la physico-chimie de
'atmosphére dans son ensemble. Enfin, la relation négative entantenu bactérien et
linfluence anthropique est & considérer avec attention, car elleranqué I”impact des
activités humaines, en plus de la problématique de réchauffement glebdon connait,
pourrait étre a l'origine d’'une altération du transit des micrewuggmes par I'atmosphere,

donc du lien aérien existant entre des écosystemes éloignés.
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Annexes

ﬂa premiére des annexe est consacréaux protoﬁ
expérimentaux des differentes manipulationd.es
protocoles donnés sont trés détaillés car cette anne:
plus de préciser les méthodes utlisées, &okeation de
cahier de manipulations Elle est donc destinée
laboratoire, pour un expérimentateur éventueller
inexpérimenté pour chacune des manipulations décrites.
Dans l'Annexe 2 figurent I'ensemble des donné
(échantillons de nuages, identifications des souches is
investigations sur les potentialités de croissanc
différentes températures et tests métaboliques)
L’Annexe 3 est déliée aux manipulations effectuéees
maniére ponctuelle, mais ouvrant |
perspectivegnthousiasmantes sur le sujet : milieu nt
reconstitué et « machine a nuage ».
Enfin, dans I’Annexe 4est présentée une étude me
au cours de cette thése, mais samport avec les nuage
Elle concernait la microbiologie de la neige en zone pc

Arctique, dans le cadre d’'une étude de la chimie du me
@osphérique dans cette région du globe. /
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Annexe |I-Protocoles

détaillés-

L’ensemble des protocoles expérimentaux utilisés est donné daesaoeexe. Les
méthodes utilisées pour les analyses et manipulations princigaléestes sont récapitulées
dans letableau Annexe-2b6i-dessous.

Parameétres

Méthodes

Mesurés dans le nuage

Parametres
Météorologiques
& Physico-
chimiques
fournis par
I'Observatoire

Météorologie

Gaz

Particules

Rayonnements (UV, visible et
diffus), Vent (vitesse et direction),
température, pression, humidité
relative, taux de photolyse du BO
profil de vent, teneur en eau liquide
du nuage, rayon effectif des
gouttelettes

Voir le site de I'Observatoire (http://wwwobs.univ-

NOz NO, NQ, NOy, O, CO et CO bpclermont.fr/atmos/pdd/visitepuydedome/accueillhtm

bas niveau, CQ¥C,*°C, CFC

Carbone-suie (BC), composés
organigues solubles (WSOC) et
particulaires (PIXE), spéciation des
organiques patrticulaires (EC et OC),
nombre de particules, spectres
dimensionnel des particules, radon

Chimie (nuage)

Caractéristiques
chimiques

Carbone
Cations

Anions

Composés
organiques

Autres composés

pH, conductivité, potentiel rédox Electrodes
Spéciation du carbone (TC, IC,
TOC)

NH,", N, K*, Mg®*, Mn**, C&",
méthylamine, diméthylamine et
triméthylamine

SO, NOy, NOz, CI, F
Formiate, acétate, succinate, malatg,
oxalate, pyruvate, propionate,
lactate, méthylsulfonate...
Péroxyde d'hydrogéne,8,,
formaldéhyde (HCHO), fer (Beet
Fe™)

Spectrométrie de flamme

Chromatographie ionique

Dosage spectrophotométrique (automatisé pour HCHO)

Biologie (nuage)

Cellules totales
Cellules cultivables

Nature des
cultivables

ATP

Champignons/levures et bactéries Microscopie dugpdscence (DAPI)

Cultures a 2716°€

Champignons/levures par observation et tests
Identification des souches isolées métaboliques, bactéries par séquencage de I'ADANntod
pour I'ARNr 16S

Dosage de I'adénosine triphosphate  Bioluminescguciéérase)

Champignons, levures et bactéries

Manipulations complémentaires de microbiologie

Implication
potentielle des
cellules dans la
chimie du milieu

Capacité des souches isolées a
dégrader l'acétate, le formiate, le
lactate, le succinate, le méthanol et
le formaldéhyde, a différentes
températures

Capacité des souches isolées a se
développer a différentes
températures

Tests de biodégradation, RMN et*C, analyseur de
formaldéhyde

Cultures & 27°C, 17°C et 5°C

Tableau Annexe-25 : Principales paramétres collectés pour caractériesr échantillons de nuage, et

manipulations complémentaires de microbiologieiséak au cours de cette étude.
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1) PRELEVEMENTS ET TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

1.1. Préléevements

1.1.a)Site de prélevements : le sommet du puy de D6me

1.1.a(i) Situation géographique

L’ensemble des prélévements d’eau de nuage a été réalisé tegoimmet du puy de
DO6me, volcan culminant de la chaine des puys (1465 meétres daltinet®y, le Massif
Central. Cette chaine est relativement linéaire, orientée suotdet constitue le premier
massif montagneux rencontré par les masses d’air en provenanoeéd |Atlantique (la
cOte se situe a environ 400 km a I'oueStjufe Annexe66 ci-dessous).

o

o ¢, -F ”" x >
puy de Doéme (45°N,

- o

Figure Annexe-66 : Localisation du 2°E). (ource th photo satellite :

PlanetObserver.com

De grandes agglomérations localisées sur laadéstde la France (Bordeaux, Nantes...)
peuvent influencer le site, mais on considére généralement d’aprigadaux précédemment
menés au puy de D6me que les masses d’air en provenance du eaettusont sous
influence océanique essentiellement.

A environ 20 kma l'est se trouve I'agglomération de Clermont-Ferrand (prés de 200 000
habitants). Celle-ci est trés proche, mais le sommet du puyuhe Be trouve rarement dans
son panache de pollution car les vents d’est sont tres rargse Bent en outre que peu
fréguemment associés a des évenements nuageux a une altitudassessjue celle du puy
de DO6me, les masses d’air étant trop seches lors de flux d’est.

Au nord s'étendent des plaines cultivées, vastes zones agricoles a eprendr
considération. Plus loin, on trouve des zones fortement urbanisées ebdustrialisées
(région parisienne, nord-est de la France, région de la Ruhr...).
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Au sud, on trouve des zones rurales faiblement peuplées, des foréts des fetitle
résineux, des prairies, et, plus loin, des zones urbaines de taplertante (Béziers,
Montpellier, Toulouse...). Les masses d’air provenant de sud sont prestgimayquement
trop séches (ou relativement trop chaudes) pour gu'un nuage se folaitdualé qui nous
intéresse.

Plusieurs points font du sommet du puy de Déme un lieu d’observatioataws$phére
libre idéal :

- D’abord son altitude, le situant en troposphere libre. Méme & oetion est assez
vague, elle signifie que ce sommet est la plupart du tempshensdge la couche limite, ou
I'impact des émissions locales est important. La tropospheesétant plus homogéne que la
couche la plus basse de I'atmosphere, cela signifie aussi queeseses qui y sont faites
peuvent étre considérées comme valables a une échelle au moins régionale.

Ensuite, ses pentes abruptes (les environs directs se trouvenakitude d’environ 1000
m) font que le puy de D6me domine littéralement les environsetogpd de contact de la
masse d’air avec le sol et le risque de contamination localg gst lieé semblent donc
minimises.

- D’autre part, une route dont le trafic est controlé, le remdssible en voiture (plus ou
moins facilement en fonctions des conditions météorologiques).

- Enfin, ce sommet est historiguement trés impliqué dans I'obsamvatila recherche
atmosphérique. Cet historiqgue comprend surtout la construction et letiemaid’'un
observatoire de pointe, comptant parmi les mieux équipés d’Europe. Celui-gristalds le
paragraphe suivant.

1.1.a(ii) L’'Observatoire atmosphérique du puy de D6me

Le chalet-observatoire installé au sommet depuis 1876 est aujounalittiinstrumenté
et permet d'accéder a de nombreuses données mesurées de facoue cooticernant
I'atmosphere. Elles comprennent les parametres météorologigaesyx et particulaires
listés dans leéableau Annexe-1

Ces données sont recues en direct au LaMP et sont accefdsiblegnt par Internet, en
temps réel pour les données météorologiquety:(/wwwobs.univ-bpclermont.fr/atmos/don-
tem-reel.htm) et mises a jour régulierement et indexées pour I'enseméidre-elles depuis
1995.

1.1.blLes prélevements

La montée au puy de Déme est généralement prévue peu deatém@sce (la veille ou
le matin), en raison de la difficulté de prévoir si des nuagesontseffectivement présents et
« collectables ». Il arrive souvent d’effectuer une montée adtedidre en vain l'arrivée du
nuage. Il se peut aussi que le nuage soit trop peu dense pour égssané ou encore qu'il
soit précipitant. Seuls les nuages non précipitants et assez densdenc été finalement
récupérés (lorsque du chalet on distingue mal le bout du temple dar®ex environ 50 m
de 13, soit ce qui correspond environ d’aprés notre expérience a une LWC de¥),2 gm

1.1.b(i) Impacteur a gouttelettes

Le type d’'impacteur a gouttelettes est décrit dans la syntiibBographiqueChapitre |
Les 3 impacteurs dont dispose le LaMP fonctionnent simultanément : 1nptrer étude
microbiologique, et 2 pour I'étude chimique menée lgarius ParazolsCelui voué a la
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microbiologie est stérilisé par autoclave, enfermé dans 2 @aests au dernier moment
avant les échantillonnages.

1.1.b(ii) Matériel

La plus grande partie du matériel nécessaire pour le conditi@miedes analyses
microbiologiques est entreposée sur place. Une liste de ceehattrdonnée a titre indicatif
pour les prochains expérimentateurs, la plus exhaustive possible :

- Becs bunsen et bouteilles de gaz (et briquet)

- Pipettes stériles de 10 mL et 2 mL a emballagguen

- Pipettes automatiques (1 mL et de 200 uL)

- COnes stériles de 1 mL et de 200 pL et 1 mLIs&é filtres

- Pipeteur automatique et alimentation

- Tubes stériles de 50 mL

- Filtres pour seringues stériles (porosité 0,22(Miflipore)) et seringues stériles de 50 mL

- Gants stériles

- Pipettes Pasteur en boite stérile

- Microtubes Ependorf stériles de 1,5 mL et 2 mL

- Flacons (Schott) stériles de différents volumes

- Formaldéhyde 37 %

- Ethanol 96 % pour utilisation directe et préparatie solution a 70 %

- Au moins un flacon de solution d’extraction d&TP (comme I'« Extractant B/S » du kit Biothemdigé
dans cette étude), conservée au congélateur

- Eau distillée stérile

- Divers récipients de tailles variées (bécheiistallisoirs)

- Rouleau de papier genre « essuie-tout »

- Sacs a autoclave stériles et élastiques

- Cutter et ciseaux

- Marqueurs

- Pissettes

- Parafilm et élastiques

- Désinfectant en pulvérisateur pour la paillaggne « Bactinyl »)

- En I'absence de hotte de microbiologie et delgssk adaptée, prévoir de quoi se faire une pegllas
surélevée, lisse et pouvant étre nettoyée facileraemme un bac chirurgical en métal émaillé olnex
préalablement autoclavé.

En plus de ce matériel a stockessitu, une partie doit étre transportée a chaque fois :
- La partie amovible de I'impacteur a gouttelettesttoyée et autoclavée sous 2 sacs a autoclailest®u
papier doit étre placé entre les 2 sacs, maintefinide d'élastiques, de fagons a ce que les andtes
l'instrument ne risquent pas de percer les sacs
- Des milieux de culture en boite de Pétri en navassez important pour ne pas risquer d’en manquer
- Une glaciére pour le transport des échantillons
- (Les clefs du chalet, bien sdr, & ne surtoutqudndier)

Au moins I'ensemble de ce matériel est nécessaire pourusffee facon confortable les

analyses décrites dans cette étude. Tout ce qui est stérilétdoitonservé sous le papier
aluminium utilisé lors de I'autoclavage.

1.1.cManipulations d’échantillonnages

Une fois les systéemes d’aspiration en place, la partie supgngeoche de I'embouchure
et 'embouchure elle-méme, ainsi que l'intérieur de la paitie fle I'impacteur sont
minutieusement nettoyés avec de l'alcool ou un désinfectant en efpemsguyes. La partie
amovible de limpacteur est déballée au dernier moment de sEs ssaautoclave,
immédiatement avant d’étre mise en place.
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Pourle blanc de I'instrument, de I'eau distillée stérile est versée dans le vase dectmll
avant le début des échantillonnages, puis traitée comme les Boharmibur effectuer des
dénombrements des cellules totales et cultivables. Les prélewesuaritréalisés quand la
LWC atteint au moins environ 0,2 g3mQuand chacune des tiges de collecte est en place,
débuter les prélevementsnaiter I’'heure de début

L’eau collectée est récupérée avec un pas de temps varidnd @eheures. L’heure est
notée, les aspirateurs sont arrétés, puis le matériel niéeeasaprélevements (pipeteur, tube
stérile) est préparé, avant d’enfiler des gants stéflletie préparation des prélévements se
fait a I'intérieur du chalet (y compris la mise des gathdsic penser a ouvrir la porte avant de
les enfiler) a cause du vent fort qui souffle souvent au sommet yYlgbdme.Si les
échantillons sont liquides un pipeteur automatique avec une pipette de 10 mL sert a
transvaser I'eau de nuage dans un tube stérile de 50 mL, quasansrgastir la tige de
collecte du corps de I'impacteur ce qui limite au maximumiszgies de contamination. En
cas déchantillon congelé la tige de collecte est amenée a I'intérieur du chalet da sac a
autoclave stérile ou un grand tube a essai stérilisé. La glacdécolle de la plaque
d’'impaction en commencant a fondre, et peut alors étre récupér@piage stérile, entre 2
becs Bunsen. Récemment, un tube en verre a été fabriqué, spécigdenrendicupérer I'eau
de fonte de la glace échantillonnée sans manipulation, dans une aneosighile. Aucune
occasion de le tester en conditions d’échantillonnage ne s’est présentée.

1.2. Traitement et analyse des échantillons

Les 50 mL collectés sont traités directement, et le volumeeparti entre les différentes
analyses. Dans l'ordre, une partie des échantillons est d’absedem culture, puis fixé pour
le dosage d’ATP et enfin le dénombrement des cellules totales.

Eau de nuag
Etalements sur Fixation au Extraction de
milieux de culture formaldéhyde 'ATP
-I\-’;j X 6 15mL +15mL 3 X [ ]
e — . s de formaldéhyde
R2A, TSA et Sabouraud, |POIt€S/milieu 4-5 % filtré 0,5mL +0,5mL
0,1 mL par boite, 3 boites|(pour triplicats & 2 d'Extractant B/S du
de chaque milieu par |températures 3 kit Biothema
température d’incubation |d'incubation) X
Conservation aC Conservation aC Conservation congelé
Cellules Cultivables Cellules Totales Concentration en ATP

Figure Annexe-67 : Répartition d’'un échantillon d’eau de nuage ené® différentes analyses, a réaliser
directement aprés le prélévement.

1.2.aMises en culture

Lesmises en culturesont effectuées sur le site de prélevement, entre 2 becs bunsen et en
respectant les conditions de stérilité. Aucune dilution des échantillessnécessaire, et 0,1
mL d’eau de nuage sont donc directement étalés sur les miliggpcase-Soja Agar
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(Biomeérieu® (milieu généraliste), R2AXifco) (milieu oligotrophe) et Sabouraud®ifco)
(milieu pour champignons). Les ensemencements sont réaliséplieatsj et incubés soit a
15°C, soit a 27°C. Un nombre total de 18 boites de Pétri est donc enéenégungcsitionnant
donc moins d& mL d’échantillon. Elles sont partiellement fermées avec du Parafilm pour
limiter les risques de contamination, et maintenues avec déguaspour éviter I'ouverture
intempestive du couvercle. La conservation avant mise en incubatiait ae féfrigérateur
(4°C). Celle-ci a lieu dées le retour au laboratoire, dans les heures qui supesielement.

1.2.bPréparation pour le dosage de 'ATP

Des gants doivent étre portés pour toute manipulation en rapport sxew@lgses d’ATP,
et l'utilisation de cones a filtres est recommandée. Un petitme de I'échantillon est
prélevé (0,5 mL, en triplicats, donlume total de 1,5 ml, et mélangé 8,5 mL
d’ « Extractant B/S » du kit Biothema(ATP Biomass Kit H$ (Il s’agit d’'un détergent qui
lyse les cellules, extrait I'ATP cellulaire et le protgd@’'apres les instructions données dans
le kit, il faut éviter d’ajouter un volume d’extractant supériewgelui de I'échantillon. Les
mélanges sont réalisés dans 3 microtubgendorf agités fortementet conservés au
congélateur jusqu’aux analyses.

1.2.c)Fixation pour le dénombrement des cellules totales

Sur un échantillon d’'un volume total de 50 mL, environ 46 mL restent. Emayéhé 15
mL précisément sont donc prélevés et fixés avewaolesnes équivalents de formaldéhyde
4-5 %, dans 3 tubes stérileglcor) de 50 mL. Le formaldéhyde est préparé a l'avance, a
partir de formaldéhyde 37 % (stabilisé avec 8 % de méth&mpt)g dilué dans de I'eau
distillée et filtré sur filtre-seringues en nitrocellolalgene0,22 um). Si le volume total
d’eau de nuage collecté est insuffisant, c’est le volume consaetéeaanalyse qui est adapté,
mais toujours de fagon a avoir au moins 3 réplicats. Les échanfikésssont conservés au
réfrigérateur (4°C).

1.2.dAnalyses chimiques

Les analyses chimiques sont, depuis janvier 2004, réaliseeédapais Parazolglans le
cadre de sa these. Les mémes événements nuageux sont échangibont&snicrobiologie
et la chimie, et les impacteurs voués aux 2 études sont relevédnee temps. Parallelement
aux manipulations de microbiologie, [@H, la conductivité et le potentiel rédox sont
mesures par €lectrodes. Puis, I'échantillon est divisé en fonction des analyse

- Environ 5 mL sont placés dans une petite fiole pour mesure du contenareone
total, inorganique et organique(conservation a 4°Chimadzu TOC-5050A

- Environ 5 mL sont conservés congelés pour des mesures par chromatographie ionique
(cations: NH,", Na', K+, Mg, Mn®*, C&", Méthylamine, diméthylamine et
triméthylamine ; anions : SO, NO;, NO,, CI, F, formiate, acétate, succinate, malate,
oxalate, pyruvate, propionate, méthylsulfonate)ofiex DX 320 colonne AS11 pour les
anions ; Dionex ICS1500 colonne CS16 pour les cations

- Respectivement 0,5 et 2 mlsont utilisés pour doser le,&, le fer (Fé* et F&")
(dosages par spectrophotométrie UV, sur le site de prélévement).

- Le resteest stocké congelé pour effectuer des expériences d’irradiation en lakoratoi
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2) RECUPERATION DES DONNEES PUY DEOME ET DES
RETROTRAJECTOIRES

2.1. Récupération des données météorologiques

Les données, notamment météorologiques, enregistrées simultanément
échantillonnages par les différents instruments installés au spbolumpuy de Déme sont
récupérées sur kerveur ftpcorrespondant. Récupérer les fichigxsrelatifs au(x) jour(s) du
(des) prélevement(s), et les ouvrir au formds (excel). Ne conserver que les mesures
correspondant a la période d’échantillonnage (d’ou l'intérét de bien lastbeures de début
et de fin de chaque prélevement).

2.2. Tracé de rétrotrajectoires avec le modéle Hysplit (NOAA)

(Interface disponible a I'adresse http://www.arl.noaa.gov/ready.html)

- Choisir l'option «run Hysplit with archived data > Trajectory model—> Compute
trajectories

- Choisir la banque de données météorologidiMs

- Préciser la partie de la banque de données en fonction de lgdatd’ljémisphére
nord, les fichiers sont nommégnk.nh.date»)

- Indiquer d'abord les coordonnées géographiques du puy de Dbéme (en base
100) (atitude 45,766 ; Longitude 2,9%

- Rentrer les options choisies (pour I'exemple dofigére Annexe-68 Trajectory
direction = Backward ;Start time= date et heure de début du prélevemdmtal run time=
24 h ; Stara new trajectory every 24 h (pour obtenir un seul tracé, 6 h pour en avoir 4...) ;
Start height 1= 1465 m AMSL ; et options graphiques).
NOAA HYSPLIT MODEL

Backward trajectory ending at 12 UTC 17 Nov 04
FNL Meteorological Data

at 4577TN 2985E

Source *

1467 d—— - 1500

Meters MSL

Job |0 33040
lat 45786 lon

Trajnct
Vercal
Produced with HYSPL

Figure Annexe-68 :exemple de rétrotrajectoi

ity
1 the NCIRA AL Wobsile [hp fwww ol nosa govieady’)

tracé avec Hysplit.
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3) DENOMBREMENT ET ISOLEMENT DES MICREDRGANISMES
CULTIVES

Le développement des colonies sur les milieux de culture ensesnenvee les
échantillons de nuage est a surveiller chaque jour. Quand les Gitsvisibles, un
dénombrement est réalisé une premiére fois, ainsi que les jouamts, pour chacune des
boites. Le type de milieu (parmi TSA, R2A et Sabouraud) contenawintdre maximum de
colonies est retenu pour I'estimation de la concentration de chgopienigrobien (bactéries
et champignons/ levures) dans les échantillons.

En général, les comptages donnent les nombres les plus élevéd-8gmss de culture
environ (plus tard, leur chevauchement conduit a une sous-estimation)dd.cdernier
comptage, chaque type différent de colonie est repéré puis isaiésa Pasteur (la gélose est
découpée pour les champignons et les especes crustales), sousfloattarainaire. Pour
chacune, le milieu et la température d’'incubation sont les méoeedes conditions ayant
conduit au développement initial. Les caractéristigues morphologiqueseycodbrme,
aspect...) de chaque type de colonie sont relevées et un numéestlatitribué, de la fagon
suivante : (exemple de la deuxiéme colonie bactérienne isoléeeviEndment nuageux
n°l14) :

14b-2

an

Numéro de Bactérie (« ¢ » pour Numéro d'isolement

,I evenfemen} champignon)
échantillonné

Les levuresont souvent une morphologie macroscopique similaire a celle desesoloni
bactériennes. Lors des comptages, elles sont donc confondues aveact@ses. La
correction est faite en considérant que les colonies de typgdissime celles des bactéries)
qui se sont développées dans le milieu Sabouraud sont les levuresoBtlegsuite repérées
sur les milieux ou les bactéries sont dénombrées et exclues mptage (elles sont
regroupées avec les champignons). En cas de doute, une rapide obsencatiscopique
(frottis) est réalisée pour discriminer les colonies de levures.

Pour chaqgue souche isolée, dggstements des conditions de culturepeuvent étre
réalisés, en testant la croissance sur difféerents mietempératures, afin de déterminer les
conditions optimales de croissance. Enfin, assez tét, des photograpliessaopiques
(colonies) et microscopiques (a partir d'une culture liquide quaedt @ossible) sont
réalisées pour illustrer la banque de souches isolées de I'sanudges. Elles permettent
eventuellement plus tard de vérifier rapidement que l'on travailbe & souche isolée au
départ et non avec une pollution survenue aprés. Les photographies microscepigues
faites avec le microscope dlaboratoire de Biologie des Protistes

Pour les bactéries, effectuer éventuellement une coloration de, Gréame si d’'aprés
notre expérience la réponse des souches isolées est souvent mal définie.

Protocole de coloration différentielle de Gram :

- Réaliser un frottis a partir d’une culture cdiué liquide jeune (24 heures)
- Recouvrir le frottis deristal violet, attendrel min et rincer a I'eau

- Recouvrir ddugol, attendre30 set rincer

- Rincer 8 9 avec un mélangéthanol/acétong(50/50 v/v) et rincer a I'eau
- Recouvrir desafranine, attendrel min, rincer a I'eau

Les bactéries a Gram-positif apparaissent violettekes bactéries a Gram-négatif rose

%)
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4) DENOMBREMENT PAR MICROSCOPIE A EPIFLUORESCENCE

Note : Cette partie des manipulations a été réalisée avec leiehaté Laboratoire de
Biologie des Protistes, (UMR6023 du CNRS-Université Blaise P&®H77 Aubiéere cedex)
accueilli par I'équipe d’écotoxicologie dirigée parBohatier

4.1. Matériel nécessaire

Celle liste est donnée a titre indicatif : dans la mesuresomémipulations sont réalisées
dans le laboratoire voisin du SEESIB, ce matériel est transporté a chesque fo

- Eau distillée stérile filtrée (0,22 um), en graggantité (~150 mL par échantillon)
- Filtres GTBP noir (Millipore) + pince a filtre

- Solution mére & 250 pg ritlde DAPI (stockée au réfrigérateur au LBP)

- Lames et lamelles

- Huile a immersion

- Ethanol 96 %

- Papier aluminium

- Pipette 1 mL + cbnes a filtre

- Chronometre

4.2. Manipulations

- Les échantillons fixés au formaldéhyde sont d’abord agités pour les homegénéighés
20 minutes dans le noiren présence d2,5 pg mL*' de 4'-6-diamino-2-phénylindole
(DAPI), fluorochrome intercalant de ’ADN. La solution mére de DABY gréparée a
250 pug mL*, et 300 pL sont donc utilisés pour marquer un échantillon (composé de 15
mL + 15 mL de formaldéhyde 4-5%). Utiliser des conesteedilpour ne pas contaminer
le DAPI. Enfin, ce composé est relativement fragile : ivér @& I'abri de la lumiere, et dans
de la glace, pendant son utilisation.

