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Introduction générale

Les nuages sont des miliemultiphasiques o[ Su}e %o Z ofiE des|effets majeurs a la fois

sur le climat et sur la pollution. A I'échelle du climat, les nuages ont un impact sur le bilan radiatif
S EE -SE E Joe* % MA vE [pVv % ESU ]J((pe & o+ E Jed]}ve Tt

pHPu vsS vs§ (]JSUo0—-—0 } HeCeSu S EE I Sul*%zZ E S [ USE %
les radiations infrarouges émises par la surface terrestre, participant ainsi a l'effet de(Is¥@
2013) L'importance de ces deux effets est dépendante des propriétés microphysiques du nuage
(granulométrie, géométrie des hydrométéores) et de la phase des nuages (liquide, gtsceliages
sont également le siege privilégié du développement d'une chimie multiphase atmosphérique (gaz,
liquide, solide) perturbant les cycles chimiques de nombreux constituants atmosphériques. A titre
d'exemple, on peut souligner que les réactions mmse liquide sont la plupart du temps trés
rapides, souvent plus efficaces que les réactions équivalentes en phase gazeuse et que les processus
photochimiques sont amplifiés par rapport aux conditiansiel clair». Les composés incorporés
dans les nuagesont alors transformés par réactivité chimique qui,-el@me, est perturbée par les
processus microphysigues nuageux déterminant la formation, la durée de vie et la dissipation des
nuages.

Dans ce cadre, la présence de microorganiswiesiesmalgré de conditions environnementales

hostiles [umiére solaire faibles températures, pH acides, variations de concentration osmotique,
%o E * V [}E£C vSeU (] o+ }v VvSE sff)va soulewéu S€E hombrgeuses
interrogations quant a leur effet sues paramétres chimiques et microphysiques nuageux. Tout

[ & U e U] E}}EP v]eu * %}pEE ] vS u} J(] E 0 ¢ %E}E] S » u
simple fait de leur présencen agissantomme un support de condensation pour la production de

gouttele§S « [ WM ~ o}u }v ve SIJCCIE [Is pofrraientdonc ainsiintervenir dans la

formation des nuages.[ USE % ESU o }vP o S§]}v o[ pMsunvemiraesfagan P » v %o
*%}tvS Vv <u[ %o ES]E S u% E $uE -369@ (cargilatidh morhpgéerie).oPeur
e S U% & SUE ¢ Y% E] HE U o P o o[ M ve 0 }v ]S]}ve §

participation de particules dites glacogenes ~}u / En o ]UdentiEcaXion >de
microorganismesppartenant a des geas microbiengotentiellement glagogénesuggere quees
cellules pourraient favoriser la formation de cristaux de glace dans les nuBgesailleurs, les
particules biologiques étant & ce jour les noyaux glagogénes les plus efficaces cenpesettant

o Po o[ U *uE&23Q), la présence de bactéries glacogénes dans les nuages pourrait
conduire a la formation de cristaux de glace a des températures auxquelles les autres noyaux
glacogéenes seraient inactifs. Sachant que les ptétipns sont principalement le résultat de la
formation de glace dans les nuages, ces bactgsmsraient donc intervenir dans eur initiation.
Wope] unE+s Su -« dé Hettelis@tionBumérique simulant les processus microphysiques

nuageux o[ Suder&se sont penctels suyE S8 ZC%}SZ ¢« X % v vSU o[ v
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<up v3]8 8]A ¢+ ]JE 35 u vs %op]e e+ *uE O ulJo] H VU P puAE <u vs o[
JEP v]eu ¢ uU%! Z [ Vv *8]Ju &E %0 ]Jv u vS o[]Ju%}ES v X

Enfin, les microorganismes paarent impacter & composition chimiqueles nuages en utilisant
les ressources nutritives présentes ou en synthétisant d'autres composés chimBjusgurs
travaux ont montré que certains composés organiques présents dans les nuaggsag¢ides
carboxyiques, aldéhydes)quvent étre dégradés par la microflore nuageuse, remettant cause
o[] <@ 0 SE ve(}E&u S]}v o u 8] & }e€BtBnigjement levésuitat de gaP e
réaction aveades radicaux €.9.'0H, N@Y). Depuis, plusieurs étudeen laboratoire ont cherché a
<p VS](] & o[Ju%}ES v E o 3]A e u] E}}EP v]eu ¢ S s E ] M
SE ve(}EuU S]}v o usS]E }EP v]«u v Z & Z vS§ o[ %% &} Z E
E 0]*S - O Su}*%Z @ X 0]%]& e vSW|[ A%O0}E S]}v v o }E S}JE - 1|

atteintes et désormais, une approclpar modélisatiomumeérique apparait comme essentielle pour

E o[ *S]u S§]}v o[]u %[ 53 Ads microorganismes dans la chimie
atmosphérique.
[ 8 ve E <p u-e3SE A pAE §Z ¢ o o}vE }v JVE E oo o |

0[Ju%eco] S]}v ¢ u] E}}EP v]eu ¢ Vve 0 ¢ % E} eepatntbsphereley « S Z]
réciproguement, a comprendre quels facteurs atmosphéegipouvaient influencer la survie de ces
organismes dans les nuages. Cette démarche a été réalisée en associant des études sur le terrain
% EuUu SS VS [ voGCe E ¢ % E usSE « JE ,&des&udgs@n lalporatoires vu P e
sur des microorganiu ¢ J*}o ¢ U % E 0 O of U * VU P ¢ % Eu 8§85 vS [ AS
o p&E §]1A18 Ve e }v ]8]}ve }vSE€0 X >[ ve Uu O s fE% E]
fournir des données pouvant étre utilisées pour simulersilico o[]v$ & des] konditions
atmosphériques et des microorganies par des modeéles numériques.

> % E u] E Z %]SE u vpae E]S §Z « « (} o0]° E -
connaissances sua tomposition chimique et microbiologique des nuages. Dans un deexiémps,
les conséquences que peuvent avoir les conditions phydicoiques sur la survie des
microorganismes sont décrites. Enfin, deux sections sont consacrées respectivement aux roles des
microorganismes sur les processus microphysiques et chimiquesd Su}*%Z & X

Les résultats de cette thése sont présentés sous la forme de quatre chapitres.

> % E& u] E [ vSE MAE E oS uv S o}vP § CEu 0 }
microbiologique des nuages prélevés au puy de Déme.

hv HAE] U Z %3ISCE =] E]J]E o pEA] u] €}}EP v]eu ¢ Je}o

face a quatre facteurs de stress majeurs rencontrés dans ce milieu.
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> SE}]*]u Z %]3SE e E *po3 3¢ % E + V$§ « S A puE E o §]
bactéries dans les nuagéN uv % E u] & SU o] ¢S JvS (E e ] v8](] & -

% ES]E [ LU VU P pe U pv MAE] u Su Z & Z E]E o }
bactériennes glagcogénes dans une chambre de simulation de nyad#, Allemagnegt une

Ev] & 3Sp [ *S (} o] ep& o «p vS](] S8]}v o[ 3]A]$ Po }P v
nuage prélevée au puy de Déme.

> EV] E Z %]SCE o (E *pHO0S Se [ ¢S % vV Z <uE o S Eul]v §]
pouvant étre intégréesdans un modéle simulant la réactivité chimique atmosphérique afin de

Ju% E E o[Ju%}ES v &E o 3]A e u] &}}EP v]eu ¢ S o ZJu] &
atmosphériques réalistes. Pour cela, la dégradation de trois composés organigues grésent
relativement grande quantité dans les nuages par trois souches bactérienne a été suivie.