- Pendant le temps de l'incubation, les colonnes de la rampe dédiitSartoriug sont
flambées a l'alcool 96 % Une fois refroidies, elles sont montées sur les filtres en
polycarbonate noirs mis en placglifipore, GTBP 0,2 un), et recouvertes de papier
aluminium pour limiter les contaminations par l'air.

- Apres les 20 minutes d’incubation, les échantillons sont versédedatrsionnes et filtrés.
Le DAPI en excés est ensuiondamment rince en filtrant de I'eau distillée stérile,
préalablement filtrée (0,22 um) pour éviter 'encombrement du filtre.

- Chaque filtre est posé sur ufeme d’observation microscopique séché a lair a
I'obscurité, et monté entre lame et lamelle avec une goutte e’dumhmersion. Les lames
doivent étre conservées au congélateur, au noir.

- Les dénombrementssont faits par microscopie a épifluorescenoécoscopeOlympus
BH-2, équipé d’'une grille de comptage), a une fréequence d’excitationfilird 8 du
microscope) d@excitation= 365nm. Le fluorochrome réémet alors de la lumiere bleue, a une
longueur d’ondé¢mission= 420 Nnm. Apres avoir vérifié I’'homogénéité de la répartitian de
cellules sur le filtre et 'absence d’agrégats importantschesnpignons sont dénombrés
(objectif x40). A ce grossissement, les bactéries ne sont pagsopell, visibles, ce qui
évite toute confusion entre champignons/levures et bactéries. Ceyeggunt comptées
sous immersion, objectif x100. Les cellules présentes sur 30 a 5SOpghaont
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dénombrées (~200 champignons/levures ou ~1000 bactéries) pour estimer le dembr
champignons et levures ou de bactéries présentes dans les échantillons.

- Les concentrations cellulaires dans les échantillons sontéestigrace au calcul suivant

b

(attention a considérer le bon grossissement de microscope (qui defl@npour les
champignons/levures et les bactéries) :

. )2 . Ncell/ Nchamps
Concentration en cellules dans I'échantillorr X

(cellules mLY) Sy FaxV

Avec:

S = Surface de filtration (mm?) (1@(our nous, avec des colonnes de rayon 10 mm)

S,= Surface de la grille de comptage (mm?) (respectere 0,041 et 0,0064 avec les
objectifs x40 et x100)

N..; = Nombre total de cellules dénombrees
Nehamps= NOmMbre total de champs comptes

F, = Facteur de dilution de I'échantillon (pour nousdi a la fixation au formaldéhyde)
V = Volume d’échantillon fixé filtré (mL)

Les cellules apparaissent en bleu, la matiere minéraleuee.j®es particules peuvent
également étre marquées en bleu, et c’est la forme qui palonede discriminer les cellules
de ces particules. Si le filtre n’a pas été suffisammané, il y a un important bruit de fond
bleu (DAPI résiduel) qui peut rendre impossible tout dénombrement.
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5) DOSAGE DE 'ATP

La technique de bioluminescence a été employée ici, en utilssneactifs du kit de
dosage de I'ATPBiothema Biomass Kit HScongu notamment pour les échantillons
environnementaux. La méthode de dosage, enzymatique, est basée mupitEtés de
bioluminescence de la luciférine, composé retrouvée chez les organisoluminescences
comme les lucioles. L’émission de photons est provoquée par I'oxydiicette molécule
par la luciférase. La réaction consomme une molécule d’ATP paorpléatis, ce qui rend
cette méthode quantitativ et potentiellement trés sensible (etioforde la sensibilité du
compteur de photons efficace). Le luminomeétre utilisé dans cettie ést unLUMAC
Biocounter M250011 est automatisé mais le mécanisme n’est pas compatigc le kit de
réactifs utilisé, et les opérations sont donc effectuées manuellement.

Luciférase ATP + D-luciférine + @ = AMP + PPi + oxyluciférine + CO+ photon

Dans le kit, le Reagent HS» correspond a un meélange lyophilisé d’une luciférase haute
sensibilité et de D-luciférine. La solutiorDduent B » du kit doit étre utilisée comme
tampon pour le solubiliser. Le kit contient également une solution sthddaconcentration
en ATP connue (I0mol LY. Pour les manipulations, des gants doivent étre portés et des
I'utilisation de cbnes a filtres est fortement recommandde. d&l déroule suivant les étapes
suivantes :

- Allumer le luminometre et laisser chauffer au moid$ minutes;
- Avant de démarrer les mesureseffectuer les opérations suivantes sur le luminomeétre :
« Back max »> [d et Entdr

« Wich Mode? »>
« Number »> [0 et Entér

« Set limit »> [d et Entdr

Pour les mesures appuyer simplement sugntet une fois la cuvette insérée dans
I'appareil. Les photons émis sont comptés pendant une durée d’environ 10 seebnde
« bip » indique la fin de la mesure. La valeur donnée est en REldtive Luminescence
Units.

- Le blanc de la cuvette de mesurest vérifié, a vide. La valeur mesurée doit étre

minime (< 10);

- Effectuer urblanc des réactifsavec de I'eau distillée stérile filtrée suivant le protocole

suivant. La valeur doit également étre trés basse (< 100) ;

- Pour chaque échantillon, pipete2 mL du mélange eau de nuage/« Extractant B/S »

et les placer au fond de la cuvette ;

- Ajouter0,4 mL du « Reagent HS »econstitué et agiter par rotation ;

- Effectuer immédiatement umeesureet relever la valeuttdyy) ;

- Ajouter 10 pL de la solution « ATP Standard » ;

- Agiter par rotation légére, effectuer umesureet relever la valeultdnp+stp) ;

- L’estimation de la concentration en ATP dans I’échantillon se fait suivant :
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. _ I \VJ
Concentration en ATP dans I'’échantillon= SmMp [ —
(pmol mL1) Ismp +std— Ismp 2

Avec:

lsmp = Emission de I'échantillon seul

lsmp+st— EMission apres ajout du standard

V = Volume de solution eau de nuage (avant ajol’« Extractan B/S ») (mL)

Plusieurs remarques importantesdoivent étre ajoutées concernant les manipulations de
dosage de 'ATP.

(i) D’abord, dimportantes précautions sont nécessaires pour ne pas oentdes
échantillons (gants, cénes a filtres, matériel décontaminé (a I'eaualiegarvexemple)).

(if) Ensuite, la valeur denp+siadoit étre au moins 10 fois supérieure a celle mesurée pour
I’échantillon seul. Sinon, I'échantillon doit étre dilué.

(i) La quantité de « Reagent HS » mise en jeu ne doit pas exéedde celle
d’ « Extractant B/S ».

(iv) La solution de luciférine/luciférase est tres fragilel@s¢empérature influence beaucoup
son activité. Il est donc nécessaire d'aliquoter le « Reagent (d&chant qu’il faut 0,4
mL par échantillon). De plus, attendre que la solution soit biempéature ambiante
avant de faire 'ensemble des mesures, le plus rapidement pgssiiolemiter I'effet de
la perte d’activité. Celle-ci est en effet trés rapideismsan effet limité dans la mesure ou
c’est le rapport entre I'échantillon et le standard qui est regardé, et nonlemeaksolue.

Elle reste génante car cela diminue la définition et donc aspwé de la mesure. D’apres
notre expérience, les aliquots de « Reagent HS », méme agdlé°C, ne peuvent pas
étre conserveés plus de quelques mois.
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6) CONSERVATION DES SOUCHES CULTIVEES

Les souches cultivées en cultures pures ne peuvent pas étre amdengtemps sur
boite de Pétri. Chaque souche isolée lors de cette étude est éensarwcongélation et/ou
lyophilisation :

- En tube, congelée dans une solution de glycérélour cela, une culture pure liquide est
d’abord réalisée dans un volume connu de milieu. Apres développemerdgaieie, du
glycérol 60 %stérile est ajouté a la cultureoficentration finale de 15)%incubé environ
15 minutes dans les conditions de culture (agitation) pour qugdérgl pénetre dans les
cellules, et des aliquots de cette suspension cellulaire sdigéséaDans notre cas,
plusieurs aliquots de 3 mL, dans tes tubes de 5 mL, ont été faitshamuecsouche de
bactérie et de levure. lls sont conservés a -80°C.

- Pour lalyophilisation, des cultures pures en tubes sur pentes gélosées sont utileses
colonies développées a la surface de la gélose sont récupéanéasndasolution de lait
écrémé (protége les cellules de la dessiccation) en versaotulion dans le tube de
culture et en raclant la surface du milieu. La suspension deeseltst ensuite répartie
entre plusieurs microcupules de verre, placés a l'intérieuradert$ a sertir, ou elle est
lyophilisée (yophilisateur RP2Y.

Il faut bien sOr s’assurer de la pureté de la culture avant dégeoa une conservation
longue durée. Pour la congélation, ensemencer quelques boites de é&s aliguots juste
avant leur congélation. Pour les cultures lyophilisées, vérifisgcidiment sur la pente
gélosée. Pour utiliser ces cultures, il suffit d’ensemencer iliaunde culture neuf avec le
lyophilisat ou avec la solution congelée, qu’il faut décongeler rapidementifdiéea).
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7) |IDENTIFICATION DES SOUCHES CULTIVEES

Pour l'identification taxonomique des souches isolées, des méthodesrdd&ont été
employées pour les bactéries et pour les eucaryotes (champighevisres). Dans les 2 cas,
elle est menée a partir d’'une culture pure de la souche.

7.1. Champignons/levures

Pour les champignons et levures, une culture sur pente gélosée, ervigjbestd’abord
réalisée. L'identification est ensuite sous traité€ES, en Hollande Centraalbureau voor
SchimmelculturesP.O. 85167, 3508 ADUTRECHT, The Nederlanjls Chaque souche
identifiée est facturée 50 Euros (aolt 2006).

L’identification est basée sur des observations macroscopiquesntti€éllement des tests
métaboliques. Elle est relativement longue (compter au moin®i8 emtre I'envoi des
souches et la réception des résultats). Pour le envois, l'iitiséiun colis réfrigéré n’est pas
nécessaire, mais bien prendre garde a protéger les tubes pour nelpas gassent pendant
le transport. Simultanément a [I'envoi des souches, transmettre pal m
(identification@cbs.knaw.hlun fichier récapitulant les références de souches, leur origine
(eau de nuage), et les conditions de cultures utilisées (milieu, température)

7.2. Bactéries

Note: Pour I'identification des bactéries, une grande partie des mamjmslate biologie
moléculaire a été réalisée grace au matériel de I'équipdrde Christel Bera-Mailletde
I'INRA de Clermont-ferrand-Theixpartageant la paillasse Mg Yves Ribot

En premier lieu, une culture pure classique de la souche a ideasfiecalisée dans un
milieu liquide, sous agitation (200 rpm). Un volume (1 a 25 mL en fonction de la densité de |
culture) de la culture est centrifugé (4000 g, 5°C, 10 min). Le geama (milieu de culture)
est éliminé et leulot cellulaire est remis en suspension dans 10 mL de tampon PBS 1X (pH
7,4), centrifugé dans les méme conditions pour rincer les celluidis,, B2 surnageant est
éliminé et le culot (ou une partie du culot) est repris @@suL de tampon PBS 1Xiltré
(0,22 um) dans un microtube Ependorf de 1,5 mL et conservé a -40°C.

Composition du tampon PBS (pH 7.4) :
- NaCl 140 mM

- KCl 2,7 mM

- KH,PO, 1,5mM

- NaHPO, 6,5 mM

Les étapes de préparation du culot cellulaire sont les suivantes :
- Extraction de 'ADN génomiqugsasy DNA kit, Invitrogeh
- Contr6le de 'ADN extrai{migration sur gel et dosage)
- Amplification de la séquence 16S par P@R for Taq Polymerase 5 U . QBiogend
- Contr6le du produit PCRnigration sur gel)
- Purification sur colonne de la séquence amplifi@ataprep Purification Kit, Stratagdne
- Dosage du produit purifié
- Lyophilisation
Les protocoles de chacune de ces étapes sont décrits dargekesyggantes, ainsi que la
méthode d’identification des souches a partir de la séquence obtenue.
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7.2.aExtraction de I'’ADN génomique

Pour ces manipulations, 2 bacs chauffants (bainsenau étuves a 37°C et 65°C) sont nécessaire, et
solutions d’éthanol (100 % et 80 %) doivent étracgles a -20°C. Ces manipulations, exceptée |'édape bit-
bitting » ont pu étre réalisées au SEESIB.

- Pour les bactéries a Gram-positifil est nécessaire, avant de débuter les manipulations,
d’effectuer une étape supplémentaire pour casser la paroi, épossecela, ajouter 1-2
microcuillerées de billes de zirconium et broyer les calale « bit-bitter » (2 min). Si le
Gram est indéterminé, réaliser cette étape en limitaeties de « bit-bitter » a 1 minute,
ce qui peut permettre de casser les cellules sans altérer la quidit@écule d’ADN.

Pour la suite des manipulationsegtraction de I'ADN total, le kit Easy DNA
(Invitrogen)a été utilisé. Le protocole utilisé avec les culots cetledagn suspension dans le
PBS (avec ou sans billes de zirconium) est le suivant :

Extraction de 'TADN génomigue Easy DNA Kit (Invitrogen)

- Ajouter 350 pL de « Solution A »et vortexer par périodes de 1 s pour dissoudre le cplot
- Incuber 10 min a 65°Cen vortexant de temps en temps
- Ajouter 150 pL de « Solution B »et vortexer fortement jusqu’a ce que le précipité bouge
librement dans le tube et soit homogéne (~ 1 min)

- Ajouter 0,5 mL de chloroformeet vortexer pour homogénéiser

- Centrifuger a vitesse maximale (20 min, 4°C)

- Transférer le surnageantdans un microtube froid

- Ajouter 1 mL d’éthanol 100 % (-20°C) et vortexer brievement

- Incuber au moins 30 min dans de la glacgette étape peut étre allongée a 12 h)
- Centrifuger a vitesse maximale (30 min, 4°C)jeter le surnageant

- Ajouter 0,5 mL d'éthanol 80 % (-20°C) etmélangertrés doucementpar inversion pouf
décoller le culot (3-5 min)

- Centrifuger a vitesse maximale (5 min, 4°C) et jeter le surnageant

- Centrifuger une 2™fois a vitesse maximale (3 min, 4°C) et jeter le surnageant

- Laisser séchen(5 min)(ne pas laisser sécher complétement pour pouvaiette le culot en
suspension facilement)

- Resuspendre le culot dans 100 pL d’eau bidistillée stérile kit utilise du tampon TE, mais
celui-ci est déconseillé pour la PCR)

- Ajouter 2 pL de la RNasedu kit
- Incuber 30 min a 37 °C
- Conservation a -20°C

Le tube contient ’TADN génomique en solution dans 100 pL d’eau
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7.2.bContréle de 'ADN extrait

L’efficacité de I'extraction est ensuite veérifiée, pamgnation sur gel d’agarose et dosage
par spectrofluorimétrie.

Migration sur gel

- Préparer et couler le gel (compter environ 50 mL pour un grand gel & 13 paitits)

- Peser 0,7 g d’agarose pour 100 mL de tampon 0,BE

- Chauffer au micro-ondes dans un Erlenmeyeguisfusion compléte de I'agarose et

obtention d’un liquide homogéne.

- Sous une sorbonne, ajouter ~ 1 pL de BET (brerdi¢thidium) et homogénéisgttention a la
manipulation du BET, trés mutagene)

- Couler le gel

- Aprés solidification (au moins 30 min), pla¢egel dans la cuve de migration contenant du tampd
TBE 1X (Tris Buffer EDTA)

- Préparer les échantillons a faire migrer :
- Mélanger 10 pL de I'extrait d’ADN et 2 pL deBéeu », dans des microtubes & PCR
- Effectuer le dépbt dans les puits du gel

- Migration (100 V, environ 20 min)
- Observation du gel en lumiére UM(une importante bande fluorescente mal définie apoadant
a ’ADN génomique extrait doit étre présente)

Le dosage est réalisé seulement en cas de réponse positive de la migration.

Dosage de I'ADN
(Des cuves de spectrofluorimétrie adaptées poupédiss volumes doivent étre utilisées)

Dans la cuve, diluer 10 pL d’extrait d’ADN dans 90 pL d’eau (dilution par 10)
Effectuer une mesure de I'absorbance=a260 nm (dosage de I'’ADN)

Effectuer une seconde mesurea280 nm (dosage des protéines)

Ajuster la dilution de I'extrait d’ADN si 'absorbance est > 1

- Calculer la concentration en ADN dans I'extrait (une absorbance de 1 correspond & une
concentration en ADN de 50 pg miet 'absorbance est proportionnelle & 'TADN])
- Le rapport DQsonnd DO2gonm Vaut idéalement entre 1,8 et 2 pour la PCR

A partir de ce dosage, si la concentration est suffisante, doeskillé de diluer I'extrait
d’ADN & 100 ng pL* en rajoutant de I'eau, pour faciliter les manipulations de PCR (qui
nécessitent environ 100 ng d’ADN).
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7.2.c)Amplification de 'ADNr 16S (PCR)

L’amplification de la séquence ADN codant pour 'ARNr 16S (longuetale ~1500 pb)
est réalisée par PCR (réaction de polymérisation en chaineg). réactifs (tampon
d’incubation, dNTPs, et Taq Polymerase) contenus dans Mikitor Taq Polymerase 5 U

uL™* (QBiogene) aliquotés, sont utilisés. Les amorces (synthétiséed p&aB-Biotech sont :

F8-Eub 5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC-3{Amorce terminale 5’)

1492r-Univ 5'-GNT ACC TTG TTA CGA CTT-3(Amorce terminale 3"
(M=AouC;N=AC, TouG)

Une réaction de PCR est pour chacune des souches réalisée emeplé d’amorces F8-

1492r.
A partir de la, degémoins négatif (eau bidistillée stérilelet positif (extrait ADN
bactérien choisi) sont réalisés simultanément a la série d’échantillons.

PCR Kit Tag Polymerase (QBiogene)

- Déterminer le volume d’extrait ADN a utiliser pour chaque échantillon et en déduire
volume d’eau a utilisgp0 pL totaux -11,3 uL de « Mix » gMit aaon)
- Répartir 'eau bidistillée stérile entre les tubes

- Préparer le « mix » de PCR » (valeurs pour 1 tube, & ajuster en prévoyant unmoiar au moins 2
tubes de plus que le nombre d'échantillons) (aibend bien homogénéiser)

- 5 pL de tampon d’incubation 10X avec Mg = 1X)
-1 pL de mix de dNTPs 10 m;,ae = 200 pM)
- 2,5 pL de chacune des 2 solutions d’amorces a 1@uatitg,... = 25 pmol)
- 0,3 pL de Taq Polymérase & 5 UxQuantitéqe = 1,5 U)
- Répartir le mix entre les tubedl(,3 pl/tubé
- Ajouter I'extrait d’ADN et bien homogénéiser

et gsp 50 L d’eau bidistillée stérile (en général 37,7 pL)

Conditions de PCRdurée totale : ~ 2 h)
- 94°C (5 min),
-25 a 30 cycles 94 °C (30s), 55°C (30 s), 72°C (1 min 30 s)
- 72°C (7 min)
- Conservation a 4°C

Chaque microtube contient donc 11,3 pL de « mix », 100 ng d’ADN (en général 1 pL

le

N
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7.2.dContrbéle du produit de la PCR

Une migration sur gel d’agarose et un dosage de I’ADN sont effectués pour contrdler la
qualité du produit de PCR. Les protocoles expérimentaux sont lesesnfoe ceux
précédemment utilisés pour controler I'extraction de ’ADNisnpeur économiser le produit
PCR, la migration est réalisée avec 5 uL de produit PCRefade 10 pL) + 5 puL d’'eau + 2
puL de Bleu. La migration d'un ladder (échelle de longueur ADst)également réalisée. Si
plusieurs bandes apparaissent a l'observation sous lumiére UV, Ra &PConduit a
I'amplification de plusieurs régions du génome, et il faut aldectfer une extraction sur gel

de la région amplifiée qui nous intéresse. Elle ne sera pas détaillée ici.

7.2.ePurification sur colonne du produit PCR

La purification est réalisée si la quantité d’ADN dans le t(d#erminée a partir du
dosage) dépasse environ 150 dgyfres MWB-Biotechenviron 20 ng sont nécessaires pour
séquencer 100 pb). Il s’agit d’'une purification sur colonne, utilisant teSkiataprep
Purification Kit, dont le protocole est le suivant :

Purification Strataprep Purification Kit (Strataprep)

- Ajouter un volume de BNA-Binding solution » égal a celui du produit PCR (40 pL,
apres la migration) et mélanger

- Transférer dans la microcolonnede filtration

- Centrifuger (vitesse max, 30 s) et jeter la solution filtrée

- Ajouter 750 pL de «1x Wash Buffer »

- Centrifuger (vitesse max, 30 s) et jeter la solution filt(éffectuer cette étape deux fois
- Placer la colonne sur un nouveau microtube de 1,5 mL

- Déposer sur la membraB8 pL d’eau bidistillée stérile(le kit utilise un tampon d’élution, mai$
I'eau est préférable pour la lyophilisation et egeiencage (selon MWG-Biotech))

- Incuber 5 min a température ambiante
- Centrifuger (vitesse max, 30 s)
- Conservation a -20°C

Le tube contient le fragment d’ADN a séquencer en solution dans 50 uL dle

Une étape de dosage de 'ADN peut éventuellement étre weftectpres la purification
pour s’assurer de ne pas procéder a un séquencage inutile.

7.2.f)Lyophilisation

Les produits PCR purifiés sont Iyophilisés dans leur microtube oweeduvert d'un
parafilm percé avec l'aiguille d’'une seringue. La lyophilmatne doit pas étre trop poussée
pour permettre la remise en suspension du culot (arréter la Igapioii apres environ 12 h).
Des précautions doivent étre prises en retirant le Parafilm moyras perdre I'ADN qui
pourrait y étre collé, ce qui est fréquent ('’ADN est visible apresagahliysation).

Apres lyophilisation, les échantillons sont conservés a tempéraninardge a I'abri de la
lumiere et de I'’humidité.
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7.2.95équencage

Les échantillons lyophilisés sont envoyés pour séquencage paoghectse capillaire a
MWG-Biotech (adresse completeMWG Biotech, Le Déme, 1, rue de la Haye, BP 12910,
95731 Roissy CDG, Frangce

Les références des échantillons sont rentrées en lignefi(uoie Annexe-69 ci-dessous
(https://ecom2.mwgdna.com/register/index:telSequencirlg (a gauchey (se créer
un compte), en remplissant les champs de nom de I'échantillon, natdtéchiantillon
(produit PCR), amorce a utiliser pour le séquencage et code dgudiéd prépayee
correspondant a I'échantillon. Le service « Value Read »hessiqune seule tentative de
séquencage). L'amorce a utiliser peut étre jointe a I'envoi othélsée (dans ce cas,
commencer par soumettre en ligne le nom et la séquencenderd&a a synthétiser, en
indiquant qu’elle sera utilisée pour le Value Read, puis préaseutdisation dans la saisie
des références des échantillons). Le prix de chaque étiquigtiype est d’environ 10 €, et la
synthese d'une amorce revient a 8,50 €. Signalons qu’'une seule synthesece’ast
nécessaire pour le séquencage de I'ensemble des tubes soumicelleaisest a répéter a
chaque envoi.

Adresss ﬁ http:/fecom2, mwgdna, com/services/sequencefread-value, td?item_id=new

Y.’ ~ Z- | Recharcher = - @' s Traduire ~ [D- Ouvrir session =] ¥1 Mail @ Questions/Réponses
e 7 AT
% siRNA ) n
M= wrns ¥ AAAA
MWG Home Order Home Contact Prices Login Page Logout Help

Pierre AMATO - p.amato@opgc.univ-bpclermont.ir {Customer 39077 Orderer 111943}
© home 0 value read

FAQs General Information Value Read Howto prepare samples Howto handle the barcode |abels Howtotrack orders

Each line represents a sequencing reaction. Provide a name andfor a barcode label and a primer for each reaction
Use the << Prev and Next >> tabs {0 move to previcusinext page of your input. Save returns to the order basket
Save8Check checks yourinput and reports problems if there are any.

To delete a reaction mark it as deleted and press Save&Check.

Example: Attention!
New arrangements
on download page

Pos. Label Template Primer
1 [2AM0001007 [Sample T [s)Mi3rev(29) =] Help

Enable Direct Primer Managem

Nom de I'échantillon o de Famorce a utiliser

UNPTdE P étiGliette prépayée (a soumettre avant)
Page (jump to page\pithout saving changes) Cot(t:her
cette case

Pos. gbel Template Primer D%ge Delete

4 APADDOA' | | asabow v O

5 |aaooa || | [msabove ¥ O O

? (apasooa | | | |pEsEnove @ O

O O
select all delete all

Vector clipping Check sequences against sequencing vector None ko

Save&Check Other Primers Cancel

Figure Annexe-69 :Ecran du site de MWG-Biotech de saisie des réé@smes échantillons d’ADN pour le
séquencagehftp://ecom2.mwgdna.com/services/sequence/readyelRitem_id=ney

Les séquencages sont au moins réalisés kamorce F8-Eub précédemmenutilisée
pour la réaction de PCR. L'utilisation d’'une seule amorce ne pgraseti’accéder qu’'a une
partie de la séquence, d'une longueur denviron 1000 pb dans le meiisurcas.
Occasionnellement, lséquence completele 'ADN codant pour TARNr 16S est obtenue en
effectuant un séquencage complémentaire dans le sens reverdamaeece 1492r-Univ.
Enfin, un troisieme séquencage (nécessitant donc un troisieme produid®GRméme
souche) est réalisé avec une amorce centf&le(( séquence ci-dessous), pour s'assurer du
chevauchement des 2 premiéres seéquences. Obtenir la séquencdecémpB00 pb) est
donc finalement 3 x plus onéreux que pour une séquence partielle pouviadteatt00 pb.
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Cependant, la séquence compléte est nécessaire pour effestaratlyses phylogénétiques
(arbre) valables.

‘ F5005'-CTA ACT ACG TGC CAG CAG C-3Amorce centrale)‘

Les résultats sont recus par e-mail (compter environ 10 j éetneoi des échantillons et
la réception des résultats) et sont disponibles a partir du conggtsur le site de MWG. lIs
sont auformat FASTA et la position de la séquence est donnée, dans le seBs 5’

Exemple de résultat :
(souche 13b-3, avec I'amorce F8-Eub, nucléotides 21 a 1025)

>13-3-F8 21..1025 of trace file
AGCGGATGAAGAGAGCTTGCTCTCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAASCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAPACCGCA
TACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATESCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGAAGGGCAGTAAGCGAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAEACCGGCT
AACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGBGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACBGTGGCG
AAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGATAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAECGTTGG
AAGCCTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAGBCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCACCGCGAAGAACCTTACCAGGCTTGACATCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGEGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGT

7.2.hAnalyse des séquences

7.2.h(i) Recontruction de séquences complétes

(Cette étape est nécessaire seulement si plussgggencages ont été réalisés en vue d'obteniédmence
complete).

Pour reconstituer la séquence dans le sems3%’il est nécessaire de déterminer la
séquence complémentairele celle obtenue avec I'amorce 1492r, et d’inverser la séquence
(car elle est car donnée au départ dans le seh8'p’ Cela est rapidement fait grace a un
logiciel de complémentation libre sur Internet, commeAnalyseq
(http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/invcomp_in(pyure Annexe-7N

Inversion-complementation of a nucleic sequence

Inversion-complementation of 2 personal nucleic sequence or database (complztz or partial). The inversion-complementation of onz or
more sequences can alse be generated by programs READSFEQ (personal sequences) and CONVSEQ) {database sequences) by selecting the
correspondii optiott.

Sequence: ~
Database ;| Personal ¥
Tdentifier of the sequence : [Szarchin SRS

Or if the sequance is personal :

1. Name of vour personal file : | ) ~||_Parcourir...

2 Orinsert it with format STADEN orwith format FASTA:

D Edition of the sequence in the direct direction
Format of output ; Fasta ¥

Region of the sequence to be treated £ 1 . [t 0 |0 for the entice sequenice)

Figure Annexe-70:Ecran de l'interface INVCOMP permettant I'invensioomplémentation de séquences ADN.
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Ensuite, déterminer les zones de chevauchement avec les séqueaness avec F8 et
F500 (le mode « Rechercher » du menu « Edition » de Word est ttiEgi@rnaour cela) et
effectuer la reconstruction. Il est préférable d’éliminer detrémités des séquences ou
peuvent se situer des erreurs de séquencage.

Séquences :

>C_2 2F8-Eub 17..853 of trace file
GTCGAACGGACCCTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGBEGTGCCTTTAGGTTCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGAASTGCCCTT
CGGGGGAAAGATTTATCGCCTTTAGAGCGGCCCGCGTCTGATTAGCTTGTAGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGAFACCAGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGI CTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCGCGTGGATGATGRGGTCTT
AGGATTGTAAAATCCTTTCACCGGTGAAGATAATGACTGTAGCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAIGTTGCTC
GGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTEGATAGAG
GTATGTGGAACTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAAGACCAGTGGCGAAGGCGACATACTGGATCATTACTGACGCTGAGGCTCGAABCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTGTAGTTGTCGGGGGATTTATCTCTCGGTGACGCAGCTAACGCATTAAGCAATCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGATTAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACABCGGTGGAGCATGTG

>C_2 4¥500 30..863 of trace file
AGGGAGCGTAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTGTGATAGAGGTATGTGGACTCCGAG
TGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGAATACTGGATCATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTGCTAGTTGTCGGGGGATTATCTCTCGGTGACGCAGCTAACGCATTAAGCAATCCGCCTGGGGAGTACGTCGCAAGA
TTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGETTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCACCTTTTGACATGCCTGGACGCCAGAG
AGATCTGGCTTTCCCTTCGGGGACTAGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTAGAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTIGCCATTAG
TTGCCATCATTTAGTTGGGAACTCTAATGGGACTGCCGGTGCTAAGCCGGBGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGGTGGGCTAMMCGTGCT
ACAATGGCAACTACAGAGGGTTAATCCTTAAAAGTTGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATAGCATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGATGGTTCTACC

>C_2 34492r-Univ  25..900 of trace file
GGTTAGCGCATCGCCTTCGGGTAGAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCAEGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATIRVAGCGAT
TCCAACTTCATGCCCTCGAGTTGCAGAGGACAATCCGAACTGAGACAACTTTAAGGATTAACCCTCTGTAGTTGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCACCTGTAAGGGC
CATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTAGCACCGGCAGUTATTAGAGTTCCCAACTAAATGATGGCAACTAATGGCGAGGGTTGCGCTGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGBETCCTAGTCCCCGAAGGGAAAGCCAGATCTCTCTGGCGGTCCAGGCATGPAAAGGTG
GTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCABCGGATTGCT
TAATGCGTTAGCTGCGTCACCGAGAGATAAATCCCCCGACAACTAGCAATATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCAQGI TTCGAGC
CTCAGCGTCAGTAATGATCCAGTATGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTARAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAGTTCCACATACCTCTATCACACTCAAGAC
ACCCAGTATCAAGGCAGTTCCAGAGTTGAGCTCTGGGATTTCACCCCTGACTAAATGTCCGCCTACGCTCCTTTACGCCCAGTATTCCGAGCAACGC

Séquence complémentaire inverse de C_121Rr-Univ:

>QUERY : Sens inverse-complémentaire de la séquengk- 875)
GCGTTGCTCGGAATACTGGGCGTAAAGGAGCGTAGGCGGACATTTAAGTCBGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTGATACTGGGTGTCIGAGTGTG
ATAGAGGTATGTGGAACTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGRAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACATACTGGATCATTACTGACGCTGAGGTCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGABATTGCTAGTTGTCGGGGGATTTATCTCTCGGTGACGCAGCTAACGCATTAGCAATCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTACCACCT
TTTGACATGCCTGGACCGCCAGAGAGATCTGGCTTTCCCTTCGGGGACTAEBACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGARGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGCCATTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGAACTCTAAGGGACTGCCGGTGCTAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCRIGGCCCT
TACAGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAACTACAGAGGGTTAATCETAAAAGTTGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTMCACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCTACCCGAAGGCGATGCGBRACC

>C_Compléte
GTCGAACGGACCCTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGBEGTGCCTTTAGGTTCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGAABTGCCCTT
CGGGGGAAAGATTTATCGCCTTTAGAGCGGCCCGCGTCTGATTAGCTTGTAGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGAGACCAGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG CTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCGCGTGGATGATGNGGTCTT
AGGATTGTAAAATCCTTTCACCGGTGAAGATAATGACTGTAGCCGGAGAAGMGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTATBTTGCTC
GGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTTGAGTEGATAGAG
GTATGTGGAACTCCGAGTGTAGAGGTRAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACATACTGGATCATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTGTAGTTGTCGGGGGATTTATCTCTCGGTGACGCAGCTAACGCATTAAGCAATCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCACTTTTGAC
ATGCCTGGACCGCCAGAGAGATCTGGCTTTCCCTTCGGGGACTAGGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTOGCAACGA
GCGCAACCCTCGCCATTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGAACTCTAAGGGACTGCCGGTGCTAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCRIGGCCCTTACAG
GGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAACTACAGAGGGTTAATCCTTAAAGTTGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTTGGARCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACATIECCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCTACCCGAAGGCGATGCGCTAACC

7.2.h(ii) Identification des souches

Les souches sont identifiées par comparaison de la séquence (ecooppartielle) avec
les séquences contenues dans une banque de données. Le loBlash ®, dont une
interface est disponible liborement sur le site de NCBI (http://www.nchnitingov/BLAST/),

a été utlise, en se référant a I'ensemble des banques de sé&qpeises en compte
(GenBank, EMBL, DDBJ et PDB).

Cette interface donne acces a I'homologie de la séquence sawadsées plus proches
trouvées dans la banque. Un exemple de résultat de la recherchagbagsblprésenté en
figure Annexe-71 ci-dessou€ela permet de déduire la taxonomie de la souche avec plus ou
moins de précision en fonction des résultats : en général, on considéle gpree est le
méme pour unBomologie de séquence > 98 9Be plus, I'alignement avec les séquences de
la banque est visualisable, ainsi que les références bibliographiguec en plus un lien
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direct) et, suivant les auteurs, des informations complémentairekess séquences (lieu
d’isolement de la souche, taxonomie...).

L'ensemble des séquences les plus proches et le rapport de taxo@drakonomy
freport») donné sont considérés pour déterminer I'affiliation la plus pikusie la souche
considérée. Il faut signaler que les caractéristiques taxonosnigaat données par les
dépositaires des séquences, elles peuvent parfois étre inexactes.

% NCBI | results of BLAST

BLASTN 2.2.14 [May-07-2006]

%!::::!.Staphen ¥., Thomss L. Madden, Alejandro &. Scl & Llen Vers Ie rapport
taxonomique

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Li
{1997), "Gapped BLAST snd PSI-BLAST: & new generaticn
protein detabase search programs”, Nucleie Reids Res. 25:3333-340%

RID: 1157453453-6531-3554373254 BLASTQL

Database: 211 GenBank+EMBL+DDBJ+FDE segu == {but .no EST, SIS, Allgnement des Séquences

S5, environmental samples or phase T or 2 HTES sequences)
4,367,986 sequences—T7,861,779,155 total letters

If you have any px s or questions with the results of this search

The BLAST FAQse

Taxcnomy reports

Query=
Length=682

Références des souches des
séquences les plus proches et
:‘Mnuse—uver.l.u show defline and scores, click to show ai\gnmEmé Score de I’a“gnement

Color key for alignments€ores
40-50 §0-80

Distribution of 10 Blast Hits on the Query

Digtance tree of

Seguences producing significent alignments: L Prayiew/index History
1
Disglay | GenBank ¥ show| 5 ¥|Sendto ¥

91194451313 |gb|D0512770 1| Methylobacterium sp. PDD-7b-5 165 __. 0.0
Methylobacterium sp. FB73 gene fo... 0.0 o e _ B
Methylobacterium sp. DBZ1 genme fo... 0.0 T a8 = g
: Methylobacterium sp. 65 riboso... o.o
91123839274 951D00322592.1| Methylobacterium s 165 ribo... 0.0 O1: D itz Pseudomonas syrin. [g:04431280]
9i|33150191 |gb|AY336543.1| Methylcbacterium sp. pfB20 163 0.0 S S
gi|E82E2568 |enb | AMO4015E 1] y cterium adhassivum parc 0.0 rocus Dp512737 235 bp 30T DE-MRY-2008
7 0.0 DEFINITION Pasud s strain D gene
Uncultured bacterium clone WIT13. a.g e P Z e
Tl tuired tatiorin Slans NIT18.3. ol Références des dépositaires de
Aligmments Gz 5
[ Get selected sequences ] [ Select all I [ Deselect all ] [ Distance tree of results

REFERENCE 1 (bases 1 to B858)
AUTHGAS - . Parazols,M_

, Laj,P., Mailhos,G. and

>[Qailsess1313 qbiDgs foth g 2. : ne 3
se TITLE Direct Submission
Length=682 JOURNAL  Submitted |2Z-APR-2006) TMR 6504 CNRS-Universite Blaise Pascal
Laboratoire de Synthese et Ecudes de Systemes a Interet Biologique,
Score = 1352 bits (682), Espect = 0.0 24, Avenue des Landais, Rubiere §3177, France
Identities = £32/682 (100%), Gaps = 0/682 {0%) FEATURES Location/Qualifiers
Strand=Plus/Elus source 1..858
forganism="Pseudomonas syringae”
Quezy 1 CCAACTCEACCCRECATCTTCECATETCARCCECACACCEETCACTARCACCTACEANCE €0 /mol type="genomic DNA"
L B B B R R A R R R R R R R R NS RN fatrain:
Sbjer 1 GCAACTCGACCEEGCATCTTCOEATETCASCCECACACCGCTCACTARCACCTGCGRAACE 60 /isolati Aopospheric cloud water (1465m asl)®
Fdb_xri

Guery €1  TRCCCTICGGTICGEARTARCGCTGGEARACTAGCECTARTACCGEATACECCCTTITEE 120 fecllection_date="1Z1Dec-2003"
L B B R S R R R R R N R R R RN RN ZONA <l_.=»358
Sejer &1 TRCCCTTCGETICGGARTARCENGECRAACTRGCECTARTACCEERTACECCCTITIRE 120 /product="165 riboscgal RNA"
ORIGIN

Query 121 CTCTEATTAGCTAGTTIGETEEEETAACGE 180 gggrgagras
QRN RN N RN RN RN astaccgeat

Sbjet 121 CTCTEATTAGCTAGITGETEEEETAACEE 180 agcctaggte
g g tggtotgags

Query 181 CACACTGEEACTGAE 240 = cotacgggag goageagtag

301 ggsatattgg acaatgggcg ssagoctgat coagocatge cgoghbghghtg sagaaggtet
361 tcggattgts sagoscttta =gttoggegy SEgQgCattt acctasbacg LOSLLILLLE

gacgttaceg acagaata geageegegy bastacagag
Query 241 T tgtteagtty
ctagagoatg
Sbict 241 aaggeacace
grggggagea
Query 301 721 macaggstta gatscootgg tagtocRcge o atg tcsactages =

781 ttgagctett agtggogoag ctaacgoatt sagttgacog cotggggagt scggocgoas
B4l ggttaa=act castgast

Figure Annexe-71 :Exemple de résultats d’'un Blast réalisé avec Blastd'un lien vers les détails d’'une des
séguences voisines.
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7.2.h(iii)Analyse phylogénétique (arbres)

Pour la construction des arbres phylogénétiques, il faut savoir ¢jdemdnent, plus les
séquences considérées sont longues, plus l'arbre obtenu est valableefouanalyse,
sélectionner des séquences de souches proches et moins procledesdebtenues par
séquencage. Reéaliser ensuite un alignement multiple des séqudiagds dune linterface
d’alignement multiple de séquences comm@lustalW, disponible a la page
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)figure Annexe-7). Les extrémités non chevauchantes des
séquences sont coupées (au format .txt par exemple) pour étrededéeméme longueur.
Quand il est vérifié que toutes les séquences ont la méme longdeetuer un dernier
alignement multiple, en choisissant des résultats au format Phylip.

EMBL-EBI

uropean Bioinformatics Institute

Groups. Services Toolbox Databases Downloads Submissions

(e E-IN'E Submission Form

ClustalVV is a general purpose multiple sequence alignment program for DNA or proteins It

EBI Home About EBI

SEQUEMNCE ANALYSIS

* Help Index
* General Help

= Formats

produces biolegically meaningful multiple sequence alignments of divergent sequences. It
* Gaps calculates the best match for the selected sequences, and lines them up so that the identities,
* Matrix similanties and differences can be seen. Evolutionary relationships can be seen via viewing

Cladograms or Phylograms. New users, please read the FAQ.
* References B SR
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(WORD SIZE) LENGTH
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_~" Enter or Paste a set of Sequences in any supported format:

Choisir Phylip -

Coller I'ensemble des séquences
au format FASTA

If you plan to use these services during a course please contact us using the email below.
Please read the FAQ before seeking help from our support staff.

Figure Annexe-72 :Interface d’alignement multiple ClustalW.

||_Parcourir...

Upload a file: |

- Récupérer ensuite I'alignement et le coller dans un fichier au forrhat .tx

Le logiciel Phylip 3.63 (Phylogeny Inference PackadEglsenstein, 2004)disponible
librement au téléchargement, est utilisé pour construire €afbwn utilisation ne sera pas
détaillée, mais la résolution de certains problemes rencontrés Kdicrosoft Windows
XP) mais qui ne sont pas référencés dans les aides eséerietisainsi que le moyen de
construction d’arbre par la méthode « Neighbour-joining » :

245



Annexes |- Protocoles détaillés

- D’abord, permettre la modification de I'extension des fickers, en décochant I'option
«|Masquer I'extension dont le type est cdnmule I'onglefaffichagd, dans lenenulOptions des dossler
du mendyoutild d’'une fenétre de dossier. Cela permet par exemple de remamrfiehier
nomme dichier », sans extension enfighier.txt» et de le transformer ainsi en fichier
s’ouvrant avec le bloc note de Windows ;

- Aprés avoir téléchargé le package Phylip, inclure le fichi¢rcdntenant I'alignement de
séquences et les modules de Phylip a utiliser (les caa@y un méme dossierainsi
gu’un fichier de police de Phylip (homrf@ntl, 2, ..et renomméontfile) ;

- Renommer le fichier .txt avec I'alignement de séquentée.txt ;

- Au lancement de chaque module, au message d’erream’tfind input file ‘infile’ »,
indiquer le nom du fichier avec son extensiom(ie.txt »).
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Méthode simplifiée de
Construction d’'un arbre consensus par génération de 100 arbres par la méthode
Neighbour-joining (Phylip 3.63)

Avant de commencey copier les modules exécutablesgboot dnadist neighbor,
consenset le fichierfontl dans un dossier. Renommer le fichier avec les séquences coupées
et alignées emfile.txt. Parmi les séquences alignées doit se trouver sur |la peelimigeune
séquence de référence, relativement éloignée des autres, pouneznfacbre (ex: une
séquence de souche Becoli pour des gram négatifs environnementaux de différents groupes
autres que des Entérobactéries). Adapter cette séquence rafomet@n des séquences a
analyser. Un exemple de fichier d’alignement multiple au forsugporté par Phylip est
donné sur ldigure Annexe-7Zi-dessous.

9 1-pg illl! TGGECGGAC GGGETGAGTAA TGTCTGEG-A AACTGCCTGA TGGAGGGGGA

2-AF2BO168 AGTGGCGAAC GGGTGAGTAA TATATCGG-A ACGTGCCCAG TCGTGGGGGA
3-AF267911 AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA TGCCTAGG-A ATCTGCCTGG TAGTGGGGGA
9-AY263477 AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA TGCCTAGG-A ATCTGCCTGG TAGTGGGGGA
10-A150585 AGTGGCGGAC GGGTGAGTAA CATTTAGG-A ATCTGCCTAG TAGTGGGGGA
14-A186484 AGTGGCGCAC GGGTGCGTAA CGCGTGGG-A ATCTGCCCCT TGGTTCGGAA
48-139067_ ACCGGCGCAC GGGTGCGTAA CGCGTATGCA ATCTACCTTT TACAGAGGGA
50-AF324190 AGTGGCGCAC GGGTGCGTAA CGCGTGGG-A ATCTGCCCCT CGGTTCGGAA
54-AJ42216 AGTGGCGAAC GGGTGAGTAA TATATCGG-A ACGTGCCCAG TCGTGGGGGA

C AGTGGCGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGG-A ACGTGCCTTT AGGTTCGGAA
HL AGTGGCGAAC GGGTGAGTAA TGTATCGG-A ACGTGCLCAG TCGTGGGGGA
I AGTGGECGEAC GGGTGAGTAA CATTTAGG-A ATCTGCCTAG TAGTGGGGGA
LY AGTGGCGCAC GGGTGCGTAA CGLGTGGG-A ATCTGCCCTT AGGTACGGAA

2 AGTGGCGCAC GGGTGCGTAA CGCGTGGG-A ATCTGCCCTT AGGTACGGAA
JL_AJ31196 AGTGGLGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGG-A ACGTGCCTTT AGGTTCGGAA
B85_AF44567 AGTGGCGAAC GGGTGAGTAA TGTATCGG-A ACGTGCCCAG TCGTGGGGGA
AY31516 AGTGGCGCAC GGGTGCGTAA CGLGTGGG-A ATCTACCCCT TGGTTCGGAA
3880 AGTGGCAGAC GGGTGAGTAA CGCGTGGG-A ATCTACCCAT CTCTACGGGA

SAGTGGCGAAC GGGTGAGTAA TATATOGG-A ACGTGCCCAG TCGTGGGGGA

¢ 510 AGTGGCGAAC GGGTGAGTAA TATATCGG-A ACGTGCCCTG GAGTGGGGGA
59_AJ44099 AGTGGCGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGG-A ACGTGCCTTT TGGTTCGGAA
B60_A124471 AGTGGCGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGG-A ACGTGCCTTT AGGTTCGGAA
70_DQ29840 AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA TACTTAGG-A ATCTACCTAG TAGTGGGGGA
J1_AY77001 AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA TGCTTAGG-A ATCTGCCTAG TAGTGGGGGA
72_AF46837 AGCGGCGGAC GGGTTAGTAA CGCGTGGG-A ACATACCCTT CTCTAAGGAA
T4_AY16731 AGLGGCGLAC GGGTGAGTAA TACTTAGG-A ATCTACCTAG TAGTGGGGGA
75_AY16558 @ GCG--- GCAGGCTTAA CACATGCA-A GTCGAGGGGT AACAGGGTGC

TAAC———-TA CTGGAAACGG TAGCTAATAC CGCATAACGT CGCAAGACCA
TAAC----GC AGCGAAAGCT GTGCTAATAC CGCATACGAT CTCTGGATGA
TAAC——-GT TCGGAAACGG ACGCTAATAC CGCATACGTC CTACGGGAGA
TAAC———-GT TCGGAAACGG ACGCTAATAC CGCATACGTC CTACGLGGAGA
TAGC———-TC GGGGAAACTC GAATTAATAC CGCATACGAC CTACGGGTGA
TAAC———-AG TTGGAAACGA CTGCTAATAC CGGATGATGA CGTAAGTCCA

Figure Annexe-73 :Format d’'entrée utilisé pour le logiciel Phyligalignement de séquences est obtenu avec
ClustalW et collé au format .txt. Les noms de ségas () ne peuvent pas comporter plus de 10 caractéses (i
sont automatiquement coupés par ClustalW), sarscesj®) Remplacer les quelques « - » éventuels restants
apres coupure des extrémités par des « ? ». $uemaiere ligned) sont indiqués le nombre de séquences (27)
et leur longueur (1369 pb).