Enfin, une conclusion générale clét ce manuscrit de thése et ouvre de nouvelles perspectives
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Synthése bibliographique

1. Le systeme nuageux

1.1.Généralités sur la formation des nuages

>[ Sule%Z E 3 pv VA]JE}vv ucedplaxeoddh%itdé «de wade particules
[ E}sdlmeset [ZC E}u SliguBes(gouttelettes de nuages et gouttes de pluie) et solides
(cristaux de glacen suspension.
Lesaérosolsprimaires sonttmisdepuis la surface de la Terpar des processus naturels divers
(par exemple, le soélement des poussiére$eo E o A v3U o (}Eu 3]}v [ u Epve
éruptions volcaniquesmettant des cendred[ @E}+}o]e S]}v %o 086 piplagique ficE ] P

ou par les activités anthropiques (activités industrielles, combustion des cattisuedc. ;|Figurel).

hv  (}]e Ve o[ Suledkiad @ESY mérosols[peuvent ensuite étre transfores par des
processus a la fois physiques @ahimiques; on parle alors de vieillissement de ces particules. La
réactivité chimiquepeut égalementgénérer des%. E S] aérosolsflits « secondaire»> comme
lors de la convesion de gaz en particulesf(lesarticles de synthesde Raes et al(2000),Kanakidou

et al. (2005, Hallquist et al(2009 etErvens et al2011).

Figurel: Interactions nuageaérosolschimie. Les fleches rouges correspondent aux rayonnements
infrarouges émis par le sol et les fleches jaunes représentent les ray@misrsolairegJoly et al.
2013a)
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Les aérosols jouent un réle important sur le climat de la Terre #asdntou en absorbant la
lumiére solaireincidenteet les rayonnementinfrarouges (IR)telluriqgues(Charlson et a).1992) lIs
peuvent égament influencer le climat de facon indirecte grace a leur capaditéraer des nuages
en agissant en tant que noyaux de condensa{iGloud Condensation Nuclei ou CCMs nuages
formésont alors un impact sur le bilan radiatif terrestre car ils intésagnt avec le rayonnement
solaire incident et le rayonnement IR telluriqu®e plus,les caractéristiques physiechimiques des
aérosols déterminentes caractéristigues microphysiques du nuage et par conséquartduste de
vie. Les particules d'aérosolst les nuagegouent doncun rélecrucial dans la troposphére en raison
de leur influence sur le bilan radiatif terrestr€outefois,de fortes incertitudes résident encore sur
ces effet§IPCC2013)

1.1.1.Les particules comme noyaux de condensation

> ¢ VU P o ¢}vS }ves§]Su e [UV Ve U O u] €}P}us8s8 o 88§« [ u o]
eUe% Vve]lv ve o Suebsfos@ati@n Xo] Z oo u E}e }%o]<hu ¢S ] S % E O ¢
§Z Eu} GV u]<pg ¢ ~% E **]}vU S u% E SUE - o[ Sule% zZ (@ S % E

E o §]A -  u ¢ Er raifohes conditions de sursaturations en vapeur d'eau excédant
rarement 10%,la condensation homogénée. la formation spontanée de gouttelettes d'eau, est un
phénoméne extrérament rare. En revanche, le seuil de sursaturation peut étre abaissé par la
présence departicules solideslites «noyau de condensation ou «CCN» sur lesquelles la vapeur

[ U % usS ¢« }v ve EX

>[ 5]A]S E [uv % ES] po 8 % v Vv§ e §]Joo S8 e }u%o}
la théorie de KohleW [puv % ESU o[Zpu] ]88 & o §]A E <p]le %}uE o[ 3]A
particule auPu v3 A <}v E C}v JME BPE ~ (( 8§ < 0AJve & [ uSE %o

solubilité (loi de Raoul(Kohler 1936)X >[ $]A]S E % v P ouvsS [ USE&E * %o E} %
Zlul<p o * % ES] po e [ E}e}oe W 0 ¢ % ES] po - ZCP&E}es } %] 18
partir de plus faibles sursatuians que les particules moins solubl@4észaros 1988)
Un grand nombre dearticulesprésenes ve o[ Su}e%odt €Bnnes pourétre des CCN
efficaces,<u[]Jo [ P]e- %o (E Sduesd(les $wifatEdRs\skls marinsetc) ou organiques
(acides carboxyliquesomposés de haut poids moléculaire tels que Hi3LI§ etc) (Novakov et
Corrigan 1996;Ghan et al. 1998;Hartz et al, 2006;Sun et Ariya2006;Zhang et al. 2009) On
*S§Ju <«pu[ VSE 1Y des3particules agissent comme noyaux de condensation pour des
*UE* SPUE 5]} vede 1% Erdpp&Eher et Klet2010)
Lesparticulessulfatées sont réputés pour étre [ xcellentsnoyaux de condensation permettant

la formationde gouttelettes a des sursaturations inférieures a%,@'womey 1971) Au-dessus des

! HULIS ou HUmicLlke Substances & RPSRVpV UHWURXYpV GDQV OfDWPRVSKqUH D\D
acides humiques et fulviques.
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océans, le chlorure de sodiurfNaCl) joue également un réle importantomme noyau de
condensatiora partir de faiblesursaturations (inférieures a 0,08)(Mészaros 1988)

AN o}v o[}E]P]V e UDeecp VIS]EEU % ES] po » [ E}e}o 800 PE* %
chimiques varient fortement et impactendonc la concentratio et la taille deshydrométéores
formés Par exemple, dve 0 ¢ I}v ¢ %}oopn U o viu E % ES] HO ¢ U]e o
Ju%e}ES v § % E }ve <u vE3U pv %ope PE v viu E E «}vs &]A
recense plus de fQarticulesCCN par chau-dessus des zones continentales polluées alorg gu
dessus des régions océaniques, ces concentrations sont généralement inférieures a 200 particules
cm® (Mészéaros 1988) Ces différences conduisent & une concentration en gouttes plus élevée et des
gouttes plus petites au niveau des continents que dans les régions océafiiquasey et al.1984)
Ces paramétreslg nombre et la taille desamyttes) contrélent a la fois ldurée de viedu nuage
~ [ -&glire sa probabilité de former des précipitation@)lbrech, 1989)et ses propriétés optiques
et donc radiativegTwomey 1977b)

V %0pe [uv A E] 8]}V *% 3] o U o }v v3E impprtantevariations e}pu]e

temporelle o[ Z @oi}pE 8 . ®png wune méme zone géographique, la concentration en
CCN peutvarierpge<u[ pv (8§ HE i1 v <u(Radie et HopliE 969;Twomey 1977a)

1.1.2.Evolution microphysique des nuages

of Z oo u E}e }%]<p U o pE +5 &]o A vyw®P }puES U o[} E
guelques heuresPar exemple Pruppacher et Jaenick&995)ont estimé a ~3h le temps passé par
HV % & o0 [ ]JE vVve]u¥% V@E]IBIXv>[uv VU P % uS '&@poration@u spos $
de la sédimentation des hydrométéores. Dans ce dernier cas, plusieurs progassvgnnent Il
[ P]ISU % & A hétteméhes de déallisioncoalescence des hydrométéores liquides
(«microphysique chaude) lors desqueltes gouttelettes [ W Vv |&t/Bu les gouttes de pluie
se rencontrent pour former des hyométéores plus elumineux, ou plus fréqguemment, la
sédimentation fait interveniren amont des processus de formation de glad& microphysique

froide »).