- Lancer I'exécution du modulesegbootf(rentrer le nom de fichier sur lequel travailler :
infile.txt. A I'option R, rentrerl00 (nombre de réplicats de I'analyse) ;

- Renommerle fichieroutfile obtenu eroutfileseqgboqgtsans extension
- Lancer I'exécution du modulednadist (avec le fichieroutfilesegbodt A I'option D,
choisir la correction deKimura2-parameter a I'option M, choisir multiple data set
(rentrerD) et indiquer le nombre de réplicatlDQ data sels; (cette étape peut étre assez
longue suivant le puissance de l'ordinateur, le nombre de réplicdts reimbre de
séquences a analyser)

- Renommerle fichieroutfile obtenu eroutfilednadist sans extension

- Lancer I'exécution du module neighbor (avec le fichieroutfilednadis}. A I'option M,
indiquer le nombre de réplicats00 data seldsen entrer un hombre impair nécessaire au
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tirage aléatoire de I'ordre d’entrée des séquences dans Sanélette étape est elle aussi
assez lourde)

- Renommer le fichier outfile obtenu enoutfileneighbor et le fichier outtree en
outtreeneighbarsans extension

- Lancer I'exécution du moduleconsensgavec le fichieintreg). A I'option O, indiquer la
ligne sur laquelle se trouve la séquence de la rat)ne (

- Le fichier outfile contientl’arbre consensusavec le nombre d’arbres sur les 100 générés
qui est constitué de la branche de l'arbre correspondante. Renomiffingier outfile en
arbreconsensus.txtar exemple pour visualiser I'arbre au format .txt

- Pour retravailler l'arbre obtenu (indiquer les poids des noeuds sur l'arbre et
eventuellement modifier le nom de séquences), visualiser lesri@3 générés apres le
traitement avecneighbor (fichier outtreeneighbor avec un éditeur d’arbres comme
Treeview et repérer celui qui correspond a l'arbre consensus. L’enregmiréormat
image et utiliser par exempldicrosoft Powerpoint pour indiquer sur I'arbre les poids de
chaque noeud (présents dans le ficladoreconsensus.ixtet les noms de séquences
complets fijgure Annexe-7%

ROOT Escherichia colstrain ATCC 25922 (DQ360844)
Marinobactersp. 1-Ba (AY770010) (Arctic sea-ice)
Pseudomonasp. SE22#1 (AY263477) (Alpine soil)

Pseudomonas synxantt@aF267911) (Buds oPinus Sylvestris

gl 100 Psychrobactesp. BJ-5 (DQ298409) (Arctic sea-ice)

Psychrobacter glacincolatrain ANT9276b (AY167310) (Antarctic pack ice, Weddela)

|— Strain |
Moraxella osloensistrain PIV-10-1 (AJ505859) (Lake water)

Uncultured bacterium (AY198106) (Melt pond on Arctic seafloe)
o | Strain H

100

1

Uncultured Beta-Proteobacterium clone SM1E01 (AF445%@ravertine depositional facies from 73°C to 25°C)

Uncultured bacterium (AJ224987) (High mountain lake)

.
=
S

o

\‘ i

Uncultured Beta-Proteobacterium (AJ422160) (Biofilmagfolluted river)

89 8 Uncultured Beta-Proteobacterium (AF289168) (Lake avef freshwater)

100 |—Flavobacterium hibernurtL39067) (Antarctic freshwater lake)

L Uncultured Arctic sea ice bacterium clone ARKXV/1-126/(165587)
) i : . ) (Arctic pack ice)
Glacier bacterium FXS25 (AY315166) (Subglacial sedinérlacier)
100

100 10— Sphingomonasp. JO5 (AJ864842) (High mountain lake water)

100 Sphingomonasp. V1 (AF324199) (Vostok accretion ice, 3593mbs)
Strain L

Strain N
Arctic sea ice bacterium ARK10285 (AF468379) (Arctic s&g)-

100

100

Endophytic bacterium Enf15 (DQ339602) (Alpine subnivainwt)

Antarctic bacterium R-8358 (AJ440993) (Antarctic)
Uncultured Alpha-Proteobacterium (AJ311963) (CentritiB Sea water column)

Brevundimonasp. V4.BP.05 (AJ244710) (Mediterranean sea)

Strain C
0.1

Figure Annexe-74 :Arbre consensus retravaillé, obtenu par la méthdmiéleighbor-joining, avec le logiciel
Phylip.
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8) TESTS DEBIODEGRADATION ET ANALYSE PARRMN

Les potentialités de dégradation des souches isolées ont été wsiées le formiate,
I'acétate, le lactate, le succinate, le formaldéhyde etéthanol. Ces composés organiques
sont parmi ceux majoritairement retrouvés dans I'eau des nuages)pyis les échantillons
collectés au sommet du puy de Déme. Des resting cells debesoisolées sont d’abord
mises en présence d’'un de ces composé et les analyses Eséesdaar RMN'H, ou *C
dans certains cas, et par I'analyseur a formaldéhyd@21 (Aerolasey.

Notons que desgultures pures des souches ont été utilisées, en présenge séul
composé chimique a la foisCependant, les tests en présence de chacun des composés sont
réalisés simultanément, en répartissant les cellules provdherg méme culture entre les
différents milieux d’incubation.

Le protocole général employé pour effectuer ces tests de bémiddign est donné sur la

figure Annexe-75ci-dessous, ainsi que la composition du tampon phosphate et des milieux
d’incubation. Il est détaillé a la suite.
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8.1. Préparation de I'incubation

- Pour effectuer 6 tests simultanémen{5 substrats + 1 témoin), ensemencer au moins
300 mL de milieu de culture liquide adapté a la souche, et incubé&tGou 17°C jusqu’a
développement (a suivre par B&hn.

- La densité optiqueest utilisée pour normaliser la quantité de cellule dans lesumi
d’incubation. Quand elle atteint une valeur suffisante (> 1), déterminer le volutitisex :

V=250 / DQs75n (ML)

Ce volume correspond donc a la quantité de cellules contenues dans 50 mtudtiunee
de DGy7snm de 10. Le volume utilisé est précisé a chaque fois dans ldtsatesdonnés en
annexe 2

- Prélever environ 5 mL pour les étalements sur boites de pétri, et 3 mL pour le diesage
protéines.

- Centrifuger (4000 g, 20 min, 4°C) les 6 tubes (ou plus si le volume est supérieur a 50
mL) contenant la culture.

- Eliminer le surnageangjouter 30 mL de NaCl 0,8 % et centrifugerdans les mémes
conditions. Effectuer cette étape de rincage des celuias

- Pendant les centrifugations préparer 30 mL de chaque miliewbation {ableau
Annexe-29 :

Composé Formule M Concentration Quantité pour 30 mL
(g mol) (mMm) de tampon

Formiate de sodium HCOONa 68 20 41 mg
Acétatede sodium CHy-COONa 82 20 49 mg
Acide lactique CHs-CHOH-COONa 90 20 54 mg
Succinatede sodium NaOOC-CH=CH,-COONa 270,1 20 162 mg
Formaldéhyde 37 %(stabilisé avec 10-15

HCHO (CHOH 30 (32 ~2(08 5l
% deméthanol) (CHOH) (32) 0.8) H
Formaldéhyde™*C 20 % H“CHO 31 2 mM 121,7 pL
Méthanol CH;OH 32 2mMm 2,4 L

Tableau Annexe-26 : Différents composés testés et quantité a utilgeur préparer 30 mL de milieu
d’incubation a la concentration voulue.

- Effectuer un prélévement(~1,2 mL) €.1) du milieu d’incubation.

- Resuspendre 5 des 6 culots dans 25 mL de chacun des 5 mmi&’incubation et
réaliser un témoin avec le dernier culot et du tampon phosphate seul.

- Effectuer un prélevement (~1,2 mL) o) du milieu d’incubation, en centrifugeant
(12000g, 3 min) pour éliminer les cellules (culot), et transférsuterageant dans un tube
neuf.

- Mettre en incubation (27°C ou 17°C, 200 rpm d’agitation)
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- Effectuer des prélévements a différents temps d’incudiion (4 h, 24 h et 48 h ont été
choisis pour les tests systématiques).

- Conserver les prélevements a -20°C
Pour les prélevements, il est conseillé de séparer les 450 surmageant qui vont servir
a l'analyse figure Annexe-7p avant la congélation, pour éviter d’avoir a décongeler-
recongeler la totalité du volume prélevé. Cela a en plusréntie simplifier I'organisation
des manipulations.

~1,2mL 50 uL de TSPgen

/\ solution dans GO W
X2 _
<l =

Surnageant

Miliew dlincubati Centrifugation Reste ‘ l
ilieu d'incubation. "~ 15000 g. 3 min Stockage
+ cellules ( o3 mn) = (- 40°C) Analyse par RMN

Figure Annexe-76 :Procédure de prélevement utilisée pour simplifsrmanipulations lors de la préparation
aux analyses par RMN. Pour les analyses, 50 pbldéan de TSPglsont ajoutés, conduisant & la concentration
en DO de 10 % nécessaire a I'analyse par RMN.
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8.2. Estimation de la biomasse mise en jeu

8.2.aoncentration cellulaire dans le milieu d’incubation

Le nombre de cellules mises en jeu dans chaque milieu d’incubatioestesé par
dilutions décimales successivede la culture utilisée dans du NaCl 8% stérilétatement
de 0,1 mL des dilutions 0a 10° sur les milieux gélosés. Des triplicats sont réalisgise(f
une nouvelle série de dilutions par série d’étalements). Les aubereent également de
contrdle de la pureté de la culture utilisée.

Les conditions d’incubation (température et milieu) sont les m&mescelles utilisées
pour la culture liquide. Les colonies formées apres 24 a 72 h d’'incubatinohgdénombreées,
et les boites contenant entre 30 et 300 colonies sont considérées oer keshombre de
cellules présentes dans chacun des milieux d’incubation, suivant :

. - " . N chlture
Concentration en cellules dans le milieu d'incubatio = X

(cellules mLY) FaX Ve Viest

Avec:

N = Nombre de colonies moyen par boite (30 a 300)

F,= Dilution de la culture liquide étalée (1@ 10°)

V= Volume de culture étalé (mL)

Ve = VOlume de culture liquide centrifugé pour chaque desbiodégradation (mL)
V....= Volume de milieu d'incubation (généralement 25 mL)

test

8.2.bDosage des protéines totales dans le milieu d'incubation

Les protéines totales sont dosées selondthode de Bradford:
- Centrifuger 3 x 1 mL de la culture (12000g, 3 min)
- Eliminer le surnageant (milieu de culture)
- Rincer : ajouter 1 mL d’eau distillée et centrifuger (12000g, 3 min)
- Recommencer le ringage
- Suspendre le culot dans 1 mL d’eau distillée
- Ajouter 0,25 mL de NaOH 1 M et vortexer fortement pour extraire les protéines
- Ajouter 5 mL de Bleu de Coomassieuick Start Bradford Reagent 1Rjorad) et incuber
5 min a I'obscurité
- Mesurer I'absorbanceja= 590nm ; diluer I'échantillon si la DO > 1
- Réaliser 3 réplicats
Un étalon est nécessaire pour relier la DO mesurée a une quantité dm@soiCelui-ci
est réalisé a partir de Sérum Albumine Bovine (SABYiha, 2,6 % LD, pureté 99 % La
gamme de concentrations s'étend de 0 (eau distillée stdtiéefia 50 pg mt. La
concentration en protéines dans le milieu d’'incubation est déterminée suivant :

P V,
X

culture

Concentration en protéines dans le milieu d'incubabn =
(hg mL?) FaX Ve Viest

Avec:

P = Concentration en protéines dans la culturee{déné grace a la gamme étalon) (ugL
F,= Dilution éventuelle de I'échantillon (1 ; 0,5,10..)

V= Volume de culture équivalent au volume utilisé pleudosage (généralement 1 mL)
Ve = Volume de culture liquide centrifugé pour chacest tle biodégradation (mL)

V.= Volume de milieu d’'incubation (généralement 25)mL
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8.3. Analyses des prélevements : Formiate (F), Acétate (A), Lactate (L),
Succinate (S), Méthanol (MeOH)

Les acides organiques et le méthanol sont dosés par résonanoétigueg nucléaire
(RMN) du proton. La méthode est non invasive, non sélective et permet doétedeer la
présence de plusieurs composés en méme temps, en aveugle cendeumtration peut étre
déterminée si leur nombre de proton est connu. La spectroscopie parréjdiert une
référence de déplacement chimique, qui est ici le triméylysopionate deutéré (TSEd
(Eurisotop) (6 = 0 ppm). L'eau deutéréé(risotop) servant au « Lock » et au « Shim » du
spectrometre est utilisée pour préparer la solution de sI:SPd

Préparation de la solution de TSP20 mM:
(M1spas= 172, 264 g md)

- Peser précisément 34,5 mg de T.S®ahs une fiole jaugée de 10 mL
- Ajuster au trait de jauge avec de I'eau lourdgQpP
- Aliquoter en 10 x 1 mL et conserver a -20°C aiiale la lumiéere

8.3.aPréparation des tubes RMN

Le TSPd doit étre utilisé a une concentration environ 10 fois moindre que delle
composeé a doser (dans notre cas) en raison de la présenseQdaratns échangeables. De
plus, le « Lock » nécessite la présence de 10 %,@e En conséquencB uL de TSPd 20
mM sont ajoutés 850 pL de chaque échantillonCinae = 2 mM) des milieux d’incubation
F, A, L et S. Pour le mélange formaldéhyde/méthanolT@Rd;2 mM (Cinae = 0,2 mM) a
éte utilisé. Le meélange est réalisé dans un microtube de 1,5 mL, homogénéisé it udns
un tube RMN de diamétre 5 mm.

La concentration en TSRest ajustée si la concentration de départ en substrat dans le
milieu d’incubation est différente de celle habituellement mésegeu. Dans tous les cas, 50
puL de la solution de TSRdlans le RO doivent étre ajoutés, il faut donc faire varier la
concentration de la solution mere de TSPd

8.3.bAnalyse des échantillons
8.3.b(i) RMN'H :

Les analyses sont faites sur un spectromBimgker Avance 400 MHzavec passeur
automatique d’échantillons. Le programme prédéfimgpresat» est utilisé, en ajustant le
nombre descans a 32Les conditions d’analyses sont les suivantes : fréequence d’acquisition
400,13 MHz ; largeur spectrale 4789,2 Hz ; pulse 90° ; 65,536 pdengps d’acquisition
de 6,84 min Le temps réel (avec le «lock », le «shim » et lesipuations du robot)
nécessaire a I'obtention d’'un spectre est d’environ 12 minutes.

8.3.b(ii) RMN**C :

La RMN du carbone 13 est utilisée pour suivre le devenir des compasgséas dans le
milieu d’incubation. Dans notre étude, le milieu d’'incubation contenamtriealdéhyde*C
est analysé par cette méthode, en plus de lanalyse par B#MNt du dosage du
formaldéhyde avec l'analyseur. Le méme spectrométre que lpolil est utilisé. Le
programme prédéfini NC13CPD256x» est utilisé, avebl2scans Les conditions d’analyses
sont les suivantes : fréquence d’acquisition 100,62 MHz ; largeur dpe2&425,63 Hz ;
pulse 90° ; délai de relaxation 5temps d’acquisition de 54,19 min
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L’ensemble des spectres acquis est conservé dans le disque dur diRRE500
Process fcompte « cloud » ; code d’acces « pdd40). »
Les noms ont été attribués aux fichiers suivant les exemples ci-dessous :

[12b-8f13C5t361

[13b-4MeOH17t48h

6b-3T17t0

pour une incubation de la souche 14b-2 en présence de succinate
a 27°C, apres 4 h d’'incubation.

pour une incubation de la souche 12b-8 en présence de
formaldéhyde marqué dtC a 5°C, aprés 36 h d’incubation.

pour une incubation de la souche 13b-4 en présence du mélange
formaldéhyde/méthanol ou de méthanol seul a 17°C, aprés 48 h
d’incubation. Un nom comm&3b-4f17t48hpeut également étre
trouvé pour les incubations en présence du mélange f/MeOH
(pour les spectres datant d’avant 2005).

pour une incubation de la souche 6b-3 témoin & 17°C, au départ
de l'incubation.

Traitement des spectres :

Les spectres acquis sont traités aveodeciel X-Win NMR (Bruker)
De facon systématique, pour les spectres RMN

- la FID (Free Induction Decay) est d’abord réinitialisée en rentranianande @ »

- la commande em » est rentrée pour traiter le signal

- la transformée de Fourier est obtenue par la commafide «
- le phasageest réaliségHd pour le pic du TSP@t[PH] pour les autres pics)

- la ligne de baseest ajustée manuellement (un point tous les 0,2 ppm, en évitantdgs pi

(lutilities = [defpoint$)

- le déplacement chimique du pic du TSPdest ajusté a 0 ppm (« Shift

- la valeur d’intégrale du pic de TSPd est ajustée a 100 (inclure les pics satellites)

(integrate—> [calibratg)

- 'ensemble des picest intégrélittegratd
La valeur de I'intégrale de chaque pic est proportionnelle a la concentratiomgosz :

(mM)

Concentration en composé dans le milieu d’'incubation =

9 x AX[TSPdq] < 1
prAref

IFy4

Avec:

9 = Nombre de protons échangeables du JTSPd

A= Valeur de l'intégrale du pic du composé

[TSPd] = Concentration en TSRdans le tube RMN (mM)

N, = Nombre de protons échangeables correspondant @omsidéré

A, = Valeur de l'intégrale du pic du TSP@justée a 100)

1/F, = Facteur de dilution di a I'ajout de la solution d&PT, (1/F,= 500/450)
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Les spectres RMNH des différents composés dont il est question sont présentés sur |
figures Annexe-77 a Annexe-79

| Formiate

[ (HCOO")

|| Nombre de protons = 1 (C-H
| Singulet

& =8,46 ppm (pH 7,0)

| Acétate
| (CH,COO0")

‘ Nombre de protons = 3 (CH
| Singulet

|| §=1,92 ppm (pH 7,0)

YR 1A L
3 &
[
_ |
J Succinate
i] (OOC-H,C=CH,-COO")
' Nombre de protons = 4 8=CH,)
'I ' Singulet
| ‘| 8= 2,41 ppm (pH 7,0)
|
I |
i |
[ at L -
L ,

Méthanol

(CH40H)

Nombre de protons = 3 (CH
Singulet

8=13,36 ppm (pH 7,0)

Figure Annexe-77 :Spectres RMNH du formiate, de I'acétate, du succinate et dihanal.
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Lactate
(CH4-CHOH-CO0")
L-Lactate

\L_. Nombre de protons = 3 (GH
W Quadruplet
| 3 =4,12 ppm (pH 7,0)

Nombre de protons = 1 (C-H)
Doublet
3 =1,33 ppm (pH 7,0) ‘ ‘

D-Lactate

Nombre de protons = 3 (GH |
Quadruplet | |

&= 4,46 ppm (pH 7,0) |1

Nombre de protons = 1 (C-H)
Doublet
3 =1,45 ppm (pH 7,0)

Figure Annexe-78 :Spectre RMNH d’'un mélange des isoméres D et L du lactate.
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RMN 3C

Méthanol
Singulet
8 =49 ppm (pH 7,0)

Formiate

Formaldéhyde Formaldéhyde
Singulet Méthanol

8 =283 ppm (pH 7,0)

Formiate
Singulet
=172 ppm (pH 7,0)

SpectrelC
20 150 0 1o 1 10 s e & 2 6 pem
Spectre'H (] wemano
Formiate [
correspondant / |

L kel ]

! L) & : H . " Ll
e e B
i . :

Figure Annexe-79 :Spectre®C d’'un mélange de formiate, de formaldéhyde et dehamol, et spectre RM
correspondant. Le pic du formaldéhyde est masquiesignal de I'eau (~5 ppm) en RMN.

8.4. Analyse des prélevements : formaldéhyde (f) :

Le formaldéhyde résonne en RMN a environ 4,8 ppm. Son signal est donc masqué par
celui de I'eau, et cette technique ne peut pas étre utilisdeeitbrmaldéhyde présent dans le
milieu d’incubation aux différents temps est donc dosé a l'aidéadelyseur automatique
AL4021 (Aerolasey.

La méthode est basée sur la réactivité du formaldéhyde en phasese (réaction de
Hantzch) avec l'acétylacétone et 'ammoniac, conduisant a un pradriéscent Xexcitatior=
400 nM Agmissior= 510 Nm) :

HCHO + acétylacétone + NH o-a’-diméthyl-B-p’-diacétyl-pyrimidine

La fluorescence émise est donc proportionnelle a la concentratitorrealdéhyde. La
gamme de concentrations mesurables par I'appareil s'étendqtment de 0,1 pgt
(0,0033 uM) a 300 pg't(10 pum).
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Pour la mesure, les échantillons sont dilués par 1000 dans de I'edéedds facon a
atteindre des concentrations de I'ordre du uM.

Avant toute série de mesures, il est nécessaire deffectuétalonnage manuel de
I'appareil, avec des solutions de concentrations connues.

C
Pourcentage de biodégradatior 1 - [C:

x 100
(%) [Clio

Avec:
[C], = Concentration du composé au temps t (mM)
[C],, = Concentration du composeé au temysniM)
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9) TESTS DE CROISSANCE A DIFFERENTES TEMPERATURES

La capacité des souches a se développer a différentes tempéesiugeterminée de
fagcon systématique. Pour cela, des précultures (20 mL) de laespucha sont d’abord
incubées a une des trois températures disponibles (5°C, 17°C et 27°Q¢, sulieu
déterminé comme étant le plus adapté (TS, R2 ou Emerson). Aprés 434 haures
d’incubation (200 rpm), 3 Erlenmeyer de 100 mL contenant 20 mL du nnéie de
culture, sont ensemencées avec 3 x 1 mL de culturelehaité optique des cultures est
suivie ai = 575 nm en réalisant des prélevements de 1 mL de culture. Toutes les
combinaisons entre les différentes températures sont effectsi@eultanément pour
appréhender un éventuel effet d’habituation/adaptation des celluies des températures,
induit par les conditions de préculture (viojlure Annexe-8i-dessous).

Pré-culture
(20 mL, 200 rpm)

17C

AN

LAL BAL BLA s

(20 mL, 200 rpm
5°C 17°C 2rCc 5C 17C 27rC 5°C 17°C 27C

DOs750m = f(t)

Figure Annexe-80 : Méthode employée pour appréhender l'effet de laptrature de préculture sur la
croissance a 5°C, 17°C et 27°C.
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10) EVOLUTION DE PROTOCOLE AU COURS DE LA THESE

Le tableau Annexe-27écapitule les modifications des protocoles effectuées durant la
these.