> }vP o §]}v fiéetyes selpn deux processiiSigure?) : le premier, appelé €ongélation
homogeneiU }EE *%o}Vv H P o *%}vsS v (i.eo ¢aup liquid€E (algrg  une

température inférieure a 0°C) et intervient a partir de températwessines de36°C; le second, dit

«congélation hétérogene, fait intervenir des particules solides qui, par leur conformation
particuliére, déclenchent le réarrangemén + u}o poO * [ | e<gi @Ga(dlyen ainsi la

formation de cristaux de glac€es particulesontdénommées «oyaux glacogénes ou« IN» (Ice

Nuclei). ve o[ 3u}e%Z E U o }VP o0 §]}v Z § E}P v % p3 Jsuiva@A V]E * ¢
<W 0 P o cuEA] vv % E * (}Eu 5]} wondélation Rphp $dmersjonpoyar

condensatiof), directement au moment du dépét de vapewofigélation par dépdtou par contact

11
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du noyau glagogéne avec une gouttelette surfondeen@élation paicontact) comme illustré sur la

Figure2|(Pruppacher et Klet2010)

Figure2 W D} =« []v]8] §]}v o Po v nogau glegodene, dda@e a partir du

18 A o[/ve3]SpusS (}E Sule%Z ®lrichy: oJu § ~ ] v
http://lwww.iac.ethz.ch/groups/lohmann/research/lab/in

Selon les conditionthermodynamiques Su}e% Z E]<p *U 0 ¢ E]*5 UAE % HA vE E
liquide ou se maintenir dans un état solideeur massgeut alorse[  TiEsa mesure gque le temps
passe jusqu'a atteindre une masse critique a partir de laquelle les crided@nnent trop lourds
pour rester en suspensioha croissance des cristauxygesurvenirselon deux phénomenes [ L v
part, puisque legpressions de vapeur des cristaux de glace &uiérieures a celle des gouttelettes
[ B o]<u] * U (Hes} erigtaux grossissent aux dépens des gouttelefadfet Bergeron
Bergeron 1935)X [ USE % ESU o }oo]e]}v E]*S pA£ gourtelettes v3S E M A
[ W o]l<u] % Eu S 0 E}]ee Vv 0 %Z e+ Po e VU P ¢ % E } 0 -
En général, il a été observé que le nombre de cristaux de glace rencontrés dansdes esia
largement supérieur au nombre de noyaux glacogenes mesuré et dgréndes températures
relativement élevées (entre 0 e1t0°C)YHobbs 1969) Ceci suggére que les cristaux de glace peuvent
0 HE S}uCE Jv]S] &E o }vP o0 8]}v [ USE + P}uSsSsquedds enstayxsé o e %
fragmentent en réponse a leur congélatiidallett et Mossop1974) Ces fragments peuvent alors
servir de support pour initier la formation deouveauxcristaux Po X > % E °* v [pv (]
nombre de cristaux de glace peut donc entrainer la glaciation du nuage entier.
Un grand nombre departiculesrencontré dans les nuages est conmour avoir une actité
glacogéne dont les poussiérasnérales ces particles inorganiquesbo EJu JE « s}po A « % E o]
du vent(Szyrmer et Zawadzki997) Les argile (kaolinite, montmorillonitegtc.) sontconsidéges
commeo ¢ % E]V % WAL viC u&E Po }P v Ve O] Su}le%Z E X % VvV VS

12
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minérales perdent leuractivité & des températures supérieures-E5°C (Connolly et a). 2009;
Atkinson et al. 2013) Les résidus de composés carbonés aprés combustion (suies) sont également
connus pour intervenir sur la formation de cristaux de glace et ce, a des tempérahacsesde

celles observés pour ls particules minérale@eMott, 1990) Enfin,les noyauxglagogénes peuvent

également provenir de systémes biologiquksit les pollens et lesmicroorganismes cf. le

paragraphe4.2).

Les processus microphysigues ont donc un imzactla formation de précipitation esur la
durée de vie des nuages. Au cours défrents cycles nuageux (liquide et/ou glactes especes
ZJul<p *» % E * vS ¢ Ve O U e [ ]JE ep Jee vS J(( & vS =« u} J(] S]l}ve
multiphasique et sont redistribuées entre les différentes phases du nuage.

1.2 Lenuage milieu detransformation des composés chimiques

1.2.1.Les sources des composeés chimiques dans les nuages

La phase aqueuse gd@auagesest un mélangeomplexe de composés chimiques organiques et

inorganiquesLeur origine peut étre variée comme présenté slifigure3

Figure3: Processus multiphasiques dans les nudges encadrés veet noir correspondent aux
sources de composés chimiques dangdestelettes. Les encadrés rougejaune représentent les
voiesde transformationchimiques. Les encadrés bleus correspondent aux processus microphysiques
qui redistribuent les composéstamles différentes phasd3doly et al.2013a)

/oe % HA VS % E /FE u%0 % E}A V]E 0 Jee}ops3]lv [HUV % ESE]
}v ve §]}v o0} E- o[ 3]A 3]}v 0 % ES] po v P}uss o 88 vV

solubilité définie par la conahte de Henry, certains gaz traces peuvent également étre fitadts a
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~

l'interface air/gouttelette S Jee}pe p o Jv of 4 * VUL P eX [ HUSE % ESU o

phase aqueuse des nuages peut engendrer la formation de nouveaux composés ekimiqu

1.2.2.Composition chimique des nuages

1.2.2.1. La fraction inorganique

Les principaux ions inorganiquesésents dans I'eau des nuages sors &mionssulfate (SGF),
chlorure (C) et nitrate (NQ), les métaux alcalins et alcalitlerreux sodium (&), potassium(K’),
magnésium Nig®"), calcium C&") ainsi que les ionammonium (NH). La proportion de chacun de

e J}ve 8 % v V3§ O[}E]P]v P }PE %Z]<n 3, S etNe'sdnt] EX > « ]
Pv EouvsS E %}ES « }uu e U E<«u WEes ionsaftraté AEmGiiems ]} v
% MA vd E i}Jv & o[ p < v ndyauxde-colidnsafoainsi que par le piégeage

Ve O[] M 0]<¢H] o[ HNQr]SqE] < o[~ aderdazeux H;) et les ions sulfates
proviement de I'oxydation deprécurseurs gazeukissous dans des gouttelettes de nuage tels que le
dioxyde de soufreQ). Dans leségiors polluées, I'oxydation du Sget u [} AEC [N Best~
une source imprtante d'acides forts(acide sulfuriqueH,SQ et nitrigue HNQ) qui contrdlent
majoritairementl'acidité de I'eaudu nuage La majeurefraction des ions potassium, magnésium et
calcium provient de la partie minérale des particules d'aérasalesdu solet sont donc plutdt des
Jv] § uE- Uee e []JE Jeopu E P]}ve }v8]v vd 0o « %iQGi,6®}oopu X
*}vs %o0ouS€S e Jv] 8§ uE- u ee [ 1TE& [}E]IP]v } v]«u v E Je}v
dans les sels marirf€harbouillof 2011)

1.2.2.2. La fraction organique

La matiére organique représente également une part importante de la matiére salabkdes
gouttelettes de nuagdSaxena et Hildemanri996;Fuzzi et a).2002) SelonGoldstein et Galbally
(2007) environ 1 a 10 molécules organiques différentes ont été recensées s o[ Su}*%Z E u ]
00 *V E %@E » v3 & ] v8 <p[uv (] 0 % }pE Vvs P o ]JA E-]13 }EP

Les acides carboxyliques représentent environ%d@u carbone organique dissous dans les

gouttelettes de nuagecf. le|Tableaul|pour les concentrations typiquidls peuvent étre produits

dans la phase gazeuse dissous ensuitedans la phase aqueuse (source principaés dcides
aceétique et drmique) lls peuvent aussrésulter de la dissolution dearticules solubles (source
principale as acides oxalique, succinique, malonique, maléiqete.) ou étre produits par des
réactionsen phase aqueuséChebbi et Carliel1996;Ervens et a].2004;Goldstein et Galbaly2007)

En raison de la présence de radicaux libres, I'oxydation de la matiere organique conduit a
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formatiov [ ] - E } A Borppresertent aussi l'umles principaux puitsdes radicaux

(Warneck 2003;Herrmann et al.2010;Tilgner et Herrmann2010)

Tableaul: Concentratiore ¢ % @&]Vv % pAE ] » €& }AECO]J<p s § 0 ZC % E

nuage(Joly et al.2013a)