Analyses chimiques

Parameétres mesurés Depuis janvier 2004 Mesure de la conductivité et du potentiel rédox

dans l'eau de nuage  pepuis septembre 2004Contenu par chromatographie ionique (anions ebusi

Analyses microbiologiques
Echantillons de nuage

Regroupement des différents prélevements d'un né&émeement
Avant décembre 2004et conservation a 4°C. Toutes les manipulations feites en
laboratoire

Gestion alobale de ) Dé,npmbrement des gellule; gotales (DAI?I) sur chake;m. )
léch 9 il Entre decem?Tzzi220000456brelevements d'un méme événement; Mises en cultéaéisées al
echantilion laboratoire sur le dernier prélevement échantiléo(ia plus récent

Analyse de chacun des prélévements d'un méme éeaneavec
Depuis mai 2005 mises en culture et conditionnements des échamgilour les
différentes analyses sur le site de prélévement

Cultures Avant décembre 2003Milieux TSA et Sabouraud

Milieux ~Entre decembre 2003 ef oy TSA TSA/10 et Cceur-Cervelle ou Emerson
janvier 2004
Depuis juin 2004 Milieux TSA, R2A et Sabouraud
) Avant janvier 2004 Incubation uniquement a 27°C
Températures

Depuis janvier 2004 2 températures d'incubation (15°C et 27°C)

Dénombrement des Avant janvier 2004 Bactéries uniquement

cellules totales o L .
(DAPI) Depuis janvier 2004 Bactéries et champignons/levures

Dosage de I'ATP Depuis novembre 2004

Tests de biodégradation

Avant septembre 2004Formiate, Acétate, Lactate et mélange formaldémyétianol

ormiate, Acétate, Lactate, mélange formaldéhydévamdl et

Depuis septembre zooJ; .
uccinate

i i Flore';ic“edgesr;aeif ('J?:nAvigf_Dégradation de méthanol seul et de formaldéhj@epar des
Composes testes juin 2005) Souches sélectionnées parmi celles testées sauties composés

Stage DEA de Stéphan&inétique précise de dégradation du formiate, dihamdl seul, du
Fontanella (janvier-juin mélange formaldéhyde/méthanol et de formaldéty@esur des
2006) souches sélectionnées parmi celles testées samties composés

Avant septembre 2004Aucune

11%

Normalisation du volume a centrifuger a partir deénsité optiqu
Quantification des Depuis septembre 2004e la culture utilisée, de sorte que laf2Q,soit de 10 dans le
cellules milieu d'incubation

Depuis septembre 200&Etalements pour dénombrement des CFUs

Depuis novembre 2005Dosage des protéines
Tableau Annexe-27 :Modifications apportées aux protocoles au coura dieese.
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1)

ECHANTILLONS DE NUAGES

.5 PHYSICO-CHIMIE CELLULES TOTALES CULTURES % CULTIVABLES [AT$H]1E§mO|
= O < 5 -
g @ 5 8 § P 2~_S S ~ P " Bactéries (N mLY) Champignons Bactéries (N mL?) gcl?rrgglg,\??:f_% 27°C 15°C © °
5] T ) @ ~ |2 | E 2EISE| —~| °S s = < S s | & ] ] & levures (N mL™?) c =X
5 fa} 2 ce| Q|87 5| £ |B83|Ec|od| ¢e2 |2 | S| 2| 2| 2 |8s|8s|ss 27°C 15°C 27°C 15°C _ S 2
2 2 |82 [ |ZE|o| B |2L|gz|Re| e |5 | |25 5|55 85|k g E83g %5 1Ba2| & |G
R e §=|Z8|"T| 88 | 2| 2|°| 8|2 |T T |4 | g8e Besq 982 Besqsbe(sfe|ghe|g8e| £ 5EEY £° jE7E| 2 | &
2
1 4 mars 03 49 49 083 8,33E+04 32 1300 0,03%
2 6 mars 03 2,0 58 3,55E+05 1975 264 0,56%
& 11 & 12 -dec-03| 17:30-05:00 | 90 13 56 0,70 7,90E+05 240 30 0,03%
4 9 janv 04 14:3016:00 | 70 1,0 6,4 0,91 6,05E+05
5 14 & 15 janv 04 | 17:00-06:00 70 48 6,3 1,58 2,44E+05 | 269€+04 | 1,41E+04 | 3,90E+03 110 20 770 557 0,05% 5,489 0,01% 3,96
6 20 & 21 janv 04 li:zg::a? ° 20 0,0 58 a7 234,0| 1,92 2,04E+05 | 497E+03 [ 8,94E+02 10 10 20 0,00% 2,24% 0,00% 0,009
7 16 févr 04 10:00-14:30 | 310 4,2 17 32 325 | 357, 18,31 1,66E+04 8,34E+03 90 140 110 10 0,54%) 1,329 0,84% 0,126
12 24 juin 04 23:45-02:45 90 74 11,0 57 427 252, 4,29 5,87E+04 | 152E+04 | 2 A7E+04 | 1,00E+02 31 84 3000 1306 0,05% | 12,15% | 0,14% 5,29%
13 7 juin 04 23:00-01:00 | 120 47 16,8 0,365 55 33 134, 3,57 4,98E+04 | 3.25E+03 | 7 54E+03 | 2,81E+02 513 373 1303 590 1,03% 17,28% 0,75p6 7,82%
14 23 & 24 sept 04 | 19:00-02:45 0 9,7 52 70 96 2048 1,85 127,86 941 4501 685 12,01 3,76 3,29 2,58 008 1,40E+05 | 174e+04 | 3 ,61E+03 | 147E+03 313 190 947 413 0,22% 26,22% 0,14% 11,45%
15 17 nov 04 09:15-15:15 | 45 10 12 58 228| 311, 3,03 284,26 53,52 033252 | 1635 4800 108] 265 01 1,58E+05 | 152604 | 4 ,84E+03 | 6.35E+02 20 13 1297 1163 0,01% 26,80% 0,01% 24,08% 0,B6M21
16 16 & 17 déc-04 12}%‘::330-?0 90 05 10,3 59 27,2 301, 3,25 427,28 69,08 72| 46,33 31,31 39,21 1,44] 1,0 013 6,84E+04 3,96E+03 3,52E+03 | 9.12E+02 343 290 533 313 0,50% 15,15% 0,42% 8,90% 0,270073
17 19-janv—05 11:15-18:15 40 32 04 68 58,8 213, 2,78 858,61 314]57 849 24233 2507 24,88 4,78 3,61 023 7,61E+04 2,71E+03 1,33E+03 | 6.14E+02 163 50 480 480 0,21% 36,09% 0,07% 36,09% 0,B46163
18 18-avr-05 07:30-13:00 | 100 3,0 63 0,247 50 13 273, 2,50 149,14 1488 6231 12,72 17,25 9,93 721 9,36 019 7,68E+04 | 187E+03 2,99E+03 | 181E+02 (0] 3 97 70 0,00% 3,23% 0,009 2,34% 0,0B8.002
19-1 17:30-18:50 | 110 43 73 0,281 57 153 170, 1,5 191,7 2816748,85 | 11,56 [ 2057 14,97 5,38 6,6 01$ 8,46E+04 | s555e+02 | 7,08E+03 | 1.88E+03 0,780| o.087
19-2 19:30-21:30 | 110 37 39 0,286 57 215 170, 1,40) 294,23 60,80  666|5 29,76 | 29,85 22,69 8,55 4,83 034 1,01E+05 | 592E+03 [ 5,94E+03 | 7.47E+02 270 123 1187 680 0,27% 19,97% 0,126 11,44%  0,p%he7
19-3 . 21:45-23:30 100 35 6,0 0,265 50 255 332, 2,00 405,34 87[3277,83 49,07 50,00 31,89 11,31 5,1 06p 1,05E+05 | 879E+03 6,83E+03 | 554E+02 230 950 13,919 0,00¥ 0,00% 1,006,225
19-4 22 28 i 0 23:45-01:15 | 100 31 81 0,281 53 173 345, 1,3 304,0: 67/5562,00 | 39,62 [ 37,39 18,88 7,74 3,8 033 9,79E+04 6,85E+03 350 220 1230 1160 0,369 17,976 0,22P6 16,95%  0,81B99
19-5 01:45-03:30 100 25 9.3 0,328 53 17,5 345, 1,61 368,1¢ 101,957,50 60,88 35,28 19,47 10,1 10,37 03n 8,29E+04 3,70E+02 7,12E+03 | 4.82E+02 340 200 1670 1000 0,419 23,46M0 0,24 14,06% 0,06840
19-6 04:00-05:15 90 23 82 0,339 49 19,5 369, 1,61 363,71 112,048,80 67,55 38,62 17,77 5,52| 1,8 024 7,02E+04 5,55E+03 5,65E+03 | 5.30E+02 130 50 1610 1080 0,19% 28,48% 0,07P6 19,1p% 0,p5bos
Moyenne événement 19 32 71 0,297 53 19,4 288, 1,57| 321,20 76,89 %85 43,07 35,28 20,95 8,11 5,43] 03§ 9,02E+04 | 4,24E+03 6,58E+03 | 838E+02 264 148 1329 980 0,31% 20,76% 0,13% 12,3106 0,852,221
20-1 19:30-21:30 70 8,2 2,1 0,293 57 23,0 312, 230,46 21,13 455 9,50 25,20 32,34 9,33 7,37| o8] 9,99E+04 | 2.32E+04 1,55E+03 | 0.00E+00 103 73 373 577 0,10% 24,09% 0,07% 37,22% 0,28%10
20-2 21:45-23:45 60 78 22 0,34 57 16,0 322, 249,74 21,$5 [771007 | 2581 | 3680 1262 8,13 09] 8,26E+04 | 131E+04 | 1 55E+03 | 652E+02 117 140 513 820 0,14% 33,13% 0,17% 52,92%  0,B414
20-3 06 & 07 juin 05 | 00:00-02:00 | 50 71 21 035 58 100| 338, 176,89 21,$5 8012,53 | 12,34 31,29 6,18 3,54 051 7,60E+04 | 2026+04 | 2 07E+03 | 557E+02 37 200 450 677 0,05% 21,74% 0,26%  32,68% 0,p3®14
20-4 02:15-04:15 30 71 15 0,418 50 8,0 362, 52,44 124 1585 ,510| 7,86 11,35 179 0,98 0,18] 113 143 567 613 0,534 0,134
20-5 04:30-06:30 | 350 6,8 18 0,487 47 10,0 379, 105,02 817 256 1,09 7,27 28,55 532 9,76 0,29 37 177 510 880 0,68 0,035
Moyenne événement 2Q 7.4 19 0,3776 54 134 342, 162,91 14,13 4792 746| 1570 28,07 7,05 5,96 053 8,62E+04 | 1,89E+04 1,72E+03 | 403E+02 81 147 483 713 0,10%| 26,32% 0,179 40,94%  0,4370,042
21-1 21:15-23:20 60 53 7.0 59 66,0 240, 799,43 214p4 125761361 | 37,57 1023 28,7 20,94 121 1,04E+05 1,40E+04 1,89E+04 | 2.01E+03 137 250 930 910 0,13% 4,91% 0,249 4,80% 0,962,009
21-2 28 & 29 Sept 05 00:00-02:00 70 43 4,0 6.1 134,0 250, 10,3 1815,9 678568995 | 368,35| 72,18| 231,71 42,3 24,44 224 1,72E+05 | 417€+02 3,20E+04 | 9.70E+03 340 117 1273 1997 0,209 3,98% 0,07p6 6,24% 2,46317
21-3 02:15-04:00 80 46 69 59 62,0 255, 6,70 1126,8! 391f62 78] 21746| 4328 1202 223 18,08 115 8,97E+04 | 162E+04 | 7,75E+03 | 519E+03 547 237 1417 1207 0,61% 18,2906 0,266 15,5[7% 1,B7563
21-4 04:15-06:00 | 85 36 13,2 58 38,0 260, 2,50] 10063 430)80 0270 25848| 33,21| 5525 11,5 4,8 05¢ 1,00E+05 | 228E+04 | 2 00E+04 | 7.89E+02 430 410 2397 2570 0,439 11,98p6 0,416 12,86%  2,[/2po6
Moyenne événement 21 45 7.8 59 75,0 251,3] 6,50 1187,16| 42808 129323948 | 4656 | 1273 26,2 17,1 128 1,16E+05 1,33E+04 1,97E+04 | 442E+03 363 253 1504 1671 0,34% 9,799 0,25% 9,87% 2,0070,049
22-1 16:00-18-00 320 24 27 43 50,0 347, 4,90] 556,31 49,89  amq, 30,36 64,81 1449 8,88 6,71 082 542E+04 8,35E+03 8,34E+03 | 350E+02 43 45 770 822 0,08% 9,239 0,08% 9,85p0 0,80@o13
22-2 18:15-20:00 [ 320 25 2,9 44 36,0 351, 3,00 434,49 4344 @Y, 24,80 41,46 1075 10,4 4,9 066 3,22E+04 | 4.85E+03 5,73E+03 | 3.97E+02 92 92 762 702 0,28% 13,30% 0,28% 12,2%% 0,86q002
22-3 03 & 04 Oct 05 | 20182215| 320 26 31 46 280 350, 2,20 292,34 211  B8[8 1303 | 3128| 7266| 737 444 03§ 6,08E+04 | e67e+03 | 4,93E+03 | 1,09E+03 77 65 640 763 0,13%| 12,99% 0,11%  15,49%  0,79doos
22-4 22:30-00:00| 320 31 26 45 27,0 354, 2,10| 314,98] 2101 P6j0 1091 | 3503 8299 6,81 4,25 03] 2,38E+04 | 154e+03 [ 4,39E+03 | 1,79E+02 33 30 558 650 0,14%| 12,73% 0,13% 14,81%  0,76q039
22-5 00:15-02:30 | 320 28 28 43 33,0 370, 2,20] 282,60) 1269 F7) 7,78 3412 | 8194 5,99 2,89 03] 2,99E+04 | 3106+03 | 3,40E+03 | 443E+02 37 50 473 607 0,12% 13,92% 0,17% 17,84%  0,658002
22-6 02:45-05:15 | 320 28 23 43 28,0 373, 2,10| 385,19 sd4 2 476 2723 | 5439 392 3,46| 014 2,59E+04 | 306E+03 | 2 00E+03 | 309E+02 87 33 253 370 0,33%| 12,68% 0,13% 18,52%  0,628013
Moyenne événement 22 27 27 44 337 3575 275 377,65 2561  124f83  15p738.99 | 9076 7,23 4,45 044| 3,78E+04 | 460e+03 | 4,80E+03 | 4616+02 61 53 576 652 0,18%| 12,489 0,159 14,80%  0,7900,013
Moyenne | 20 60 | 032 s6 522| 270, 3.% 43290 2650| 4367 eas| 581 o034 1,81E+05 | 1oprv0s | 7,47E+03 | 1ses0s | 271 127 826 686 0,25%| 15,38% 0,229 12,71% 0,6830073
Ecart-type | 41 49 | 0061 09 8aa| 654 42 359,56 1212| 4048| 722| 48 o037 2,08E+05 | so2e+03 | 7,18E+03 | 1a44e:03 | 464 116 757 482 0,28%| 10,73% 0,27% 12,66% 0,613
Ensemble des Mediane | 20 58 | oszs| 57 272| 273 26 321,20 2507 2807| 721| 448l o029 8,82E+04 | so7eros | 4,82E+03 | ezses02 | 110 112 576 590 0,18%| 13,81% 0,149 9,38% 0,399,045
événements 25-percentile | 04 19 0,284 53 134 234, 1.5 162,91 16,35 M 4,78 2,6 014 7,03E+04 [ 396403 3,12E+03 | 372e+02 32 28 264 413 0,04% 6,569 0,02% 4,296  0,32d019
75-percentile [ 46 84 0,368 59 427|311 3,3 427,28 3528| 4809 811 5,96 044 1,93E+05 | 1s52E+04 8,14E+03 | 10s5E+03 313 180 1300 980 0,34%| 24,8690  0,23% 14,1/% O,/ #dss
Minimum | .48 04 | o2a7| 32 47| 134 0.7 127,86 4 6 1200| 376 144 10| o0d 1,66E+04 | 1s7e+03 | 8,94E+02 | 100e+02 0 3 20 10 0,00% 1,3294 0,009 0,009  0,0BB.002
Maximum | 9.7 168 | 0378 7.0 3250 357 18,37 1187,1 424, 242.33| 46,56| 127,38 26,2 1738 138 7.90E+0¢ 2,69E+04 2.47E+0¢ 442€+03 | 197F 373 300¢ 1671 1.03% 36.09% | 0.84% | 4094% | 2.00% | 0221

Tableau Annexe-28 :Données mi
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2) SOUCHES ISOLEES BACTERIES

SoNu:he Identification (nom de dépot) GenN;ank g';:g
1b-1  Streptomycesp. - 5b-10a
1b-2  Streptomycesp. - 5b-10b
2b-1  Cytophagasp. - 5b-11
2b-2 Micrococcussp. - 5b-14
2b-4  Flavobacteriumsp. - 5b-15
2b-5  Bacillussp. - 5b-16
2b-9 Bacillussp. - 5b-17
2b-10 =2b-9 - 6b-1
2b-11  Streptomycesp. 6b-2
2b-12  Microbacterium phyllosphaerae - 6b-3
2b-13 Kocuriasp. - 6b-4
2b-14 Clavibacter michiganensis - 7b-1
2b-15 Pseudomonasp. - 7b-2
2b-16  Arthrobactersp. - 7b-4
2b-18 Janthinobacterium sp. - 7b-5
2b-20 Beta Proteobactérie - 7b-6
2b-22  Actinobactérie - 7b-7
3b-1 Pseudomonas syringarain PDD-3b-1 DQ512737|| 7b-8
3b-2 Micrococcus luteustrain PDD-3b-2 DQ512738[ 7b-9
3b-3  Non identifiée - 7b-11
3b-4 Intrasporangiaceae bacterium PDD-3b-4 DQ5123[739-12
3b-5  Agromycesp. PDD-3b-5 DQ512740) 7b-13
3b-6 Bacillussp. PDD-3b-6 DQ512741 7b-14
3b-7  Arthrobacter rhombstrain PDD-3b-7 DQ512742 7b-15
3b-8  Cellulomonassp. PDD-3b-8 DQ512743| 12b-4
3b-9  Non identifiée - 12b-5
3b-10 Sphingomonasp. PDD-3b-10 DQ512744( 12b-6
3b-11  Sphingomonasp. PDD-3b-11 DQ512745( 12b-7
3b-12 Zoogloeasp. PDD-3b-12 DQ512746( 12b-8
3b-13  Non identifiée - 12b-10
3b-14 Non identifiée (122 pb) - 13b-2
3b-15 Staphylococcus epidermiditrain PDD-3bt5 DQ512752| 13b-3
3b-16 Staphylococcusp. PDD-3b-16 DQ512753| 13b-4
3b-17 =3b-16 - 14b-2
3b-18 Tetrasphaerasp. PDD-3b-18 DQ512754( 14b-5
3b-19 Massiliasp. PDD-3b-19 DQ512747( 14b-6
3b-20 Leucobactesp. PDD-3b-20 DQ512748| 14b-7
5b-1 Bacillus pumilusstrain PDD-5b-1 DQ512749)| 14b-8
5b-2  Bacillussp. (164 pb) - 14b-9
5b-3  Staphylococcusp. PDD-5b-3 DQ512750 14b-10
5b-4  Streptomycesp. PDD-5b-4 DQ51275Y| 14b-12
5b-5  Non identifiée - 14b-13
5b-6  Staphylococcusp. PDD-5b-6 DQ512751 14b-14
5b-7  Propionibacterineae bacterium PDD-5b-7 DQ51;1L56

Staphylococcusp. PDD-5b-8

Non identifiée

Non identifiée

Non identifiée

Arthrobactersp. PDD-5b-11

Moraxella osloensistrain PDD-5b-14
Arthrobactersp. PDD-5b-15
Staphylococcus equorustrain PDD-5b-16
Psychrobactesp. PDD-5b-17
Staphylococcusp. PDD-6b-1
Pedobactesp. PDD-6b-2
Saccharothrixsp. PDD-6b-3
Pseudomonasp. PDD-6b-4
Streptomycesp. PDD-7b-1
Agrococcussp. PDD-7b-2
Micrococcussp. PDD-7b-4
Methylobacteriunsp. PDD-7b-5
Paenibacillussp. PDD-7b-6
Nocardioidessp. PDD-7b-7

Non identifiée

Arthrobactersp. PDD-7b-9

Bacillussp. PDD-7b-11

Kocuriasp. PDD-7b-12
Sphingomonasp. PDD-7b-13

Alpha proteobacterium PDD-7b-14
Sphingomonasp. PDD-7b-15
Actinobacterium PDD-12b-4
Pantoeasp. PDD-12b-5
Micrococcussp. PDD-12b-6

Bacillales bacterium PDD-12b-7
Pseudomonas syringatrain PDD-12b-8
Streptomycesp. PDD-12b-10
Pseudomonas syringatrain PDD-13b-2
Pseudomonas gramingsrain PDD-13b-3

DQ512757

DQ512758
DQ512759
DQ512760
DQ512761
DQ512762
DQ512763
DQ512764
DQ512765
DQ512766
DQ512767
DQ512768
DQ512769
DQ512770
DQ512771
DQ512772
DQ512773
DQ512774
DQ512775
DQ512776
DQ5127
DQ512778
DQ5127]
DQ512780
DQ512781
DQ5127,
DQ512783
DQ512784
DQ512785
DQ512786

Curtobacterium flaccumfacierssrain PDD-13b-4 DQ512787

Pseudomonasp. PDD-14b-2
Sphingomonasp. PDD-14b-5
Sphingomonasp. PDD-14b-6
Flavobacteriunsp. PDD-14b-7
Sphingobacteriursp. PDD-14b-8
Streptomycesp. PDD-14b-9
Pseudomonasp. PDD-14b-10
Streptomycesp. PDD-14b-12
Frigoribacteriumsp. PDD-14b-13
Pseudomonas viridiflavatrain PDD-14b-14

DQ512788
DQ512789
DQ512790
DQ512791
DQ512792
DQ512793
DQ512794
DQ512795
DQ512796
DQ512797

r9

B2

Tableau Annexe-29 :Souches bactériennes isolées des échantillonsi dleanuage, et numéros d'accession des

séquences correspondantes, déposées dans la lgéngumeique GenBank (acces deputip://www.ncbi.nim.nih.gov/
chercher &ucleotide», et le mot clé #€DD » permet d’accéder a I'ensemble des séquencegil@s souches
restent non identifiées, soit a cause d’un séquenigesuffisant, soit pour des raisons de problédesmplification par
PCR. (7b-3 : champignon, remplacé par 7c-3 ; 7bsL6xiste pas).
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3) SOUCHES ISOLEES CHAMPIGNONS& LEVURES

N Identification (donnée par CBS)
souche
1c-3  Eurotium amstelodani
1c-4  Stereuncf. rugosum
1c-5 Champignon non identifié
1c-6  Stereuntf. sanguinalentum
1c-7  Champignon non identifié
1c-8  Aspergillus fumigatus
1c-9  Perenniporiasp.
2c-2  Champignon non identifié
2c-6  Aspergillus fumigatus
2c-7  Emericella nidulans
2c-8  Agaricalis sp.
2c-17 Beauveria bassiana
3c-1  Champignon non identifié
3c-2  Champignon non identifié
3c-3  Champignon non identifié
3c-4  Deschampsia flexuog82% ITS) (Poacée)
3c-5 Champignon non identifié
3c-6  Ganodermasp.
3c-7  Agaricale haploide
3c-8  Agaricale haploide
5c-1  Agaricale haploide
5c¢c-2  Cladosporium herbarum
5¢c-3  Champignon non identifié
5c-4  Coniophorasp.
5¢c-5  Cladosporiumsp.
5b-12 Levure non identifiée
5b-13 Levure non identifiée
5b-18 Levure non identifiée
6¢c-1  Polypore haploideTfametessp.)
6¢c-2  Polypore haploidéTrametessp.)
6¢c-3  Trametessp.
6¢c-4  Trametessp.

7c-1
7c-2
7c-3
7c-4
7c-5
7c-6
7b-3
12c¢-1
12¢-2
12¢-3
12c-4
12¢-5
12c¢-6
12¢-7
12c-8
12¢-9
12¢-10
12c¢-11
12c-12
12b-1
12b-2
12b-3
12b-9
12b-11
12b-12
13b-1
14c-1
14c-2
14c-4
14c-5
14c-6
14b-1
14b-3a
14b-3b
14b-4
14b-11

Trichoderma citrinoviride
Champignon non identifié
Aspergillus fumigatus
Champignon non identifié
Polyporus tuberaster
Champignon non identifié
Eurotium rubrum

Levure non identifiée
Cladosporium herbarum
Agaricale

Agaricale

Champignon non identifié
Acremoniunsp.
Verticillium nigrescens
Schizophyllunsp.
Phanerochaetap.
Podosporasp.

Botrytis cinerea
Plectosphaerella cucumerina
Levure non identifiée (rose)
Levure non identifiée
Levure non identifiée
Levure non identifiée
Levure non identifiée
Levure non identifiée
Levure non identifiée (rose)
Cladosporium tenuissimum
Champignon non identifié
Fusarium avenaceum
Penicillium thomii
Champignon non identifié
Levure non identifiée (rose)
Cryptococcus albidus
Cryptococcus laurentii
Levure non identifiée
Pseudozymap.