Composé chimique ConcentrationguM) Références
40-378 Loflund et al.2002
Acide acétique 28,3-790 Decesari et al.2005
CHCO(OH) 30,0-84,0 Watanabe et al.2001
3,0-1730 Munger et al, 1989
0,6-48,7 Marinoni et al, 2004
1,3-343 Loflund et al. 2002
_ _ 36,0-51,2 Decesari et al.2005
Acide formique 430-1670 Watanabe et al, 2001
CHO(OH) ’ ’
132 ;(1):20 Marinoni et al, 2004
Acide succinique 0,85-2,55 Loflund et al.2002
CO(OH)CEHCO(OH) 01-4,1 Marinoni et al, 2004
CAOCédOeHE;’g'?gE) 0,70-2,85 Loflund et al, 2002
_ ) 0,65-12,65 L6flund et al. 2002
Acide oxalique 0,05- 15,20 Decesari et 82005
CO(OH)CO(OH) ' ’ .
0,1-174 Marinoni et al, 2004
8,0-14,0 Collett Jr et a).1990
<01-330 Munger et al, 1995
Formaldéhyde 3,0-380 Munger et al, 1989
HCHO 13,6-615 Igawa etal., 1989
33-70 Houdier et al.2011
3,8-10,4 Ervens et a].2013
Acéaldéhyde 1,2-51 Igawa et al, 1989
CHCHO 0,7-2,3 Houdier et al.2011
<015-27,0 Munger et al, 1995
Glyoxal 1,2-550 Igawa et al, 1989
CHOCHO ’ ’ . '
04-23 Houdier et al.2011
< -
o 0570 el
R 0,02-11 Houdier et al.2011

Les composés carbonylésont également présents dans l'eau des ges lls résultent
essentiellement de leur dissolutianpartirde la phase gazeusersla phase aqueuse. Dans la phase
aqueuse, l'oxydation des aldéhydes peut produire des acides carboxyliques mais aussi conduire
% Z viu v e [ & §]
}usS]]le vS8 % (E A u% o oligpmére€Hivenglet VélkameR010;Ervens et al.2011)

BN

éventuellement & la formation @ molécules plus gree ¢ % & .
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Lesquantités de composés carbonylés tels que le formaldéhyde, l'acétaldéhyde, le glyoxal et le

méthylglyoxaldans I'eau des nuagemt été rapportées dans |@ableaul| Dans la phase gazeude

formaldéhydeest produit par la combustion de la biomasse et sleombustibles fossilegst par
'oxydation photochinique [ZC E} ECq @®mposé est transféré efficacement dans la phase
agueuse en raison dea constante de Henry, expliguant sa forte concentration dans l'eau des
nuages.

La proportion de matiére organique indéterminée dans |'els nuages restencre élevé et
représente présde 90% de la matiere organique totalissoue. Parmi cettematiére organique
complexe des HULS ont été identifiées ainsi que degrotéines,de la cellulosedes polyols,des
acides aminésges acides grasges sucresges polysacchades, des hydrocarburesliphatiquesou
aromatiques etc. (Saxena et Hildemanri996;Feng et Moller 2004;Hoffer et al, 2004;Graber et
Rudich 2006)

Les composés omniques représentent une fraction importanten masse des particules
d'aérosols dans la troposphé(8axena et Hildemann996;Fuzzi et a).2002) Une fois dans la phase
aqueuse, ilgpeuvent subir des réactions d'oxydatioBn effet, la phase aqueuse des nuages est le
lieu d'une réactivité complexe, associée a la production de radicaux. Ces radicaux peuvent étre reliés
a la présence d'espéces oxydantes comme les métaux de transitions (TMI ou Transition Metal lon) ou
encore la présence de peroxyde d'hydrogengQd > Kydation organique dans les nuagesut
aboutir a une fragmentation des chaines carbonées mais des phénomenes d'accrétion peuvent
également se produire et former aingdar exempledes oligoméres. La réactivité nuageuse peut
aussi étre une source potentie d'’ACS @érosolsOrganiquesSecondaires) dans I'atmospheére apres
I'évaporation des gouttelettes des nuagéBlando et Turpin2000;Lim et al, 2005;Altieri et al,
2006;Ervens et a/.2011)

1.2.3. Les oxydais

Dans l'eau des nuages, les ions de métaux de transition (TMI) tele dere(Fe), le manganése
(Mn) et le cuivre (Cu) jouent un réle important sus tapacités oxydativede la phase liquide des
nuages en produisamtes radicauxOH HQ et O, { (Graedel et a).1986;Faust et Zeppl993)

Leperoxyde d'hydrogéne participe également & la production de radicaux dans I'eau des nuages
a travers, par exemple, sa dégradatipar voie photochimique et par la réaction de Fenton avec le
fer e}pue o}v 8§ § [}AEC §]}(Paraz8i@tal, 2006) Le peroxyde d'’hydrogénge trouve
en concentration importante danBeau des nuagegMarinoni et al, 2011) Ce puissanbxydant

provient de & solubilisation depuis la phase gaz ainsi que dehsto-productionen phase aqueuse
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1.3Laréactvité en phase aqueuse

Les nuagessont des milieux réactionnels efficacepour plusieurs raisons (1) les processus
photochimiques a l'intérieur des gouttelettes satgmentégpar rapport aux conditions en ciel clair
(2) certainesréactions chingues homogénes dans les nuagmnt plus rapides que les réactions
équivalentes dans la phase ga# les réactions impliguant des especes ioniques peuégmt
d'importance ; (3) les interactions entre la phase aqueuse et la phase galitieulaire peuvent
également contribuer a des pressus chimiques dans les nuagesmme lors de lalissolution

[ *% * % ES] pHo.]JCE * *}OoH O *

La capacité oxydante de l'eales nuagesst liée principalementaux composes de typédQ,

(radicaux hydroxylesOH, hydroperoxyle$iO:! et ions superoxydesO,t et % E} £ C [ZC E}P v
HO») qui résultent [Jvd E 3]}ve ZJul<p e JA Ee * ~%Z}3}0Ce+ et3 E 3])
[ Z vdentre la phase gaz et la phase liquide.

Le radicallK,U o[}Z£C Vv8 3u}e%Z E]J<H 0 %O0pes Ju%}ESnel) % US %o
depuis la phase gaz.f. % E} U $]}V % E %Z}S3}auCe o[ G[}IWSE pEU +}]8
productionin situ dans la phase aqueuse comme par exemple par réaction F€aemp et al. 1992;

Degiillaume et al. 2004; Herrmann et al. 2005) La photolysede HO,, NG et des complexes

aqueux deFe(lll) sont également des sources importantes de radid@tiSedlak et Hoignél993;

Benkelberg et Warneck 995) Toutefois, de hombreuses incertitudes demeurent sur le réle du fer

dans le bilan en oxydants du nuage. En effet, ce compog€fpaner de nombreux complexes avec

la matiére organique dissoutgong et al. 2013)et la photo E §]A]3 e }lu%o0 £ e V[ 8§
encore totalement connue.

> e (E ] pPAE V]SE ¢ i}p vS8 P 0o u vS pvieE¥%a vi]bu%oxkEEtionen ve
milieu troposphérique. Les réactions chimiques liées aux radicaykdéOmajoritairement lieu de
nuit en raison de la destruction rapide des radical® par ptotolyse. Les radicaukO;! sont
% E]V % 0 u v3 (JEU » % E E §]}v o[}I}v A o J}&EC [ 1}8 X
nuages, leNQ;! % HA vE 1SE % E} u]ds % E SE ve( ES [0 SE}ve o 1
radical mais cette réaction efés minoritaire. Leur présence dans les nuages est principalement liée
a leur transfert de la phase gaz vers la phase aqueuse. Dans les zones polluées, lesN&yicaux
peuvent devenir le principal oxydant de la phase aqudbiggrmann et al.2005)

>[ ve u o + (Ede]la phdBe aqueuse des nuagé®H, NG|, HQ! sQf Ccb! Br et
CQ'Y) peut oxyder la matiére organique préserfiderrmann 2003;Herrmann et al. 2010) Pour
simuler la chimie organique dans les nuages ohécanismes en phase agise ont été développés
Ainsi, &s études de modélisation ont montré [Ju %} ES v « A}] « [}AEC 3]}v o[]vs
VUL P U % E A u%o0 Vv <pu] }v E&v o (}E&u SJ}v [ 1 }&E ol<p U o

abondant dans les aérosols tropogplyues, a partir de glyoxgHerrmann et al. 2005;Lim et al,
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2005) Cependant, en raison du grand nombre de composés et de voies chimigueembreuses

incertitudes demeurent suek cinétiques et les mécanismiegpliqués

2. Les microorganismes dans les nuages

Environ 10 a 4@ dela totalité des aéra}oe % E * vSe Ve odppantieriedt &la
classe des aérosols biologiqués.(des particules vivantes ou mortes qui sont ou qui dérivent
[} &P v]vivants)(Morris et al, 2011) Parmi eux, on recense gbactéries et des @mpignons
ces étres microscopiquegantdt appréciés pour leur potentiel biotechnologique et tantbttelétés
pour leur pathogénicité. Les microorganismes ont été idertifEins de nombreux compartiments de
o[ Su}e%Z E U C }lu% E]e V-t é&édécrtspour Jdpreonmereviois p&attler et al.
(2001)X §§ ¢ S§]}v ¢[]vS & <+ (Eorigine, le(E |dizersit¢ ptdHeur nombradans les

nuages.

2.1 Historique

La présence de microorganism@santsdans |'atmosphérest évoquéedepuis plusieurs siecles.
Leur existence étésuggérée pour la premier®is en 167(ar Antonie van Leeuwenhoedui émit
I'hypothése que certains organismes peuvehf A & Ve 0— ]| @Drutrdp pefitf]mour étre vus

o["]o v uetlehplue fardla thése de la génération spontanée (hypothése selon laquelle un étre
vivant peut apparaitre sans ascendance) est réfutée par Lazzaro Spallanzani qui apporte ainsi la
preuve que la contamination des aliments est due a de petits organisf@sp vSe ve o[ |E ~i60AN
Au milieu du XIXs] o U e« JEP v]eu ¢ ¢}vd v(]v } +e EA U [ }JE % E Z
%oluee] & ¢ SE Ve % HEadvine 1946 )Ruiodar] KBuis Pasteur qui déalids bactéries et des
moisissues viablesdans I'air des rues de Paris et, a plus faible concentration, dansid®ihautes
montagnegPasteur 1861)

Depuis cette époque, la présence de manganismes dans l'atmosphére $§S]E& o[ $S vS§]}v o]
communauté scientifique en particulier poses implicationglansdes questions de santé publique
(allergies, asthme, irritationgtc) $§ SE veulee]}v [ P vief¥artick}de synthese
de Polymenakou2012). Rus récemment) o ¢« u] GE}}EP v]eu - o[ ]J& }vs § Su ]
impactsdans les domaines de ldimatologieet de o[ }o Jdhki quepour leurs réles dans les
processuphysice ZJu]<py -« o[ Sra{Dégullaume et al.2008;Delort et al, 2010;Womack
et al, 2010;Després et gl.2012) Actuellement des microorganismes vivants ont été identifitsns
la plupart des compartiments 0— Su}e%Z & <u[]o <[ P]ee l'eau dds hiages,ad} U
brouillards ou degrécipitations(dont la pluie, la neige et les grélondy niveau de la mer jusqu'a la
stratosphére ou lanésosphérgimshenetsky et gl1978;Wainwright et al, 2003)
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2.2 Emission et transport

Les microaganismes sont omniprésents sur Teqee ce soit das leseaux de surfacele solou

surla végétation lls peuvent connaitre un cycle de wi@ I'atmosphere comme illustréur la|Figure

et ainsi céoniser de nouveaux environnemenRécemment, le concept d'une biogéograptians
atmosphére a & introduit décrivant ce milieccomme un éosystémespecifique, transitoire et
ouvert(Womack et al.2010)
>[ u]ee]}v e u] E}}d@aRs Vhroosphereest principalement liée a deprocessus
usd }JE}o}PJcu *X 0o A E] v (}v 3§]}v utypd de cduveiturd He lasurddce o
par exemple) et en fonction du temps (selon la saison et le moment de la joytiéedhart 1997)

FigureA W Z % E + v3 3]}v «+ Z u §]l<p u C o Al e u] &}}IEP v]eu -
facteurs limitant leur survie et leur activité sont indiqués en rqugly et al.2013a)

Les océans sont uneource importante de microorganismesion seulement en raison de
I'énorme volume qu'ils représentent (P@ de la terre est recouverte d'eau deer), mais aussi en
raison de leumicrocouche de surface qui peut étearichie jusqu'a 10.000 fois en microorgemes
par rapport a l'eawsituée endessous(Grammatika et Zimmermar2001) L'interaction directe de
cette couche avec l'air assure wransfert de biomasse importanters I'amosphére. Lorsque les

bulles d'air prodites par le bris des vagues aslprécipitationsclatenta la surface de l'eau, les
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aérosolsdont les cellules microbiennes sont éjectés dans l'atmospl@&reméme temps que les
microgouttelettes(Blanchard 1989) En fonctionde différents parameétreslq taille de la goutte, la
longuep CE SE i S * Moo le caraetee hydroghobe de la surface des cellulds,
composition chimique du liquidela concentration déactéries dans les gouttes éjectéesut étre
plusieurs centaines de fois supérieure a celle de l'eawardirpde laquelle l'aérosol a étéormé
(Burger et Bennejt1985;Aller et al.,2005).

Les microorganismes peuvent également étre aérosolisés depuis la végétation et le sol. La
surface des parties E] vv e e %0 vS ¢« ~0 ¢ ( H]Joo *U 0 ¢ (0 uE* 5 0 ¢ (E}
PE v viu E ul] €E}}EP v]eu X Kv +3]Ju <«pu[ dp*Z16%ackriesy § JE U
colonisent la surface des feuill§slorris et Kinkel 2002)ce qui place la végétation comme une
Ju%}ES vS <}uCE [ ulee]}v u] E}}EP v]eu « A E-* o[ Su}*%Z E U
quelques 18 bactéries(Whitman et al, 1998) Le pmcipal facteur responsable de leur émission
depuis ces deux compartiments est la vitesse du vent qui permet de soulever directement les
microorganismes ou les poussiéres sur lesquelles ils vivent.(} E&u S]}v [ &E}*}oe % us P o
résulter o []utd%te gouttes de pluie sur les feuilles ou le @@hdemann et Uppefl985;Hirano et
Upper, 2000; Huffman et al. 2013)Néanmoins, d'autregparamétres météorologiques peuvent
égalementagr sur l'aérosolisation tels que I'humidité et la température doierviennent en
modifiant les forces de liaison entre les cellules et leur supgartdemann et Upperl985;Tong et
Lighthart 2000;Jones et Harrisqr2004)

La plupar des microorganismes en suspensian dessus des terres sont associéea particules
de diamétre aérodynamique supérieur a 3 |{Bhaffer et Lighthart1997)X /o % pus <[ P]&E 00

PPolu E =« }u u] €}}EP v]eu ¢« e[ 0 Avd ve O[]E v & Vv§ E
végétaux ou animaux, a des particules de std, (Bovallius et al.1978; Donaldson et al.1983;
Leck et Bigg2005;Huffman et al. 2010) Cette associatiomes bactéries avec des particulesir
% Eu $ [ WPuvsd E o pEes Z v - ‘HEA] ve O[ Su}e%Z E Vv o %o
stress environnementaue.g.Lighthart 2000)