Tableau Annexe-30 : Souches fongiques (champignons et levures) isaliess échantillons d’eau de nuage et
identifications données par CBS. (14c¢-3 n'existg)pa
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4) TESTS DE CROISSANCE A DIFFERENTES TEMPERATURES

Souche Température 4°C Indice 4°C 17°C Indice 17°C 27°C Indice 27°C L] I Nwct broe 11roe] lom
de préculture DD%?‘?: T;h:s (DO/h) Domax-min T&s (DO/h) Domax-min Zﬁ}s (DO/h) 4ecll17ec taecl 127°c T17°C/l 127°C
2b-14 4°C 4,64 120 0,039 8,74 52 0,168 5,13 35 0,147 0,23 0,26 1,15
17°C 6,5 100 0,065 8,86 35 0,253 7,91 35 0,226 0,26 0,29 1,12
27°C 5,81 120 0,048 7,12 35 0,203 6,42 35 0,183 0,24 0,26 1,11
3b-6 4°C 0,02 136 0,000 11,34 44 0,258 13,75 15 0,917 0,00 0,00 0,28
17°C 0,03 15 0,002 10,74 44 0,244 11,23 15 0,749 0,01 0,00 0,33
27°C 0,01 15 0,001 10,95 44 0,249 10,94 15 0,729 0,00 0,00 0,34
3b-13 4°C 6,46 120 0,054 11,76 35 0,336 4,75 35 0,136 0,16 0,40 2,48
17°C 6,19 100 0,062 13,03 35 0,372 3,57 35 0,102 0,17 0,61 3,65
27°C 4,71 100 0,047 6,2 35 0,177 3,36 35 0,096 0,27 0,49 1,85
5b-1 27°C 01 72 0,001 0,14 48 0,003 0,48
5b-2 27°C 0,15 49 0,003 0,26 44 0,006 0,52
5b-3 27°C 18,84 72 0,262 17,42 72 0,242 1,08
5b-5 27°C 8,66 48 0,180 8,94 48 0,186 0,97
5b-6 27°C 17,1 24 0,713 14,13 24 0,589 1,21
5b-8 17°C 0,15 141 0,001 20,43 141 0,145 0,01
27°C 19,34 31 0,624 13,1 52 0,252 2,48
5b-11 27°C 19,3 31 0,623 27,43 31 0,885 0,70
5b-16 4°C 10,32 120 0,086 22,62 103 0,220 0,39
17°C 14,41 120 0,120 23,71 79 0,300 0,40
27°C 15,92 31 0,514 17,07 31 0,551 0,93
6b-1 27°C 11,36 47 0,242 17,96 24 0,748 0,00 0,32
6b-4 4°C 1,61 93 0,017 1,55 28 0,055 1,07 28 0,038 0,31 0,45 1,45
17°C 1,72 69 0,025 1,45 28 0,052 0,83 28 0,030 0,48 0,84 1,75
27°C 1,57 69 0,023 1,46 28 0,052 0,92 28 0,033 0,44 0,69 1,59
27°C 10,57 47 0,225 8,95 24 0,373 0,60
7b-2 4°C 0,04 24 0,002 0,15 98 0,002 0,81 98 0,008 1,09 0,20 0,19
17°C 0,11 42 0,003 2,69 113 0,024 0,11
17°C 0,03 24 0,001 0,07 24 0,003 121 123 0,010 043 013 0,30
27°C 1,32 95 0,014 0,87 95 0,009 1,52
27°C 5,58 72 0,078 1,9 48 0,040 1,96
27°C 0,12 24 0,005 0,07 24 0,003 0,21 132 0,002 1,71 3,14 1,83
7b-6 4°C 4,38 125 0,035 4,39 25 0,176 0,20
17°C 2,32 165 0,014 3,29 48 0,069 0,21
17°C 2,85 76 0,038 2,64 28 0,094 0,40
7b-7 27°C 0,35 95 0,004 0,99 95 0,010 0,35
7b-9 17°C 1,16 76 0,015 2,37 23 0,103 0,15
7b-11 27°C 1,452 50 0,029 1,407 65 0,022 1,34
7b-13 4°C 1,08 123 0,009 7,79 95 0,082 3,18 24 0,133 0,11 0,07 0,62
17°C 2,85 123 0,023 8,05 49 0,164 5.2 24 0,217 0,14 0,11 0,76
17°C 1,21 76 0,016 1,47 23 0,064 0,25
27°C 3,47 123 0,028 9,22 95 0,097 52 24 0,217 0,29 0,13 0,45
7b-14 4°C 112 111 0,010 3,28 88 0,037 5,35 88 0,061 0,27 0,17 0,61
17°C 0,96 111 0,009 6,76 136 0,050 4,56 88 0,052 0,17 0,17 0,96
27°C 0,69 111 0,006 4,21 88 0,048 4,41 88 0,050 0,13 0,12 0,95
27°C 047 46 0,010 0,59 46 0,013 0,00 0,80
7b-15 4°C 4,89 123 0,040 11,22 49 0,229 13,41 24 0,559 0,17 0,07 0,41
17°C 8,78 123 0,071 11,51 24 0,480 13,31 24 0,555 0,15 0,13 0,86
27°C 7,73 123 0,063 12,88 49 0,263 12,82 24 0,534 0,24 0,12 0,49
12b-4 27°C 5,58 24 0,233 14,99 24 0,625 0,37
12b-5 17°C 8,17 20 0,409 7 20 0,350 1,17
12b-6 27°C 2,8 25 0,112 14,9 25 0,596 0,00 0,19
12b-7 4°C 0 179 0,000 1,08 95 0,011 13 24 0,054 0,00 0,00 021
17°C 0 179 0,000 0,71 49 0,014 1,07 24 0,045 0,00 0,00 0,33
17°C 0,6 47 0,013 18,31 24 0,763 0,02
27°C 0 179 0,000 0,67 49 0,014 1,22 24 0,051 0,00 0,00 0,27
12b-8 4°C 1,42 79 0,018 1,35 24 0,056 0,32
17°C 1,15 79 0,015 0,97 24 0,040 0,36
27°C 9,92 25 0,397 10 20 0,500 0,79
13b-3 4°C 1,45 82 0,018 1,37 32 0,043 1,03 7 0,147 0,41 0,12 0,29
17°C 1,35 53 0,025 1,27 32 0,040 1,67 7 0,239 0,64 0,11 0,17
27°C 1,57 82 0,019 1,37 32 0,043 1,18 7 0,169 0,45 0,11 0,25
13b-4 4°C 1,14 143 0,008 17 45 0,038 2,36 22 0,107 0,21 0,07 0,35
17°C 1,54 143 0,011 1,69 45 0,038 1,63 22 0,074 0,29 0,15 0,51
27°C 0,19 143 0,001 1,64 70 0,023 1,32 22 0,060 0,06 0,02 0,39
14b-1 levure 4°C 19 96 0,020 2,02 125 0,016 1,22
17°C 1,62 165 0,010 1,76 7 0,023 0,43
17°C 1,51 28 0,054 0,78 23 0,034 1,59
17°C 1,95 44 0,044 0,86 44 0,020 2,27
27°C 2,01 69 0,029
14b-2 4°C 1,55 99 0,016 1,44 22 0,065 1,51 22 0,069 0,24 0,23 0,95
17°C 1,54 45 0,034 1,42 22 0,065 1,19 22 0,054 0,53 0,63 1,19
27°C 1,57 70 0,022 1,47 22 0,067 1,35 22 0,061 0,34 0,37 1,09
27°C 12,76 23 0,555 22,56 23 0,981 0,57
14b-3a levure 4°C 0,78 120 0,007 1,36 46 0,030 0,43 48 0,009 0,22 0,73 3,30
17°C 1,44 113 0,013 1,06 21 0,050 0,25
17°C 1,08 76 0,014 0,84 23 0,037 0,39
17°C 1,33 120 0,011 1,08 46 0,023 0,62 15 0,041 0,47 0,27 0,57
27°C 0,94 120 0,008 0,86 46 0,019 0,45 15 0,030 0,42 0,26 0,62
14b-6 4°C 1,26 165 0,008 1,09 7 0,014 0,54
4°C 0,65 120 0,005 1,47 46 0,032 0,76 120 0,006 0,17 0,86 5,05
17°C 14 165 0,008 1,34 77 0,017 0,49
17°C 1 120 0,008 1,65 46 0,036 0.3 15 0,020 0,23 0,42 1,79
27°C 12 76 0,016 0,73 28 0,026 0,61
27°C 0,01 15 0,001 1,44 65 0,022 08 90 0,009 0,03 0,08 2,49
14b-7 4°C 0,6 171 0,004 0,29 56 0,005 117 129 0,009 0,68 0,39 0,57
17°C 111 104 0,011 0,59 56 0,011 0,63 74 0,009 1,01 1,25 1,24
27°C 0,56 171 0,003 0,33 104 0,003 111 27 0,041 1,03 0,08 0,08
14b-8 17°C 0,77 46 0,017 0,43 17 0,025 0,66
17°C 0,33 96 0,003 0,49 96 0,005 0,67
17°C 0,7 69 0,010 0,39 44 0,009 1,14
27°C 0,2 69 0,003 0,82 69 0,012 0,24
14b-11 levure 4°C 0 137 0,000 1,32 137 0,010 1,27 18 0,071 0,00 0,00 0,14
17°C 0 137 0,000 1,22 137 0,009 111 18 0,062 0,00 0,00 0,14
27°C 0 137 0,000 0,07 18 0,004 1,18 18 0,066 0,00 0,00 0,06
14b-13 4°C 0,47 152 0,003 3,95 70 0,056 0,05
17°C 2,2 46 0,048 1,28 46 0,028 1,72
17°C 0,78 152 0,005 4,94 108 0,046 0,11
14b-14 4°C 1,19 79 0,015 1,06 24 0,044 0,34
17°C 0,94 79 0,012 1,17 24 0,049 0,24
27°C 0,788 94 0,008 0,889 94 0,009 0,89
16b-1 27°C 10,33 23 0,449 10,5 8 1,313 0,34
22b-1 4°C 1,58 117 0,014 2,33 41 0,057 2,47 41 0,060 0,24 0,22 0,94
17°C 1,91 117 0,016 2,2 41 0,054 1,91 41 0,047 0,30 0,35 1,15
27°C 1,74 117 0,015 2,24 41 0,055 1,72 41 0,042 0,27 0,35 1,30
22b-2 4°C 1,16 117 0,010 1,06 117 0,009 1,27 41 0,031 1,09 0,32 0,29
17°C 1,09 117 0,009 1,69 117 0,014 0,76 41 0,019 0,64 0,50 0,78
27°C 1,13 117 0,010 0,9 117 0,008 0,79 41 0,019 1,26 0,50 0,40

Tableau Annexe-31 :Résultats des tests de croissances a différesmgsetatures. Un indice de vitesse, en unité de
densité optique par heure, est calculé dans cheasieainsi que les rapports entre les indices abtg@our chaque
température. Les températures de 5°C, 17°C et 28h€Ccomparées. Un rapport d’indices supérieufartiique une
meilleure croissance a la plus froide des 2 tentpégs considérées. La température de préculturprésisée dans
chaque cas.
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5) TESTS DE BIODEGRADATION« SCREENING»)

S— . Milieu de Vuiiise V substrat 4 i %biodé i
Souche Identification T préculture DO  pH D (b Composé Concentration (mM) %biodégradation
t1 t4 t24 t48 t4 t24 t48
Acetate 20,35 0,00 100,0%
D-Lactate 6,31 0,00 100,0%
L-Lactate 8,89 2,76 68,9%
3-1 PS‘?UdomonaS 27°C TS 915 7.9 Formiate 22,38 0,00 100,0%
syringae Succinate
Méthanol (mélange) 0,42 0,00 100,0%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 20,35 0,00 100,0%
D-Lactate 6,31 0,00 100,0%
L-Lactate 8,89 3,23 63,7%
3-2 Micrococcussp. 27°C TS 328 77 Formiate 22,38 16,8 26,0%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,42 0,00 100,0%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 20,35 0,00 100,0%
D-Lactate 6,31 0,29 95,4%
L-Lactate 8,89 2,90 67,4%
3-3 27°C TS 9,5 7,6 Formiate 22,38 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,42 0,00 100,0%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 22,75 13,0 42,6%
D-Lactate 6,21 6,21 0,0%
L-Lactate 9,07 9,07 0,0%
3-4 27°C TS 14 7,2 Formiate 20,32 13,€ 33,1%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 20,35 0,00 100,0%
D-Lactate 6,31 0,00 100,0%
L-Lactate 8,89 0,00 100,0%
3-6 Bacillussp. 27°C TS 17,8 78 Formiate 22,38 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,42 0,00 100,0%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 22,85 0,00 100,0%
D-Lactate
L-Lactate 7,13 0,00 100,0%
3-7 Arth ropaCter 27°C TS 12,6 7,5 Formiate 19,56 0,00 100,0%
rhombi Succinate
Méthanol (mélange) 1,03 0,00 100,0%
Formaldéhyde 99,0%
Acetate 22,75 0,00 100,0%
D-Lactate 6,21 0,00 100,0%
L-Lactate 9,07 0,00 100,0%
3-8 Cellulomonasp. 27°C TS 28 65 Formiate 20,32 16,0 21,1%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 88,0%
Acetate 20,75 0,00 100,0%
D-Lactate 5,92 0,00 100,0%
L-Lactate 9,18 2,13 76,8%
3-9 27°C TS 125 - Formiate 19,76 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 19,03 0,00 100,0%
D-Lactate 5,26 0,00 100,0%
L-Lactate 7,68 2,63 65,7%
3-10 Sphingomonasp. 17°C TS 85 73 Formiate 19,50 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 98,0%
Acetate 21,01 10,8 50,8%
D-Lactate 6,72 6,19 7,8%
L-Lactate 9,18 5,10 44,4%
3-12 Zoogloeasp. 17°C TS 162 66 Formiate 19,94 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 99,0%
Acetate 20,75 0,00 100,0%
D-Lactate 4,63 3,62 21,9%
L-Lactate 6,63 4,12 37,8%
3-13 27°C TS - - Formiate 22,46 0,38 98,3%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,28 0,18 35,7%
Formaldéhyde 16,0%
Acetate 22,11 0,00 100,0%
D-Lactate 6,21 6,21 0,0%
L-Lactate 8,82 8,82 0,0%
3-14 17°C TS 9 7,6 Formiate 20,32 4,36 78,5%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 69,0%
Acetate 19,03 0,00 100,0%
D-Lactate 5,26 3,57 32,1%
L-Lactate 7,68 0,00 100,0%
3-15 St(_;lphquc_occus 27°C TS 47 72 Formiate 19,50 9,52 51,2%
epidermidis Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 99,0%
Acetate 19,90 0,00 100,0%
D-Lactate 5,79 5,79 0,0%
L-Lactate 8,45 2,99 64,6%
3-16 Staphylococcusp. 27°C TS %6 75 Formiate 18,62 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélanar
Formaldéhvd 93.0%
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Acetate 19,90 0,00 100,0%
D-Lactate 5,79 5,79 0,0%
L-Lactate 8,45 2,99 67,8%
3-17 =3b-16 27°C TS 256 73 Formiate 18,62 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 19,35 1,26 93,5%
D-Lactate 6,47 0,00 100,0%
L-Lactate 8,96 0,00 100,0%
3-20 Leucobactesp.  27°C TS 145 71 Formiate 19,44 10 46,0%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 87,0%
Acetate 25,36 17,7 14,78 30,0% 41,7%
D-Lactate 7,87 7,69 6,01 2,3% 23,69
L-Lactate 16,92 9,77 2,98 42,3% 82,49
5-1 (1) Bacillus pumilus  27°C R2A 03 - 41,7 12,5 | Formiate 24,32 19,1 21,2%
Succinate 36,29 337 14,03 7.0% 61,3%
Méthanol (mélange) 0,93 0,84 10,0%
Formaldéhyde
Acetate 6,36 0,00 100,0%
D-Lactate 1,68 1,57 100,0%
L-Lactate 3,76 0,00
5-1(2) Bacilluspumilus  27°C R2A 02 75 624 5 | Formiate 631 371 41,29%
Succinate 7,35 1,40 80,9%
Méthanol (mélange) 0,25 0,23 8,5%
Formaldéhyde
Acetate 20,57 4,47 78,3%
D-Lactate 6,12 1,05 82,8%
L-Lactate 13,30 521 60,8%
5-2 Bacillussp. 27°C TS 49 75 50 25 | Formiate 21,79 10, 49,6%
Succinate 24,73 16,2 34,3%
Méthanol (mélange) 1,29 1,18 8,8%
Formaldéhyde
Acetate 22,56 21,4 4,9%
D-Lactate 6,06 5,82 4,1%
L-Lactate 13,29 11.¢ 10,4%
5-3 Staphylococcusp. 17°C TS 54 - 46,3 25 | Formiate 18,35 6,06 67,0%
Succinate 27,83 265 4,5%
Méthanol (mélange) 1,04 0,97 7,3%
Formaldéhyde 42,0%
Acetate 29,73 0,00 100,0%
D-Lactate 6,16 6,14 0,4%
L-Lactate 15,35 1,64 89,3%
5-5 27°C TS 11 7,7 23,1 25 | Formiate 20,03 0,00 100,0%
Succinate 19,72 18, 6,3%
Méthanol (mélange) 0,95 1,40 -47,0%
Formaldéhyde 51,1%
Acetate 18,01 0,00 100,0%
D-Lactate 6,26 6,23 0,4%
L-Lactate 13,90 0,00 100,0%
5-6 Staphylococcusp. 27°C TS 17 68 144 25 | Formiate 14,65 031 97,9%
Succinate 23,81 18,¢ 20,9%
Méthanol (mélange) 2,56 1,36 46,9%
Formaldéhyde 69,0%
Acetate 24,00 13,4 43,8%
D-Lactate 8,27 8,26 0,2%
L-Lactate 18,31 9,09 50,3%
5-8 Staphylococcusp. 27°C TS 16 7.4 15,4 25 | Formiate 29,17 0,00 100,0%
Succinate 24,15 152 36,4%
Méthanol (mélange) 2,84 2,11 25,6%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 19,74 118 39,7%
D-Lactate 6,10 5,78 5,2%
L-Lactate 15,70 3,51 77,7%
5-11 Arthrobactersp. 27°C TS 14 7,6 18 25 | Formiate 27,21 0,00 100,0%
Succinate 26,92 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 2,07 1,98 4,0%
Formaldéhyd 100,0%
Acetate 23,01 15.1 34,2%
D-Lactate 6,12 6,08 0,6%
Staphylococcus L-Lactate 12,89 2,31 82,1%
5-16 phy 27°C TS 11 72 22,9 25 | Formiate 22,78 0,00 100,0%
equorum Succinate 18,41 16,7 8,9%
Méthanol (mélange) 2,57 2,76 -7,4%
Formaldéhyde
Acetate 23,04 228 201 10,83 0,6% 12,4% 53,0%
D-Lactate 555 6,04 569 5,62 -8,9% -2,5% -1,29
L-Lactate 12,50 12,0 8,98 2,63 4,1% 28,2% 79,0%
6-1 Staphylococcusp. 27°C TS 236 73 10,6 25 | Formiate 19,84 780 000 0,00 60,7% 100,0% 100,
Succinate 24,77 231 24% 1851 6,5% 1,7% 25,3%
Méthanol (mélange) 0,53 0,83 0,76 0,6 -57,3% 3,8 -26,9%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 19,23 0,00 100,0%
D-Lactate 6,09 3,93 35,4%
L-Lactate 8,53 2,15 74,8%
6-2 Pedobactesp. 27°C TS 244 73 Formiate 18,84 6,88 63,5%
Succinate
Méthanol (mélange)
Formaldéhyde 92,0%
Acetate 27,99 0,00 100,0%
D-Lactate 6,87 5,75 16,3%
L-Lactate 16,05 0,00 100,0%
6-4 Pseudomonasp. 27°C TS 8,5 7,5 29,5 25 | Formiate 26,80 0,00 100,0%
Succinate 29,66 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 1,29 1,27 2,1%
Formaldéhyde 96,0%
Acetate 19,35 0,00 100,0%
D-Lactate 6,47 0,00 100,0%
L-Lactate 8,96 0,00 100,0%
7-2 Agrococcussp. 27°C TS - - Formiate 19,44 10,7 44,5%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,09 0,03 64,3%
Formaldéhvd
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Acetate 20,53 0,00 100,0%
D-Lactate 541 4,35 19,6%
. L-Lactate 7,55 541 28,3%
7-4 Micrococcussp. 27°C TS 264 - Formiate 18,26 167 8,5%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,10 0,01 93,3%
Formaldéhyde
Acetate 2,03 1,47 27,6%
D-Lactate 0,42 0,50 -18,8%
Metylobacterium L-Lactate 0,98 0,57 41,9%
7-5 y 17°C TS 0,9 7,1 28 25 | Formiate 2,08 0,00 100,0%
Sp. Succinate 213 145 31,9%
Méthanol (mélange) 0,11 0,00 100,0%
Formaldéhyde
Acetate 20,97 2,41 88,5%
D-Lactate 5,92 5,92 0,0%
L-Lactate 8,73 4,21 51,8%
7-6 Paenibacillussp.  17°C TS 35 66 Formiate 22,28 148 35,6%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,09 0,04 57,1%
Formaldéhyde
Acetate 2031 20z 162 1142 0,4% 20,0% 43,8%
D-Lactate 5,59 5,85 5,85 5,33 -4,6% -4,7% 4,69
L-Lactate 1328 13%  11( 8,22 -0,5% 16,9% 38,1%
7-7 (1) Nocardioidessp.  27°C R2A 11 81 23 25 | Formiate 2006 22z 211 19,90 | -107%  -51% 0,8%
Succinate 23,03 226 227 2161 1,8% 1,3% 6,2%
Méthanol (mélange) 082 078 0,60 0,6 4,6% 26,8% 6,5%
Formaldéhyde 11,0%
Acetate 8,10 1,29 84,0%
D-Lactate 2,66 0,34 87,2%
L-Lactate 5,83 2,74 53,1%
7-7 (2) Nocardioidessp.  27°C R2A 12 86 615 25 | Formiate 7,03 4,60 34,5%
Succinate 7,20 3,01 58,2%
Méthanol (mélange) 0,66 0,56 15,6%
Formaldéhyde
Acetate 7,08 0,00 100,0%
D-Lactate 2,71 2,70 0,4%
L-Lactate 5,98 0,00 100,0%
7-8 27°C R2A 13 6 28,8 12,5 | Formiate 10,05 4,15 58,7%
Succinate 7,29 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,36 0,34 4,7%
Formaldéhyde
Acetate 20,53 6,82 66,8%
D-Lactate 541 4,35 19,6%
L-Lactate 7,55 0,00 100,0%
7-9 Arthrobactersp.  27°C TS 94 81 Formiate 18,26 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,10 0,00 100,0%
Formaldéhyde
Acetate 21,49 5,87 72,7%
D-Lactate 5,96 1,32 77,9%
X L-Lactate 14,31 0,00 100,0%
7-11 Bacillussp. 27°C TS 74 - 34 25 | Formiate 21,88 0,00 100,0%
Succinate 24,23 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,57 0,41 28,2%
Formaldéhyde
Acetate 20,53 0,00 100,0%
D-Lactate 541 531 1,8%
. L-Lactate 7,55 0,00 100,0%
7-12 Kocuriasp. 27°C TS 252 75 Formiate 18,26 0,00 100,0%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,10 0,01 93,3%
Formaldéhyde
Acetate 21,77 0,00 100,0%
D-Lactate 7,78 2,13 72,7%
. L-Lactate 16,52 0,25 98,5%
7-13 (1) Sphingomonasp. 17°C TS 64 75 39 25 | Formiate 19,70 0,00 100,0%
Succinate 25,13 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,06 0,08 -39,3%
Formaldéhyde
Acetate 7,57 4,72 0,22 37,6% 97,09
D-Lactate 2,33 0,97 0,64 58,3% 72,79
. L-Lactate 4,96 4,03 0,07 18,7% 98,59
7-13 (2) Sphingomonasp. 17°C R2A 15 8,6 49,8 25 | Formiate 6,68 667 531 0,1% 20,5
Succinate 7,97 4,31 2,38 46,0% 70,19
Méthanol (mélange) 1,28 3,18 2,84 -148,3% -123,2%
Formaldéhyde 87,0%
Acetate 20,53 0,00 100,0%
D-Lactate 541 541 0,0%
. L-Lactate 7,55 0,00 100,0%
7-15 Sphingomonasp. 27°C TS 2 72 Formiate 18,26 102 441%
Succinate
Méthanol (mélange) 0,10 0,00 100,0%
Formaldéhyde
Acetate 20,97 0,00 100,0%
D-Lactate 6,10 521 14,5%
L-Lactate 13,52 0,00 100,0%
12-1 Levure rose 17°C M200 11 4,2 22,8 25 | Formiate 26,86 9,56 64,4%
Succinate 24,00 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,48 0,61 -28,0%
Formaldéhyde
Acetate 21,02 0,00 100,0%
D-Lactate 7,67 6,75 11,9%
L-Lactate 16,00 0,00 100,0%
12-4 27°C TS 14 7,7 18 25 | Formiate 18,86 0,00 100,0%
Succinate 24,29 2,53 89,6%
Méthanol (mélange) 0,65 0,55 15,3%
Formaldéhyde
Acetate 22,41 0,00 100,0%
D-Lactate 8,28 3,87 53,2%
Pantoea L-Lactate 16,57 0,00 100,0%
12-5 agalomerans 27°C TS 94 81 27 25 | Formiate 22,80 0,00 100,0%
gg Succinate 23,02 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,57 0,83 -45,3%
Formaldéhvd 96.0%
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Acetate 27,58 0,00 100,0%
D-Lactate 8,73 6,35 27,3%
. L-Lactate 19,03 0,00 100,0%
12-6 Micrococcussp. 27°C TS 154 7,6 16,3 25 | Formiate 19,58 0,68 96,5%
Succinate 27,01 5,10 81,1%
Méthanol (mélange) 0,48 0,00 100,0%
Formaldéhyde 98,0%
Acetate 21,07 0,00 100,0%
D-Lactate 5,19 4,07 21,6%
L-Lactate 10,53 0,00 100,0%
12-7 27°C TS 7,9 73 31,6 25 | Formiate 26,04 9,22 64,6%
Succinate 22,70 24, -7,9%
Méthanol (mélange) 0,76 0,61 19,8%
Formaldéhyde
Acetate 22,77 19,8 14,3%
D-Lactate 6,71 6,63 1.2%
Pseudomonas L-Lactate 16,43 0,00 100,0%
12-8 X 27°C TS 108 7.6 23,2 25 | Formiate 23,20 0,00 100,0%
syringae Succinate 24,19 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,76 1,22 -59,1%
Formaldéhyde
Acetate 20,51 0,00 100,0%
D-Lactate 5,77 2,35 59,2%
L-Lactate 13,28 6,10 54,0%
12-9 Levure 17°C M200 46 55 54,9 25 | Formiate 21,04 078 96,3%
Succinate 24,83 6,29 74,7%
Méthanol (mélange) 0,51 0,00 100,0%
Formaldéhyde
Acetate 26,00 25¢ 0,3%
D-Lactate 6,97 6,58 5,5%
L-Lactate 15,28 14.€ 4,2%
13-1 (1) Levure rose 17°C R2A 07 66 35 25 | Formiate
Succinate 24,57 10,¢ 55,3%
Méthanol (mélange) 1,17 1,10 6,1%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 21,06 18% 0,00 0,00 12,9% 100,0% 100,09
D-Lactate 553 516 521 384 6,6% 5.7% 30,596
L-Lactate 12,28 11z 012 0,00 8,6% 99,0% 100,09
13-1 (2) Levure rose 17°C M200 62 47 403 25 | Formiate 2375 22§ 17§ 873 3,3% 250%  633%
Succinate 20,00 20,0 000 0,00 0,0% 100,0% 100,09
Méthanol (mélange) 075 077 079 05 -3,6% -6,3% 25,9%
Formaldéhyde
Acetate 18,20 117 0,00 0,00 35,5% 100,0% 100,09
D-Lactate 558 589 043 040 -5,5% 92,3% 92,9
- 116 772 7,08 6,7% 38,2% 43,4%
Pseudomonas L-Lactate 12,50 s f ) B 3
13-2 K 17°C R2A 10 - 25 25 Formiate 24,09 0,00 0,00 0,00 100,0% 100,0% 100,0%
syringae Succinate 2347 177 000 000 245%  100,0% 100,09
Méthanol (mélange) 1,53 2,35 2,58 -53,5% -68,4%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 22,05 0,00 100,0%
D-Lactate 14,37 5,79 59,7%
Pseudomonas L-Lactate 6,60 0,00 100,0%
13-3 s 17°C TS 10 7,9 25 25 | Formiate 28,85 0,00 100,0%
graminis Succinate 24,83 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 2,20 2,67 -21,5%
Formaldéhyde
Acetate 2524 261 220 18,67 -3,8% 12,8% 26,0%
D-Lactate 787 822 760 821 -4,4% 3,5% -4,3%
Curtobacterium L-Lactate 17,40 17,5 174 16,32 0.3% 0,1% 6.2%
13-4 fl fai 17°C TS 9 6,7 28 25 Formiate 26,48 24, 27, 12,89 8,5% -5,0% 51,3%
accumiacens Succinate 2036 320 28( 1926 | -9.1% 46%  34,4%
Méthanol (mélange) 057 070 064 06 -23,5% 43,5 -21,1%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 22,87 21¢ 101 0,00 4,0% 55,4% 100,0%]
D-Lactate 645 597 58 589 7,5% 9,9% 8,89
L-Lactate 1343 1,28 1LE 6,49 90,5% 12,0% 51,6%
14-1 Levure rose 17°C R2A 0,9 6,9 28 25 | Formiate 2156 170 187 2155 20,7% 13,2% 0,0%
Succinate 24,78 23€ 13€ 356 4,5% 44,8% 85,6%
Méthanol (mélange) 0,72 0,63 0,78 0,6l 12,5% -9.2% 7,4%
Formaldéhyde
Acetate 1921 12¢ 266 0,00 32,7% 86,1% 100,09
D-Lactate 534 572 529 013 -7,0% 1,0% 97,5
L-Lactate 11,81 124 290 4,10 -5,0% 75,5% 65,3%|
14-2 (1) Pseudomonasp. Formiate 1987 152 125 000 23,4% 93,7%  100,0
Succinate 22,01 499 0,00 77,3% 100,00%
Méthanol (mélange) 0,74 0,09 87,49
Formaldéhyde
Acetate 19,25 0,00 100,0%
D-Lactate 7,52 6,63 11,8%
L-Lactate 16,50 0,00 100,0%
14-2 (2) Pseudomonasp. 27°C TS 11,4 7,7 22 25 | Formiate 18,13 0,00 100,0%
Succinate 22,61 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,50 0,98 0,69 0,8 -93,6% B7,5 -76,3%
Formaldéhyde 96,0%
Acetate 2371 138 119 43,0% 95,0%
D-Lactate 6,10 6,06 598 0,6% 2,0%]
- 13 10,32 6,8% 27,8%
14-3a Cryptococcus L-Lactate 14,30 : , :
1 Ibyg 17°C R2A 1,2 78 21 25 | Formiate 27,22 191 18,90 29,8% 30,6%
( ) albidus Succinate 27,77 13¢ 4,30 50,1% 84,5%
Méthanol (mélange) 0,67 0,45 1,24 32,6% -87,0p6
Formaldéhyde
Acetate 1845 13<¢ 000 0,00 24,2% 100,0%  100,0%
D-Lactate 517 554 474 393 -7.1% 8,5% 24,0
N 117 7,74 0,00 -0,9% 33,7% 100,09
14-3a Cryptococcus L-Lactate 11,67 : : : ] ;
2 Ibyg 17°C M200 5,9 58 42,3 25 | Formiate 19,83 17.¢  13¢ 1,41 9,4% 31,0% 92,9%
( ) albidus Succinate 2330 17.6 0,00 0,00 24,1% 100,0% 100,09
Méthanol (mélange) 0,61 1,33 0,98 1,1 -118,4% 8%0, -81,5%
Formaldéhyde
Acetate 22,49 182 0,00 0,00 19,0% 100,0% 100,09
D-Lactate 628 487 594 322 22,5% 5,5% 48,8p6
. N L-Lactate 1409 607 007 0,00 56,9% 99,5% 100,0%
14-5 Sphingomonasp.  27°C TS 54 76 46,3 25 | Formiate 1909 15¢ 561 000 16,3% 70,6% 100,09
Succinate 2361 232 310 0,00 1,5% 86,9% 100,09
Méthanol (mélanar 0.9¢ 07€ 0.9C  06: 21.9% 7.6% 35.8%
Formaldéhvd 73.0%
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Acetate 25,94 14: 252 44,9% 90,3%
D-Lactate 7,91 718 6,90 9,2% 12,79
L-Lactate 15,31 10.C 3,68 34,1% 76,0%
14-6 Sphingomonasp. 27°C R2A 09 76 30 25 | Formiate 22,91 168 866 265%  62.2%
Succinate 29,36 201 1785 31,4% 39,2%
Méthanol (mélange) 0,84 0,69 0,54 18,0% 33,26
Formaldéhyde
Acetate 7,12 0,00 100,0%
D-Lactate 525 6,26 -19,4%
i L-Lactate 12,26 13,6 -11,1%
14-7 Flavobacterium 17°C TS 85 75 30 25 | Formiate 18,41 20,2 -10,1%
Sp. Succinate 22,51 22,4 0,3%
Méthanol (mélange) 0,43 0,35 19,8%
Formaldéhyde
Acetate 21,94 0,00 100,0%
D-Lactate 6,32 4,28 32,3%
L-Lactate 13,94 0,00 100,0%
14-10 Pseudomonasp. 27°C TS 9 - 30 25 | Formiate 19,15 0,00 100,0%
Succinate 22,70 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,48 0,55 -14,2%
Formaldéhyde
Acetate 6,28 3,06 51,3%
D-Lactate 2,66 2,74 -3,0%
L-Lactate 6,05 0,86 85,8%
14-11 Pseudozymap. 27°C R2A 12 8 60 12,5 | Formiate 6,92 0,50 92,7%
Succinate 7,21 3,76 47,9%
Méthanol (mélange) 0,83 0,72 13,8%
Formaldéhyde
Acetate 22,21 21,0 5,0%
D-Lactate 7,31 6,87 6,0%
14-13 Frigoribacterium L-Lactate 15,92 14,1 7.3%
17°C Formiate 23,71 214 9,4%
(1) Sp. Succinate 23,09 221 1,6%
Méthanol (mélange) 1,00 1,23 -22,7%
Formaldéhyde
Acetate 26,84 25,7 4,2%
D-Lactate 8,82 7,45 15,6%
i i i L-Lactate 19,09 138 30,0%
14-13 FrlgorlbaCterlum 17°C TS 4,5 - 30 25 | Formiate 22,09 191 13,5%
(2) Sp. Succinate 26,39 21,€ 18,0%
Méthanol (mélange) 1,09 2,04 -87,4%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 27,55 0,00 100,0%
D-Lactate 584 451 22,7%
L-Lactate 13,27 0,00 100,0%
14-14 P.S.eydomonas 27°C TS 1,06 79 50 25 | Formiate 18,76 0,00 100,0%
viridiflava Succinate 26,48 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,57 0,53 5,9%
Formaldéhyde 100,0%
Acetate 20,37 0,00 100,0%
D-Lactate 6,57 541 17,7%
L-Lactate 14,01 0,00 100,0%
16-1 Bacillussp. 27°C TS 136 76 185 25 | Formiate 24,48 0,00 100,0%
Succinate 21,90 0,00 100,0%
Méthanol (mélange) 0,49 0,61 -23,5%
Formaldéhyde

Tableau Annexe-32 :Conditions et résultats des tests de biodégradatenés de facon systématique (« screenings »).
(Evolution de la concentration au cours du tempmetcentages de biodégradation correspondants).
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17°C 27°C
Succinat

exp | Acétate L-Lactate  D-Lactate Formiate e Méthanol  Formaldéhyde | Acétate L-Lactate  D-Lactate Formiate Succinate  Méthanol  Formaldéhyde
3-2 1,000 0,637 1,000 0,260 1,000 1,000
3-4 0,426 0,000 0,000 0,331 1,000
3-7 1,000 1,000 1,000 1,000 0,990
3-8 1,000 1,000 1,000 0,211 0,880
3-20 0,935 1,000 1,000 0,460 0,870
5-11 0,397 0,777 0,052 1,000 1,000 0,040 1,000
7-2 1,000 1,000 1,000 0,445 0,643
7-4 1,000 0,283 0,196 0,085 0,933
7-7 1) 0,200 0,169 -0,047 -0,051 0,013 0,268 0,110

2) 0,840 0,531 0,872 0,345 0,582 0,156
7-9 0,668 1,000 0,196 1,000 1,000
7-12 1,000 1,000 0,018 1,000 0,933
12-4 1,000 1,000 0,119 1,000 0,896 0,153
12-6 1,000 1,000 0,273 0,965 0,811 1,000 0,980
13-4 0,128 -0,001 0,035 -0,050 0,046 -0,135 1,000
14-13  (2) 0,050 0,073 0,060 0,094 0,016 -0,227

(1) 0,042 0,300 0,156 0,135 0,180 -0,874 1,000

Firmicutes

3-6 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
3-15 1,000 1,000 0,321 0,512 0,990
3-16 1,000 0,646 0,000 1,000 0,990
3-17 1,000 0,678 0,000 1,000 1,000
5-1 1) 0,300 0,423 0,023 0,212 0,070 0,100

2) 1,000 1,000 0,412 0,809 0,085
5-2 0,783 0,608 0,828 0,496 0,343 0,088
5-3 2) 0,049 0,104 0,041 0,670 0,045 0,073 0,420
5-6 1,000 1,000 0,004 0,979 0,209 0,469 0,690
5-8 0,438 0,503 0,002 1,000 0,364 0,256 1,000
5-16 0,342 0,821 0,006 1,000 0,089 -0,074
6-1 0,124 0,282 -0,025 1,000 0,017 -0,438 1,000
7-6 0,885 0,518 0,000 0,356 0,571
7-11 0,727 1,000 0,779 1,000 1,000 0,282
12-7 1,000 1,000 0,216 0,646 -0,079 0,198
16-1 1,000 1,000 0,177 1,000 1,000 -0,235

Alpha-Proteobacteries

3-10 1,000 0,657 1,000 1,000 0,980
7-5 0,276 0,419 -0,188 1,000 0,319 1,000
7-13 1) 1,000 0,985 0,727 1,000 1,000 -0,393

2) 0,376 0,187 0,583 0,001 0,460 -1,483 0,870
7-15 1,000 1,000 0,000 0,441 1,000
14-5 1,000 0,995 0,055 0,706 0,869 0,076 0,730
14-6 (1) 0,449 0,341 0,092 0,265 0,314 0,180

Beta-Proteobacteries

3-12 0,508 0,444 0,078 1,000 0,990
3-13 1,000 0,378 0,219 0,983 0,357 0,160
3-14 1,000 0,000 0,000 0,785 0,690
3-1 1,000 0,689 1,000 1,000 1,000 1,000
6-4 1,000 1,000 0,163 1,000 1,000 0,021 0,960
12-5 1,000 1,000 0,532 1,000 1,000 -0,453 0,960
12-8 0,143 1,000 0,012 1,000 1,000 -0,591
13-2 1,000 0,382 0,923 1,000 1,000 -0,684 1,000
13-3 1,000 1,000 0,597 1,000 1,000 -0,215
14-2 @) 0,861 0,755 0,010 0,937 0,773

1) 1,000 1,000 0,118 1,000 1,000 -0,375 0,960
14-10 1,000 1,000 0,323 1,000 1,000 -0,142
14-14 1,000 1,000 0,227 1,000 1,000 0,059 1,000

Bacteroidetes

6-2 ‘ | 1,000 0,748 0,354 0,635 0,920
14-7 1,000 -0,111 -0,194 -0,101 0,003 0,198
12-1 1,000 1,000 0,145 0,644 1,000 -0,280
12-9 1,000 0,540 0,592 0,963 0,747 1,000
13-1 1) 0,003 0,042 0,055 0,553 0,061 1,000

(2) 1,000 0,990 0,057 0,250 1,000 -0,063
14-1 0,554 0,120 0,099 0,132 0,448 -0,092
14-3a (1) 0,430 0,068 0,006 0,298 0,501 0,326

2) 1,000 0,337 0,085 0,310 1,000 -0,608
14-11 0,513 0,858 -0,030 0,927 0,479 0,138
3-3 1,000 0,674 0,954 1,000 1,000 1,000
3-9 1,000 0,768 1,000 1,000 1,000
5-5 1,000 0,893 0,004 1,000 0,063 -0,470 0,511
7-8 1,000 1,000 0,004 0,587 1,000 0,047

Tableau Annexe-33 :Proportion de composé biodégradé aprés 24 heanasl’ensemble ds souches, classées par

température et par phylum, pour les mémes tests@ueprésentés dans le tabléaunexe-32
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6) INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA CAPACITE DE
BIODEGRADATION

Souche [Protéines ! e -
o . Milieu de Viise Vswsta CFUMLY  totales] . Concentration (mM) Y%biodégradation
(To du Identification T préculture Do pH (mL) (mL) (culture) (mg mLY) CO[T‘IDOSE
test) (culture) t-1 t4 t24  t48 t4 t24 t48
Acetate 18,81 18,81 19,4 18,9 | 0,0% 33%  0,7%
L-Lactate 6,1 62 509t  54¢ -1,0% 3,8% 11,3%
7b-13 Sphingomonas D-Lactate 14,06 141¢ 14,97 1488 | -07%  -63%  -55%
y phing 5°C R2A 176 7 15 25 2,31x%0 Formiate 20,31 19,78 192¢ 18,9 | 3,1% 5,4% 7,0%
(17°C)  sp. Succinat 224¢ 2220 21,4 21,4¢ | 1,0% 4,6% 4,4%
Méthanol 07¢ 08: 04f 058 | -11,7%  392%  256%
Formaldéhyd | 23¢  23¢ 21t 181 1,5% 10,3%  24,0%
Acetate 19,2: 1937 18,6f 1261 | -0,8% 2,8% 34,1%
L-Lactate 46, A7¢ 45T 4,07 -3,2% 1,6% 12,3%
. Sphingomonas D-Lactate 10,67 11,3¢ 12,2 88¢ 6,6%  -148%  17,2%
7b° ég phing 17°C R2A 1,76 7 15 25 2,31x%0 Formiate 15,9¢  16,1¢ 14,80  137¢ | -1,1% 6,9% 13,8%
(5°C) Sp. Succinat 21,9¢ 21,7¢ 194 157¢ | 1,1% 11,6%  28,4%
Méthanol 06¢ 06°F 06C  0,5¢ 5,4% 12,6%  13,5%
Formaldéhyd | 24¢ 1,76 14 12/ | 195%  337%  432%
Acetate 19,8 19,7¢ 17,66 17,61 | 0,3% 10,9%  10,9%
L-Lactate 59t 547 5471 54t 8,0% 8,2 8,5%
" p T D-Lactate 13,60 123 12,2  12,0¢ | 9,4% 10,1%  11,3%
130%3 seugjq CES g R2A 234 7,7 105 25 2,00 x 16 178 Formiate 1868 17,5¢ 1526 12,1€ | 6,2% 183%  34,9%
(5°C) graminis Succinat 23,41 222: 21,47 20,8¢ 5,1% 8,3% 10,7%
Méthanol
Formaldéhyd | 241 22 18 08¢ 7,4% 21,7%  65,0%
Acetate 21,01 17,3¢ 156¢ 10,8 | 17,5%  256%  48,6%
D-Lactate 6,72 626 6,0,/  7,0¢ 6,8% 101%  -4,9%
" p T L-Lactate 14,7: 137 12,31 11,00 | 68% 16,0%  251%
13b°3 seugjq Onas —.c R2A 234 7,7 105 25 2,00 x 16 178 Formiate 17,00  169: 7,71 0,0C 0,5% 54,3%  100,0%
(17°C)  graminis Succinat 224;  211f 1971 172¢ | 57%  121%  22,9%
Méthanol 0,7€  07¢  0,7C  0,6¢ -2,3% 8,3% 10,7%
Formaldéhyd | 216 18 07z 04t | 163%  66,7% _ 79,3%
Acetate 19,8 20,06 18,41 145 | -11% 7,2% 26,6%
D-Lactate 6,0¢ 56 57/ 54t 7,3% 5,8% 10,1%
14b-1 L-Lactate 13,5¢ 12,56 12,06 11,7 | 7.4% 11,1%  13,5%
5o Levure rose 5°C R2A 168 74 15 25 2,69 x10 Formiate 18,66 19,06 17,47 17,65 | -2,2% 6,3% 5,4%
(5°C) Succinat 22,0¢ 21,96 21,17 2135 | 0,5% 4,2% 3,3%
Méthanol 0,7¢ 07¢€ 07¢ 0,87 3,6% 2,9%  -11,4%
Formaldéhyd
Acetate 19,2¢ 185 6,71 0,0 3,7% 65,2%  100,0%
D-Lactate 6,26 67: 656 481 74% 5% 231%
14b-1 L-Lactate 13,98 150: 14,2«  8.2¢ 7% 21%  41,0%
17C Levure rose 17°C R2A 168 74 15 25 2,69 x10 Formiate 19,4¢  202¢ 17,61 16,3¢ | -4,4% 9,4% 15,7%
(17C) Succinat 225¢ 22,21 1261 4,31 1,4% 442%  80,9%
Méthanol 1,17 117 1,28 1.2¢ 0,0% 67%  -9,4%
Formaldéhyd
Acetate 16,90 16,2¢ 17,06 16,3( | 4,0% 1A% 3,6%
D-Lactate 58¢ 54 54z 54t 7,4% 7,5% 7,1%
14b-2 Pseudomonas L-Lactate 12,51 1167 109 104 | 7.4% 12,54  16,9%
. 5°C R2A 1,5 8 17 25 3,91 x16 Formiate 16,7: 16,4 151¢ 12,7¢ | 1,9% 9,1% 23,7%
(5°C) sp. Succinat 2046 19,77 202 202¢ | 3.5% 1,2% 1,0%
Méthanol 07 08 07¢ 07: | -131%  -6,9% 2,7%
Formaldéhyd
Acetate 17,21 1621 161z 941 5,8% 6,3% 45,49
D-Lactate 531 53¢ 560 54t -1,0%  -54%  -2,5%
14b-2 Pseudomonas L-Lactate 11,7¢  11,7¢ 12,0 9,5¢ 01%  -21%  18,9%
17b° C 17°C R2A 1,5 8 17 25 3,91 x16 Formiate 17,6¢ 158t 156 12,2¢ | 9,9% 11,1%  30,5%
( ) Sp. Succinat 193¢ 197: 161f 141: | -L7%  167%  27,2%
Méthanol 07¢  08: 07i 0,7t -5,0% 1,4% 0,8%
Formaldéhyd
Acetate 16,66 16,71 155: 14.2( | -0,7% 6,7% 14,8%
D-Lactate 56¢ 566 53¢ 537 0,5% 5,7% 5,5%
14b-14 Pseudomonas L-Lactate 12,71 124¢ 12,00 12,11 | 1,8% 5,6% 4,8%
5oe il 5°C R2A 136 7,3 18 25 1,66 X210 Formiate 17,46 17,00 12,86 7,8C 2,4% 26,3%  553%
(5°C) viriditiava Succinat 2397 2291 23,4: 20,8t 4,4% 2,3% 13,0%
Méthanol 08 078 06 071 | 126%  244%  17,7%
Formaldéhyd
Acetate 18,77 1921 1561 7,21 2.6%  16,8%  61,6%
D-Lactate 58 591 56¢  56¢ -1,5% 2,20 2,4%
14b-14 Pseudomonas L-Lactate 13,1: 1326 12,48 9,.2¢ -1,1% 4,9% 29,4%
oc iridif 17°C R2A 1,3 7,3 18 25 1,66 x°L0 Formiate 19.8¢ 17,06 6,02  00C | 14,1%  69,7%  100,0%
(17°C)  viridiflava Succinat 194C 193¢ 19.4C 133t | 01% 0,0%  31.2%
Méthand 07C  07¢ 067 061 | -125%  4,6% 11,9%
Formaldéhyd
Tableau Annexe-34 :Résultats des tests de biodégradation réalisé€ &617°C pour déterminer l'influence de la

température. (Evolution de la concentration au €ourtemps et pourcentages de biodégradation porrdants).
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7) TESTS DE BIODEGRADATION: FORMALDEHYDE 13C ET CINETIQUES
DETAILLEES
12b-8 14b-13 5b-5
Formaldéhyde Méthanol| Formaldéhyde Méthanol| Formaldéhyde'®C  Méthanol
Temps (h)]  *C (mM) (mM) *C (mM) (mM) (mM) (mM)
0 1,927 6,2 4,613 4,7 4,109 4,18
1 6,25 4,03 4,16
4 0,035 6,28 3,65 4,17
24 0,025 5,18 0,035 3,54 0,038 3,36
48 4,65 3,03 2,14

Tableau Annexe-35 :Tests de biodégradation de 3 souches sélectioreréesnditions optimales, en présence de

formaldéhyde”C ou de méthanol seul (évolution de la concenmaio cours du temps).