En raison de leur taillee$ bactériesfont partie des particules ayant le temps de résidence dans

o[ Su}*%Z E 0 % ope 0}vPX ' v (E oelesndittodrgansinesg pedvertEséjourner

Ve O SU}*%Z E %oOpe] HE>* i}JuEe+ A}JE + u ]v des~estidr@ions 3§ A i
numeériques deBurrows et al 20099 et par conséquent, ils peuvent étre transportés sur de longues
distances (des milliers de kilomeétres) et ainsi coloniser de nouveaux hafitatpero et al.2005;
Kellogg et Griffin 2006; Smith et al. 2013) Les microorganismes peuvent étre éliminés de
O[ Su}e%Z E <*}]S % E %€S ¢« ~ Z ]}V * S]Ju v8eU ee%o0 vS U

v }vsd § A O[] Su}le%zZ E U <}]S % E % €S Zuu] ~ Ye@eige%o ]S S]}ve
v [ USE ¢ (}E&uU » —-ZC E}u Baj @nségoent, keur temps de séjour dans
I'atmosphére dépend des facteurs météorgiques (température, humitd, intensié du vent et

transport horizontal et vertical des masses d'airc.» U 0o HE }pE [ ulee]}v ~ » €& P]
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peu de précipitations conduisent a des temps de résidence plus long) ainsi que de leur capacité a
rejoindre un nuage (activité etant que CCMu IN et a le faire précipiter (activité glacogéne ou Ice
Nucleation Activity (INAYBurrows et al.2009b)

2.3.Composition microbiere de I'eau des nuages

Alors que les études sur la composition microbienne des écosystemes terrestres et marins sont
en constante augmentation, seules quelques études reportent la diversité microbienne dans
I'atmosphére et moins encore se concentrent uphase aqueuse de v P ¢ X Rd¥asEhild et
Mancinelli(2001) « o[ ]E S o[pV . Ev] E » (E}vS] & - o[ £%0}E S]}

Pourtant, ce compartiment joue un réle majeur dans la dissémination des microorganismes a travers

(7]

le globe.La détermination de la diversité et de la concentrationraitroorganismes est également
une question importante car ils peuvent influer sur la formation des nuagdssprécipitations.

Les données rassembléesdeissougésument I'état de nos connaissances sur la biodivedsté
o[ M e v pBurela descriptin de la diversité des microorganismes ddiasmosphére, se

référerauxarticles de synthése dBurrows et al(2009) deDesprés et a(2012)et de Gandolfi et al.
(2013).
2.3.1.Description quantitatie

Les observations microscopiques d'échantillons d'eau des nuagegvélé la présence del®’

a ~10 bactéries par miet ~1G & ~1d champignons% E u> [ P Ve 0 ¢« VU P e ee  0Z

(les concentrations détaillées sont décrites dangT&bleau2). Parmi la communauté totale des
microorganismespuv SE ¢ (] 0 % E}%}ES]}v [ vSdEoinSudE 1% V2% dess ]A o -
bactéries et3 % a8 % des levures sont cultivables en laboratoire sur un miR24, miliewestiné a

o @&E}]ee v e u] E}}EP v]eu - (Bauerefal.2003;Vaitiliogom et al.2012) Ce
ratio est simjo ] & U %}uE vS P & v }vsSE ve [ uSE « VvA]J@YvVV u vie
les lacfAmann et al. 1995;Bernard etal., 2000)

Tableau?2 : Concentratioades microorganismasesurées ve o[ W Vi P oo

Site Altitude Concentration Concentration Etude
(m) bactérienne (mL}) fongique (ML)
Puy de Déme, Amato et al, 2007d;
y 1465 3310-251F 891%-321d ¢
France Vaitilingom et al.2012
Mont Rax
_ 1644 4,910°-8,11d 5910 Bauer et al. 2002, 2003
Autriche
Mont Sonnblick
. 3106 7,910°-2,5 10 Sattler et al, 2001
Autriche
Prélevement par avion
P 2240-3350 92 10}-4,3 10 Kourtev et al.2011

Michigan, U.S.A
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> e }v VvSE S]}ve u] €} ] vv - Ve O Su}le%zZ E <« Z <}vsS }vvypu
variabilité temporelle (selon le ament du jour ou la saisofiLighthart 1997;Fahlgren et a).2010;

Bowers et al.2012) et spatiale (verticale et horizontajd-ulton 1966 X Ve o B * VU P U pv
tendance saisonniere de la concentration en microorganismes a été mise en éviderfomatar et

al. (2007b)qui ont identifi€ e concentrationtotale en bactéries plus faible en été et plus
Ju%}ES vd v Z]A EX o [deac@Eresituttivabls atieignaibnmaximum en é et

son minimum en hiver, probablement en raison des conditions climatiques plus défavorables a la
surviede la majorité debactéries. Par la suiteyaitilingom et al(2012)se sont également intéressés

a étudier la variabilité saisonniere de la concentration en nuage mais sur un plus grand nombre de
données (dont celles d 3 E A Am/Eto dt al.(2007b)e 3 Vv[}v3 % pn u $3E v AVvs
variation saisonniére significative.

Enoutre, [} E]P ]V 0O U e [ ]J€E ve 0 <y oouenmcedd Epncemtratiper? Jv (o
microorganismes. En effet, tout comme ¢ }v VvSE S]}ve v u] E}}EP v]eu ¢ ve 0]
séche sont plus importantes dans les zones urbaines et rysalepportauxsites cétierdBovallius
et al, 1978;Di Giorgio et a.1996) les vy P ¢ Jeepe Uuee e []JE Vv %aEEA v Vv
continentalestendent ahébergerdavantage de microorganismes que cgligiginairesdes régions
océaniguegqVaitilingom et al.2012) Bien g les études ddmato et al.(2007b)aient identifiéune
corrélationpositve vSE& o }v VvSE S]}v v u] G}}EP v]eu s S 0 %,U pv u (

VSZE} %] < [ iMarinpniRetal., 2004) les travaux devaitilingom et al(2012)sur le long
§ Gu vVv[}v8 u]e v A] v U signifiafiv€Eentrdg$ $oncentrations microbiennes
et les caactéristiques physicohimiques des nuagépH, composition ioniquestc.).

% ES]E u *uE « {fphosphale (ASRE ]June molécule impliguée dans le

métabolisme cellulaire énergétiguet de colorationgpermettant de différencietes cellules ables
et les cellules mortesl ] o S ulvsE&® <«p[puv PCE v upodvantsaller jasquaopo o
959%, est métaboliquement activéBauer et al. 2002; Amato et al, 2007c;Hill et al, 2007) Par
ailleurs, les microorganismegourraient mémese divisermalgré la basse température qui regne
dans I'atmosphérea condition que leur temps de résidence soit suffisamdns un nuage persistant
pendant 24h a 0°C, les microorganismes pourraient leoir population augmenter de 2% (Sattler
et al, 2001) Cette activité métabolique est a la source de nombreuses interrogations sur le réle des

microorganismes dans tmposition chimique des nuages.

2.3.2.Description qualitative

‘He<u][ u Jv8 v vEU 0 ¢ < O<h ¢ SHu ¢ ¢[]vS ] EVF v l}O0%o}]S]tVv
nuages se sont principalement basées sur des techniques culturales. Ces méthodes, éa plus
fournir une information quantitativdd % @&u $3 v8 P o u v8 []*}o & § Jve EA

microbiennes issues des nuages dans le dmitdéterminer leurs caractéristiques (conditions de
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croissances, sources de carbone utilis&s) ou de les utiliser en laboratoire comme modéle pour
des expériencesCependant, ces méthodes sont soumises a un biais important puisque seule une
faible poportion des microorganismes peut étre cultivée sur un milieu donné. Les techniques de
biologie moléculaireie. * <« supE& o0 * ] ¢ VH O JcH . OOHO °* *}VS
alternative de choix pour contourner les limitations des techniques miktgs. Cependant, ces

u SZ} e« }vs ipge<u[ uélgtéypesappliquées au milieu nuage, notamment a cause des
faibles concentrations cellulaires présentes et par conséquent, des grandes quantités de volume

nécessaires pour les analyses.

Figure5 W & E «<u v [} » A 8]}v ¢ e}pu Z ¢« po3]A o - § E] » ~ o

de nuage prélevée au sommet du puy de D6me entre 2003 et 2010 sur 24 et 17 prélévements
respectivementJoly et al. 2013a)

Les souches bactériennes identifiégspartir de I'eau des nuaggwésententdes similitudes
importantes avec celles rencontrées sur la végétation, dans les eaux de surface, les sols et les

environnements froids.
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Parmi les bactéries hétérotropbke cultivables, les especes appartenant aux phyla des

Actinobacteria, Firmicutes, ProteobacteriarU- tU-) et Bacteroidetesont prédominantegFigure5).