12b-8 Pseudomonas syringae

Methanol seul
Composeé testq Mélange formaldéhyde/méthanol (mM) Formiate (mM) | Formaldéhyde*C (mM)
5°C 17°C
Formaldéhyde  Méthanol | Formaldéhyde Méthanol| 5°C 17°C 5°C 17°C 5°C 17°C
Temps (h) (mM) (mM) (mM) (mM)
Avant introduction
des cellules 3,31 1,12 2,15 0,89 2,85 1,75 18,91 15,47 1,64 1,6
0 1,70 1,53 1,16 1,02 2,88 1,75 17,68 16,49 0,74 1,0
1 1,01 1,64 0,00 0,95 2,91 1,54 16,45 7,7p 0,57 0,0¢
2 0,24 1,50 0,00 1,14 3,00 1,51 13,40 4,6p 0,04 0,0¢
3 0,00 141 0,00 1,31 2,78 1,47 12,24 3,1B 0,0d 0,0(
4 0,00 0,78 0,00 1,12 2,85] 1,47 5,94 1,69 0,00 0,0d
6 0,00 0,97 0,00 0,98 2,82 7,91 0,04 0,00 0,00
12 0,00 1,49 0,00 121 2,75 1,50 1,71 0,0p 0,00 0,04
24 0,00 1,57 0,00 1,04 2,62 1,34 0,0(¢ 0,09 0,00 0,0d
36 0,00 1,57 0,00 0,99 1,62 1,35 0,0(¢ 0,09 0,00 0,0d
48 0,00 1,52 0,00 0,74 1,30 1,23 0,0 0,0p 0,00 0,04
72 0,00 1,27 0,00 0,77 1,44 0,55 0,0(¢ 0,09 0,00 0,0d
120 0,00 1,12 0,00 0,51 1,12 0,58 0,0(¢ 0,09 0,00 0,0d
168 0,00 1,00 0,00 0,00 0,93 0,04 0,0( 0,09 0,00 0,04
5b-5 (Non identifiée)
Composé test§  Methanol seul Formiate Formaldéhyde™*C
5°C 17°C
o o o o Métha
5°¢ e 5°C e Formaldéhyde nol**C  Formiate | Formaldéhyde Méthanol Formiate
Temps (h) ¥C (mM) (mM)  **C (mM) ¥C (mM) BC (mM)  *C (mM)
Avant introduction
des celluley 2,02 1,35 14,34 11,67 Non dosé 0,02 0,04 Non dosé ,04 0 0,07
0 1,30 13,70 11,62 0,14 0,12 0,15 0,23
1 2,48 0,66 13,46 11,12 0,09 0,13 0,20 0,14
2 0,00 10,47 6,04 0,29 0,50 0,30 0,71
3 3,57 3,18 10,13 2,38 0,16 0,31 0,25 0,29
4 2,96 1,02 7,77 0,78 0,20 0,21 0,25 0,40
6 2,73 0,24 5,96 0,32 0,06 0,12
12 2,76 2,22 3,55 0,00 0,17 0,35 0,34 0,10
24| 2,78 2,35 0,85 0,00 0,19 0,10 0,32 0,00
36| 1,84 1,47 0,00 0,00 0,20 0,06
48 1,70 1,20 0,19 0,00 0,18 0,01 0,27 0,00
72| 1,86 0,00 0,00 0,00 0,24 0,00 0,21 0,00
120 1,92 0,00 0,00 0,00 0,37 0,01 0,16 0,00
168 1,37 0,00 0,00 0,00 0,35 0,05 0,07 0,00
13b-3 Pseudomonas gramin)g
Formaldéhyde®*C
Temps (h) 5°C 17°C
0 1,78 1,92
2 1,78 1,74
4 1,73 1,53
7 1,54 1,31
24 1,21 0,48
30,5 1,11 0,29
48 0,91 0,01
55,5 0,88 0,00
78,5 0,72 0,00
94 0,70 0,00

Tableau Annexe-36 : Biodégradation de formaldéhydéC, de méthanol seul et de formiate & 5°C et 17%C, e

concentrations des métabolites éventuels prodaits dhaque cas. (Souches 12b-8, 5b-5 et 13b-3).
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14b-13(Frigoribacterium sp.)

Composé Mélange Methanol | Formiate
testé| formaldéhyde/méthanol (mM) (mM) Formaldéhyde™*C
5°C 17°C 5°C 17°C
s
g g g _ &
O = s — () —
E I lE o 2]lo Plo 912 E E =2 |2 » o ®
2 = s 3 S s n N~ o N~ 3 =~ = = T c et o 'S
S  E E| > E E — — S L o B & |9 = )
E - =5 = = g - = T =S| o °© 8 4 =
T 2 &£lz- 2 28 T 2 & &£ € |® g &8 = C
© < .o © c .8 © < o S c = = = c c
E £ E|E £ E 1S £ E © 8 5 @ 5 8 8
o o o o 2 o [S) o o c c
Temps ()] < S L | LS L i > L < £ L = 0L < £
Avant
introduction des
cellules| 0,96 0,421 0,00/ 0,96 0,39! 0,00/ 1,00 | 0,67| 7,57 9,25 134,00 0,00 0,00/ 0,00 | 13,04 0,00 0,00 0,00! 0,00
0]0,49 0,48 0,38| 0,40 0,26 0,29/0,97 | 0,63| 8,65 9,000 7,16 239 3,800 3,92 | 7,73 7,19 2,370,00 0,00
1]0,00: 0,60 0,91|0,00i 0,55i 0,84] 0,84 8,68 10,6241 549 6,050,00 7,99 | 1,32 9,57 4,140,02 8,10
210,00 0,59: 0,93| 0,00 0,62: 0,90/ 0,88 = 0,64| 9,56 8,66| 1,06 0,00 17,8249 0,01} 10,02
30,00 0,59 0,98|0,00 0,92 0,65 870 801 024 595 6901 14,09/0,00 16,01 7,05 0,02 14,73
410,00 0,57 0,00: 0,59 0,85/ 0,96 : 0,63| 7,76 8,36 0,00 7,10 8,98,01: 16,89/ 0,00 12,70 6,38 0,03i 15,38
60,00 0,53: 0,92| 0,00 0,51i 0,73 0,68] 8,15 0,00i 6,31 8,59,01: 12,79| 0,00 12,21
120,00 0,58: 0,83| 0,00: 0,53: 0,66/ 0,82 | 0,64 9,36| 0,00 0,00 13,8927 0,07 33,42
240,00 0,58 0,90| 0,00 0,45: 0,35/ 0,71 | 0,64| 8,64 8,27 0,0 0,00 13,0904 0,18i 39,14
310,00 0,73/ 0,00/ 0,52 0,00 0,57| 8,17, 0,60| 000 569 8,06,11 3296/0,00 11,66 0,13 38,19
48| 0,00 0,52 0,76/ 0,00: 0,37 0,00(0,72 | 0,50| 8,18 0,00 0,00 524 6,904 41,42|0,00 @ 13,56 6,50 0,06: 16,40
740,00 0,51} 0,58| 0,00 0,00: 0,00/ 0,84 | 0,26 0,00/ 0,00 527 7,70,08 62,55/ 0,00 @ 9,57 0,000,00 0,00
120 0,00/ 0,41/ 0,00/ 0,00 0,00 0,00(0,58 | 0,00] 536 0,00 000 4,60 75815 49,39/0,00 5,60 0,00 0,00
168 0,001 0,33 0,00/ 0,00 0,00 0,00(0,52 | 0,00 0,06 000 000 377 78621 51,18/0,00 @ 0,00 0,000,00

Tableau Annexe-37 :

17°C, et concentrations de métabolites éventuelduits dans chaque cas. (Souche 14b-13)
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Annexe Il -Manipulations
prospectives-

1) L’UTILISATION D’ EAU DE NUAGE

L’incubation d’eau de nuage ensemencée avec une biomasse contri@ésmuigt le la
composition chimique au cours du temps a été tentélg@itinieu Ménagelors de son stage
de DEA. Le contrdle du contenu microbien nécessite de stériksbahtillon de nuage et ce
point a posé probleme. Plusieurs procédés de stérilisation exispeniredient étre appliqués
ici, notamment l'autoclavage et la filtration. Les deux ont égays, mais I'analyse par
RMN *H a révélé une modification de la composition chimique globale aile de ces
traitements. Dans le cas de la filtration, il s’agit moinsedarguage de composés par le filtre
que d'une contamination a I'éthanol, utilisé pour nettoyer la hottenalédminaire. Ces
expériences n'ont donc finalement pas pu étre réalisées, masrait intéressant de
poursuivre les investigations dans cette direction.

2) LA RECONSTITUTION DEAU DE NUAGE ARTIFICIELLE

Alternativement a l'utilisation d’eau de nuage réelle, cellpait étre artificiellement
reconstituée, au moins partiellement. La difficulté dans la retatitst d’eau de nuage est de
conserver les proportions relatives de chaque composé. Pour des raigmpsegrane
formule d’eau de nuage atrtificielle 10 fois plus concentrée e lde nuage réelle est
reconstituée, dont la composition est donnée darisbleau Annexe-3&i-dessous. Cette
solution est elle-méme préparée a partir d’'une solution mereeeh00 fois plus concentrée
(donc 1000 fois plus que de I'eau de nuage réelle).

. Masse molaire Concentration| Apport en anion Apport en cation q-S-p. 200 mL

Composé 1 1 .1 1 de miileu 100X
(g mol™) (umol L™) (umol L) (umol L) (mg)
Acétate de Na 82,05 80 80 Acétate g0 Na 131,3
Formiate de Na 68,01 100 100 Formiate 100 Na’ 136,0
Succinate de Na 270,1 10 10 Succinate 20 Na 54,0
Acide lactique 90 14 14 Lactate - - 25,2
NO3NH,4 80 750 750 NO3 750 NH," 1200,0
MgCl, 95,3 60 120 CI 60 Mg* 114,4
Caso, 136 70 70 SO~ 70 Cd* 190,4
(NH4),SO,4 132 300 300 SO~ 600 NH," 792,0
KCI 74,6 50 50 CI 50 K* 74,6
NaCl 58,5 100 100 CI 100 Na’ 117,0
HCI 36,5 300 300 CI - 219,0

Tableau Annexe-38 :Composition de I'eau de nuage artificielle et mgpion du milieu 100X (a diluer par 100
pour préparer la solution finale 10 fois plus carioée que I'eau de nuage réel)
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Le tableau Annexe-3@i-dessous montre la proportion entre la concentration de chacun
des composés mis en solution par rapport a leur concentration dans I'eau de nuage réelle.

Concentration Concentration Rapport de

Composé Formule dans le nl_Jlage dans le m_illieu co.n_centrations

(umol L) (umol L) (milieu / nuage)
Ammonium NH," 147,3 1350 9,2
Potassium K* 4,5 50 11,1
Sodium Na' 28,7 300 10,5
Magnésium Mg?* 5,8 60 10,4
Calcium ca* 7,3 70 9,6
Nitrate NOs 103,5 750 7,2
Chloride cr 59,4 570 9,6
Sulphate Sela 42,5 370 8,7
Acide lactique CHs-CHOH-COOH 1,4 14 9,8
Acide acétique  CH:-COOH 8,2 80 9,7
Acide formique  HCOOH 9,7 100 10,3
Acide succinique HOOC-CH-CH,-COOH 1,1 10 9,3

Tableau Annexe-39 :Concentration des constituants principaux de I'daunuage réelle, et concentrations
absolue et relative de I'eau de nuage artificielle.

Ce milieu est préparé avec de l'eau distillée ultrapur@rend en considération les
composeés principaux trouvés dans I'eau de nuage. Il omet donc la prégenocenbreux
composeés inorganiques et organiques (nitrites, propionate, oxalate...), qaigudysourtant
jouer un réle au niveau de l'activité microbiologique, par leur tt&iou leur implication
comme cofacteurs du métabolisme. Pour cette raison, il seragtpejdicieux d’enrichir de
I'eau de nuage réelle avec cette solution, une fois les problémes deasi@Emiliésolus.
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3) LA « MACHINE A NUAGE »

Le fait que toutes les expériences soient réalisées en wumln (« bulk »), alors que
'eau de nuage est distribuée en un systéme dynamique de dtasgtgiene I'extrapolation
des résultats et suscite les critique. Afin d’y répondret hésessaire de pouvoir travailler en
laboratoire sur un nuage artificiellement reconstitué. Pour ¢elaété tenté a la fin de cette
thése de développer un instrument avec lequel une solution peut étraspalvésut en
permettant des prélevements faciles et des conditions biotiqabsogtues contrélées. Des
appareils a nébuliser existe déja, mais ne permettent paandgses microbiologiques
(diametre du pore de pulvérisation trop petit, matériaux utilisésgur matériel n'a été
acquis pour cela : un pulvérisateur de chimiste en verre fonctionnait eomprimé est
utilisé, placé dans un fermenteur d’environ 50 litres constituant lescet fermé par le
couvercle rodé d’'une cloche de dessiccatiamu(e Annexe-8). Le mieux serait de travailler
en systéeme fermé, avec une pompe a air (& membrane) pernigtiamtntation du
pulvérisateur et aspirant I'air depuis le corps de l'instrum@apendant, cela nécessite une
pompe a air capable de supporter la présence d’eau en quantité itepalbarn le débit est
réglable et que I'on puisse stériliser, ce qui ne semble psigeXi’alimentation générale en
air comprimé du laboratoire a donc été utilisée, mais cettéeedtair doit étre filtrée contre
les contaminations microbiennes et chimiques, et implique une saiieCélle-ci se trouve
au centre du couvercle, surmonté de 3 condensateurs rodés superposestpoledipertes
en eau sans empécher la sortie de l'air. Cette sortieegalément au passage du tuyau
d’alimentation du pulvérisateur en air comprimé. L’ensemble duriebfgeut étre stérilisé
facilement.
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limitation des

> Systeme de
pertes en eau

Cuve
d’incubation

Entrée Pulvérisateur

d’air
comprimé

Figure Annexe-81 :« Machine a nuage », différentes parties et détajlulvérisateur.

Une solution peut-étre pulvérisée en continu : les gouttelettegpeseaid sur les parois et
s’écoulent jusqu’au fond pour étre pulvérisées de nouveau. Le fond de lsstuveaave, ce
qui facilite le pompage en continu de la solution, et permet de lteanaarec un petit volume
de solution dont la quasi-totalité est en suspension dans I'air.

Les essais montrent que le débit d’air doit étre réglé & enoani® L min' maximum
pour ne pas risquer d’endommager le pulvérisateur ou de désolidarisgsteme (une
soupape de sécurité est installée). Le débit en eau (ou en sabstioppur un débit d’air de 6
L min®, de 17 mL miif. Des mesures microphysiques (LWC, rayon des gouttelettes) ont
également été réalisées avec un Gerber PVM-100&¢ Annexe-8).
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. Dirminution du

—o— Contenu en eau liguide (Gm
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Figure Annexe-82 :Mesures des caractéristiques du nuage produibrfrags gouttelettes et contenu en eau
liquide (LWC)), réalisées avec le Gerber PVM-100.

L'instrument utilisé pour les mesures microphysiques est $péwat concu pour étre
aéroporté, ce qui n’était évidemment pas le cas ici et peutrirsiudes mesures faites. La
teneur en eau liquide mesurée est trés importante, et stable dei®grmL* (plus de 10 fois
celle des nuages réels rencontrés au sommet du puy de Démgduitietettes produites ont
un diametre minimum de 7 um, qui augmente quand le débit d'air gsteatg, jusqu’a
dépasser la limite de mesure de I'instrument (> 27 um). Leenmagluit est donc trés dense,
mais les gouttelettes sont de taille comparable a celles des nuages.

Un tel appareillage peut permettre de considérer le stress provoqué&pzsdlsation des
micro-organismes lors des tests de biodégradation, et les dientoedifications du
métabolisme et de la chimie engendrées par la formation de gouttelettes.

Le fait de ne pas travailler en systeme totalement fewnétitue le probleme majeur de
cet appareil. En effet, une importante évaporation, de I'ordre de 5@rml2 heures, est
premiérement constatée malgré le systeme de limitatiopeatéss installé. En conséquence,
les composés chimiques non volatils se concentrent dans la solution, dernmoatre la
figure Annexe-83 ci-dessoyour de la pulvérisation d’eau de nuage artificielle. On observe
gu’'apres 18 heures de pulvérisation en continu, les concentrations féesntif composeés
sont généralement multipliées par plus de 10. Les concentratiofdoes €t en lactate sont
méme environ 100 fois plus importantes que dans la solution de départ.
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Annexe Il - Manipulations prospectives
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Figure Annexe-83 :Evolution des concentrations en composés inorgasi¢a gauche) et des acides organiques
(a droite) au cours du temps dans I'eau de nuageialle pulvérisée dans la « machine a nuagem ynités
d'aire de chromatographie ionique, proportionnptheir un méme composé a sa concentration).

La phase gaz de ce nuage artificiel n’est pas contrdlée, caflyg certainement sur la
composition de la phase aqueuse. Ce point reste a résoudre pour rerdradhine a
nuage » opérationnelle. Cependant, I'expérience n'a pas été teng@@&sence de micro-
organismes, qui pourraient conduire a diminuer les concentrations en aci@@sques
malgré cette concentration sous l'effet de I'évaporation, cemuiverait de toute évidence
leur activité méme dans des gouttelettes en suspension. Le colatéé& comprimé utilisé
nécessite I'acquisition de gaz de qualité connue. De plus, Les esgaétée réalisés a
température ambiante, en été, et ce phénomene devrait étrelren@n5°C. Enfin
I'évaporation doit pouvoir étre significativement réduite en plagappéareillage dans une
enceinte déja saturée en vapeur d’eau.
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~ Annexe IV - -Campagne

-

__polaire CHII\/IERPOLH-

P-h..--‘.

Dans le cadre d'une campagne détude de la chimie de mercur®nen pplaire
(CHIMERPOL 1Il) menée au printemps 2004 par I'équipe @eristophe Ferrari du
Laboratoire de Glaciologie et Géophysique de I'Environnement éadBle (LGGE) des
préléevements de neige ont été réalisés a Ny-Alesund et sesnsnvi s'agit d’'une base
scientifique située sur l'lle du Spitzberg, dans le comté du Sda{barnord de la Norvege).
Le but de ces prelévements était de caractériser d’'ungmiie microbiologique le manteau
neigeux d’'un site Arctique avant la fonte, et d’isoler éventuellerdestsouches pour des
investigations de laboratoire. En effet, la zone polaire Arctiqueatbar’heure actuelle une
importante pollution au mercure, qui touche les écosystémes eanfigial les populations
humaines locales. On sait que la chimie du mercure en zone mdbBpEciale : des « pluies
de mercure » (Mercury Depletion Events, MDEs) se produisent auerppst polaire,
conduisant a un important dépét de mercure sur la neige a partir darenatmosphérique.
Pourtant, le lien entre cette chimie et la pollution constatést pas établi, et il pourrait
impliquer les micro-organismes présents dans la neige, qui conséihideamoyen d’entrée
du mercure dans les écosystemes lors de la fonte, soitigarg soit en le transformant en
une forme de mercure trés toxique et biodisponible. Ce travail dguesnent donné lieu a
une publication danBEMS Microbiology EcologyAmato et al., 2007bou il est question du
contenu microbien du manteau neigeux. Les résultats encourageants emédirtapermis
I'attribution d’une thése sur ce sujet au LGGEaphaélle Hennebe)le

Cette composante microbiologique dans la campagne étaiveebaint anecdotique au
départ car greffée a une étude de la chimie atmosphérique durenet des radionucléides
atmosphériques. Elle devait permettre d’établir si une étude mpipsrtante pouvait étre
envisagée, tout en renseignant sur la microbiologie de la neigg, peu connue,
particulierement pour ce site. Il s’agissait donc d’'une opportunitiide, permettant une
expérience scientifique et personnelle exceptionnelle. Les maipslate terrain se sont en
plus révélées palpitantes, bien qu’éprouvantes physiquement (surtolgisquenipulations
de microbiologie nécessitent de travailler a mains nues, ougviee des gants en latex qui
écrasent les doigts). Pour conclure, cela reste une expériersmnrpdle inoubliable, a
réitérer dés que possible.
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Annexe IV- Campagne Polaire

Résumé de la publication :

Deux sites de prélevements ont été choisis : le premier congeiglacier situé a environ
40 km de Ny-Alesund, a l'intérieur des terres ; le second estdéaidns les environs directs
de la base, donc a proximité de la mer. Les dénombrements ce(lRAPI) montrent une
concentration batérienne relativement constante le long du manteauxndigeglacier, de
l'ordre de 2 x 16 cellules mL'. Mais on constate également que la couche de glace
correspondant a la surface du glacier de I'année précédentatpréses concentration
bactérienne 10 fois plus élevée, ce qui suggere un développement emckdli surface du
glacier pendant I'été (une microcouche liquide est peut-éfgepte), et a leur accumulation
sous l'influence également des dépbts atmosphériques pendant cette période.

Pour le site cotier prés de Ny-Alesund, 6 x* lactéries mlt de neige ont été
dénombrées. Des souches ont pu étre cultivées a partir de neigeaptode ce deuxieme
site, grace a des cultures par enrichissement de la neige folldeecdacernent des espéces
bactériennes et des levures. Les bactéries ont, pour la plugartieétifices (séquencage
ADNr 16S) (d’'autres ont été perdues avant leur identification)s eai levures restent en
majeure partie indéterminées (CBS). Les bactéries sont delsa,ABeta et Gamma
Proteobacteria, des Firmicutes et des Actinobacteria. Deux sos@hw&rent tres éloignées
des souches connues, avec une homologie de seulement 95% avec fesgbles voisins
dont la ségquence 16S est présente dans les bangues génomiques.bléedesraégquences a
été déeposé dans la banque GenBank.

Des investigations métaboliques ont été réalisées sur ces souchesnetetasaptitude a
dégrader, en conditions optimales de température, des acides organiggmds dans la
neige. La méthode employée est similaire a celle qui a éigeetpour les souches des
nuages. Les résultats montrent d'importantes capacités de dégra@atil semble donc
gu’une croissance bactérienne des communautés de la neige au mosefdrde puisse se
produire a partir des nutriments présents.

Amato P., Hennebelle R., Magand O., Sancelme M., Delort A-M., Barb#&a C.,

Boutron C. & Ferrari C. (2007b). Bacterial characterization of the snow cover at
Spitzberg, Svalbard.FEMS Microbiology Ecology59, 255-264
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-Résumé-

Des micro-organismes sont présents dans la phase aqueuse des tmaposphériques
collectés depuis le sommet du puy de Déme. Leur concentration, edéfard pour ce site,
se situe autour de 5 x “16ellules mL* pour les bactéries, et 5 x*16ellules mL* pour les
champignons et levures. Différents parameétres, comme la saibomgeae de la masse d’air
sont liés aux variations de concentrations observées. L'océaneamgrésaisemblablement
une source majeure de micro-organismes pour les gouttelettes gks naatrairement aux
zones urbanisées. Une faible proportion de cellules est retrouvéeltpae ¢autour de 10%
pour les champignons et levures, moins de 1% pour les bactéries)arphis grande partie
d’entre elles sont viables, comme le montrent les mesures dentratioa en ATP. Cette
population d’organismes cultivés évolue qualitativement au coursmeasous l'influence
notamment de sources comme la végétation. Les micro-organisntagsculoncernent
souvent des souches aux propriétés physiologiques pouvant leur permsittiosidier dans le
nuage, comme la présence de pigments ou la capacité de ssppérel basse température.
lIs sont capables de dégrader efficacement des composés orgaméseEss en quantité
relativement importante dans I'eau des nuages, comme le forféat&tate, le lactate, le
succinate, le méthanol et le formaldéhyde. Cette activitébolétae est possible méme a
basse température (5°C) et pourrait influencer de maniéreisagivié la composition et la
réactivité chimique de I'eau des nuages. Des voies de transfonniiedichimiques similaires
a celles induites photochimiquement sont mises en évidence, notammeldsponimposés
en G. Enfin, plusieurs souches ont une capacité élevée a agir comme glagagene. Au
regard de I'ensemble des résultats, cette étude suggére gomctesorganismes présents
dans les nuages ne sont pas de simples particules inactivesenagsnt impliqués dans les
processus chimiques et physiques qui s’y déroulent, et leur impsresic a ce titre, a
reconsidérer de facon globale.

-Summary-

The microbiological component of the aqueous phase of clouds collectedheopuy de
DO6me summit (1465 m a.s.l.) has been studied. We investigated 18 clousl éganitbuted
along the year. We observed typical concentrations of 5*xcalls mL* for bacteria, and
about 5 x 16 cells mL* for fungi and yeasts. Abiotic characteristics, like season or
geographical origin of the sampled air masses, are closkledeto the microbiological
variations observed. Ocean is likely a major source of microamges for cloud droplets,
conversely to urban areas. Only a few of the total micro-organiare retrieved by
cultivation (about 10 % for fungi, and less than 1% for bacteria). Haowaseshown by ATP
concentration measurements, they are almost all viable. Variatiath& cultivable micro-
organisms composition have been detected, and seem to be a resuévoldlien of sources
like vegetation. Most of the isolates have physiological propettiass can allow them to
survive, maintain and even possibly develop in cloud water, like pigrardtability to grow
at low temperature. They also can efficiently degrade tha prganic compounds present in
cloud water: formate, acetate, lactate, succinate, methanol andldehyde. This metabolic
activity is even observed at 5°C and could thus significantlyentte cloud water chemistry.
In addition, transformations pathways due to microbial metabolismsighty similar to
those involving photochemistry, which is considered as the main aatalysatmospheric
chemistry. Furthermore, several strains have an important iceatiodl activity and could
play a microphysical role in clouds. To conclude, the thesis sugtpdtsnicro-organisms
could be involved in chemical and physical processes occurringourd cvater, and their
presence may have to be considered to reach a better description of atmosphesirych
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