A un niveau plus fin, les souches appartenant aux geriPesudomongs Sphingomonas

Streptomyceset Rhodococcusont les plus fréquemment rencongs (Figure 5) (Amato et al,
2007d;Vaitilingom et al. 2012) X > ¢ S -« e o ouy@E o[ E}VE E A0 0 %E vV
groupes(Ahern et al. 2007;Bowers efal., 2009)ainsi que des espéces cyanobactériennes (bactéries

photosynthétiques)YKourtev et al.2011) Ces mémes phyla ont également égcdts ve [ PSE -
}u% ES]Ju v3e o[ Su}e+% Z g& (Désmrés el al.2007;Herer et al. 2008;Bowers et
al., 2012;Zweifel et al. 2012) la neige (Amato et al, 2007c;Bowers et al. 2009) ainsi que les
grélons(a v-8emkiv et al.2012)
Les espéces appartenant au gefseualomonassontdes bactériesibi<p] s o %o utliser |
une large gammede sources de carbone. Sous certaines conditions, elles peuvent produire des
] E}%Z}E& U u}lo po s Z o SvS o-°*us puk SE ve]s]}tvun (Jv - pP
élément nécessaire dans de nombrees réactions enzymatiquefCody et Gross1987) Ces
microorganismes pourraient ainsi modifier la chimie du nuage car le fer est un élément oxydant
central dans la réactivité en phase aqueyBeguillaume et al.2005)En plus de ces progtés,
ES v - § E] *» %ZCS}% SZ}P v » BséwddiBdnas sydingaiit c#anues
%o }UE Jv MJE o (}E&u S]}v Po % ES]E PIuss « [ H *pE(}V M
a celles rencontrées dans les nuagefsle paragraphes.2).

Les espécegppartenant au genreSphingomonassont des bactéries pigmentées jaunes ou
orange couramment rencontrées dans les milieux aqua&sjou en association avec des plantes.
Elles sont souvent décrites comme un genre majeur dangNairon et al, 2005;Brodie et al. 2007,
Fierer et al. 2008;Fahlgren et al.2011)et dans des endroits trés reculés et constamment gelés tels
gue 'Antarctique et les glacief€hristner et aJ.2000;Busse et al.2003;Foght et al. 2004;Miteva
et al, 2004) La prévalence deSphingomonaslans ces environnements swgg qle ces bactéries
sont transporté@s de facon efficace sur de longues distances par l'air, les neaggs précipitations.

En outre, certaines souches ont été reportées comme extrémement résistantes a de fortes
concentrations d'oxydants comme le peyae d'hydrogéne, l'une des principales sources de
radicaux libres dans I'eau des nuagelesont aussi la capacité de s'adapter rapidement a I'évolution
des conditions nutritivegEguchi et al.1996)

Les espéces du genB&ireptomycesont des bactériesommunément rencontréeslans le sol,
dans l'air et dans les glaciezs sontcapables d'utiliser une grande variété de composés en tant que
source de carboneElles ont été particulierement étudis en raison de leur capacité a former des
molécules d'intéét médical commeales antibiotiques et ds médicaments contre le cancrias et
al., 2011;Solecka et al.2012) Les bactéries du gen&treptomycesont des bactéries sporulantes :
les spores sont disséminées dans l@ar le mycélium aérien lorsque les conditions ne sont pas

optimales pour leur survie. Parmi les autres genres rencontrés ldsmsdes nuages, les espéces du
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genreBacillussont également des bactéries formant des spores. Elles produisent ces spores comme

forme de résistance afin d'augmenter leurs chances de survivre a des conditions défavorables

semblables a celles rencontrées dans les nuddessiccation, absence ou fabtoncentration de

VUSE]JuU vSeU opu] E hsU }u%o}e « S}AE]JcY o Vve 0[] SS VS }v 18]} ve
Enfin, lesespeces du genr&hodococcusont des bactéries ubiquistes, pigmentées rouges ou

orange, frequemment décrites dans l'air et dans les échansllde glacier. Elles sont capables de

dégrader une grande variété de polluants (par exemple, des hydrocarbures) et sont couramment

utilisés dans les biotechnologies pour synthétiser des molécules d'intérét (acrylamide, vitamines,

antimicrobiensgtc.) (Larkin et al. 2005)

La composition bactérienne o[ U vyarig en fonction des saisor{igure6| Amato et
al, 2007d)X > %o @} %o} E §]} WwPraEobastghes, parvexemple, est multipliée par un facteur
% E} Z i v § % E E %%}ES 0[Z]A @Eurphissfons résistancevaux v E ]e}\
UV (Agogué et al.2005) } i [MV HPu vs S]}v e o ¢luE --Protédbacténdd o ¢ v

étant un phylum fréquemment associé a la végétation.

Figure6 : Composition de la microflore bactérienne cultivable en été et en hiver. Les données
présent@s sont les valeurs moyennées pour 4 événements nuageux en hiver et pour 3 événements
nuageux en étéAmato et al, 2007d)

En ce qui@ncernant les espéces de champignons, les levures cultivablessisofggatir de I'eau
des nuagesppartiennent principalement aux phyla des Ascomycd&esles Basidiomycétes avec
une dominance des genr&ioszegn, Udeniomycegt CryptococcugAmato et al, 2007d;Vaitilingom
etal,2012)X D oPE o0 % p [] chaijgipnodsilamenteux dans les nuages, ils somt
aussi présents surtowtous forme de spores dssémination/Amato et al, 2005, 2007d)

Parmi lesbactéries et les levures isolées a partir de l'eau des nuages%bBles souches
cultivables présentent une pigmentation. La plupart d'entre elles sont de couleur oranég) @3es

autres sontjaunes ou roses (2% et 10% respectivementfVaitilingom et al. 2012) Les pigments
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sont connus pour agir en protégeant les cellules vivantes dans des conditions hostilesetdds q
rayonnementsJV(Tong et Lighthart1997b)ou lesfaibles températureg¢Fong et al. 2001) De plus,
ils améliorent les chances pour une bactérie d'étre aérosol{Béeger et Benneft1985) Ces deux
raisons peuvenéxpliquer la proportion importante de cellules pigmentées dans I'eau des nuages.

En conclusion, I'eau des nuadexberge une microflore diversifiéaontrant des gnilitudes avec
celle présente dans les écosystemes sourBé&n que la microflore cultivable ait été décrite, il serait
ujvs vvvsv ¢ ]E [ A}]E . 0 }u%el}e]S]}tv 0 u] &}(o}E 38}3 «
biologie moléculaire.

laététu}vSE <«u[pv SE « o &GP u i}E]S . OOMO « u] E} ] vv « @&
active dans les nuages. Ceci impligue que malgré la difficulté des conditions atmosphériques, ces
microorganismes peuvent vivre, ou au moins suryidems ce milieuLa part] *p]A vs e[]vE E e+« E
a décrire les conséquences des conditions physitmiques sur la survie des cellules microbiennes
dans de telles conditions

3. Impact des conditions physicohimiques des nuages sur les

microorganismes

[UV %o}]V$E Au 165 \ugged)U 5 %oope Po} o u v3 sohtSdds %Z E U
environnementshostiles pour les micoorganismes(Jones et Harrisgn2004; Delort et al, 2010;
Womack et al. 2010) En plusdes faibles teneurs en nutriments des brusques changements de
température des effets de la lumiére solaiet des oxydantsencontrés dans une atmosphére séche,
les microorganismes doivent faire faaans les nuages la présence possiblele nombreux

compogs toxiques, a des changements de pression osmotiqueueedphase liquide pouvant étre

acide(Figure4).

D ]v§ vhaméodtasie cellulair@st alorscrucial pour préserver la viabilité des cellulesetC
équilibre estnotamment permisgrace 0 % E ¢ Vv [LV % E}] oopo JE <u] J°}

intracellulaire du milieu extérieutcChez les bactériesedx types deparois sont différenciées ar la

coloration de Gram(Figure 7). Chez les bactéries a Gram positif, la membrane cellulaire est

E }uA ES o[ A£S @EpdisgeEoubtae e ppptidoglycaneune association de sucres N
acétykmuramique etN-acétylglucosamineet de courts peptides. & paroi s bactéries a Gram
négatif par contre ¢S ju%o}-e [pv }u Z pefptidoglycane insérée entre deux
membranes phospholipidiquesW o jnterne et o[ W &XErne.La capacité des bactéries a résister
aux conditions environnementales dépend en partie de la capacité de leur pardirienir le
contenuintracellulaire o[ &8 ¢ *SE ¢+ 3 % E ugVes bacteried pessédent une

paroi a Gram positif ou négatif, leur sensibilité peut varier.
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88 %o ES] e[]vE E o en@sE SIMEVS o[ Sule¥%Z E % HA v3 v
la survie des cellules microbiennes ainsi que les réponses misplaee par les microorganismes
pour se protéger de ces attaques.

Figure7 : Composition de la paroi cellulaire chez les bactéries a Gram positif et négatif
http://stl_bjb.ac-dijon.fr/microbio/mparoibacterienne.htm

3.1Lumieresolaire et oxydants

Dans les nuagesomme dans de nombreux environnements terrestriesmicroorganismesont
soumis au rayonnement}o J@E& U <u[]o o[ P]ee opu] E Al*] o ~o}vPu pE- [}
ou des ura-violets {(ongueurs [}v ¢ 280 a 400 nm). Ces raysersont connus pour créer des
dommages potentiellement létaux sur les culturextériennes >[ A% }*]S]}v g E C}vv u vS o}
S [ ]Joo UE* pv % E} }vs u]v §]}v o[ p pE&Spomer etap viu E
1997) Les travaux deTong et Lighthart{(1997a)ont montré que les b § &] - o[ Sule% 2z E
présentent des sensibilitéaux rayons solaireslifférentes selon le moment dela journée: les
bactéries présentefa nuit sont plus sensibles aux rayonnements solaires que celles éebetimidi
% E S u%e Vve}lo ]Joo X ] e« umePséEctionuddo backElies par les rayonnements
solaires au cours de la journét que par conséquent, la lumiere solaire est un facteur déterminant
pour la survie des microorganismes
Les rayonnements solaireplus particulierement les U\heuvent agir de facon directsur la
viabilité des celluleen créant des mutations ou des cassudens o[ ETlutefois, les rayons
oo} ] e * }uu P e+ }EE *%}Vv VS (] o o})vPu pE* [}v U P v |

300 nm (254 nm pour les lampes germicides utilisées en laboratoire pour stériliser). Comme le

montre lgFigure8| ces rayons sont cependant trés minoritaireroins de ®6 des rayonnements
*}o JE ¢« 885 ]Pv v8 0 uCE( o d EE +}vS SSE] M ° e 0}vPpu pcC
(Coohill et SagripantR009)
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Figure8: Spectre solaire racau niveau du sol paielclair, spectre mesuré 3 Septembr2013a
10h00sur le campus des CémsaAubiére altitude : ~400m).

Par conséquent, la mortalité liée a la lumiére solaire est principalementaldes longueurs
[}v *u% EEnefiEt, des rayonnements solaires peuvent agidirectement en formant des
*% o E S]A - O[}ECP v }u ZK” ~Z §ldleska@i@ix supetaxysess 3 o
HQ.Y0,t et hydroxyes ‘OH ainsi quele pero £ C [ZC @R @es radicaupeuvent alors
oxC E o¢t lds acides aminés des protéines causant de séveres dommages cellflaies et

al., 1993) De plus, ils sont responsables de la formation de radicaux second@irksperoxydation

deslipidesU pv €& S]}v <pu] uposS]%o] of (( 8 §}g€E¢9'L(Siglﬁret§aaELQQQ)}ﬁE(; S1( -

Figure9: Chaine réactionnelle conduisant a la peroxydation des lipides cell(¥inasg et
McEneny, 2001)

Le ¢% <« E ] O]JE& « }AECP V ¢« }JU V]SE = %E * vS e Vve O[] L =
les parois cellulaires. Une fois internalisés, ces composés peuvent interagiteave@tabolites

cellulaires de facon identique a celle décrite précédemment.
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Pour parer a ces effets néfastes, les microorganismes ont développés de nhombreux mécanismes
qui consistent a (1) limiter la production de RQ%2) diminuer la concentrationreROS (3) réparer
les dégats subis par les bactérigsishchak 2001) Le systéme de défense des microorganismes
contre les ROS implique notamment des molécules antioxydantes telles que des vitamines (acide
ascorbigue ou vitamin  U-tacopherol ou vitamine Egtc), des polyamines ainsi que les pigments
caroténoides(Tong et Lighthart 1997b; Dieser et al. 2010) Les pigments caroténoides ont la
capacité de piéger les radicaux HO & o[}AECP v ] gfiumns rdéponsables de la
peroxydation des lipidegStahl et Sigs2005) v SE ve( & WEPH[ [ Adgdces]dadicaux
vers les caroténoides qui la dissipent. DansSlu } « %o Zurlgrand nombre de bactéries pigmentées
sont rencontrées. environ 55% des batéries dans les nuages et environ ®0des bactéries en
cUe% Ve]lv ve o[ %ogeddertdes pigmentgAmato et al, 2005;Fahlgren et a).2010;
Vaitilingom et al. 2012;Zweifel et al. 2012) L'un des genres dominant la composition microbienne
des nuages, le genrSphingomonasest par ailleurs connu pour sa forte pigmentation orange ou
jaune. Il est fortement probable que cette caractéristiqueconfére un avantageour la survie aux
rayonnements solaires.

Un autre mécanisme de défense desllules fait intervenir desenzymes spécifiques qui
dégradent les oxydantf-jgure10l* X /0 <[ P]S %.d€EBsupdEoxyde aismutases (SOD) et de
catalasegqyui, par des réactions successives, permettent la transformation des radicaux superoxydes

S M % E}AEC [ZzC E}P v v 1i#B EP | 2008) Bn ce gui concerne les
oxydants rnrés, les bactéries peuvent intervenir sur les précurseurs égpéceshautement
réactivesW 00 * % HA VS % E /&£ u%0 SE ve(}EuU E o u}v}iAEC [ 1}8
composeé plus stableia o[ 5]} we oxyde nitriqueréductasg(NOR)

Figurel0: Schéma simplifi@es voies de biotransformation des espéces oxydantes présentes dans les
nuages. Les fleches vertes représentent les voies enzymatiques. Les fleches orange aartespond
voies de transformation photochimiqu®lOR Nitric OxideReductase; NiR: Nitrite Reductase NR:

Nitrate Reluctase; SOD SuperOxydeiBmutase
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ve O[] Su}e%Z E® U o u] E}}EP v]eu ¢ <}vS (& <p uu vs E v
[ PPo}lu G %opue] HE- OOHO ¢ VPou - ve uv u SE] [ £A}%}0C
association avec des particules inertes (poussidresol, fragments de feuillestc.). Ces particules
peuvent alors jouer le role de bouclier en protégeant les cellules microbiesggsayons incidents
(Ormeci et Lindgn2002)augmentant ainsi les chances de survie des microorganismes. La formation
de spores de rEstance pour les champignons et certaines bactéries est également une stratégie

pour améliorer les chances dersie aux rayonnements solaires.

3.2, Composition chimique

> Ju%e}e]S]tv Z]Jul<«u e VL P e ¢ (JESUVSE AE] 0o S % Vv
[ ]@harbouillot 2011) Selon les conditions, le pH peut varier entre 2,2 et 7,0 uifésinoni et
al., 2004;Hill et al, 2007)ce qui, bien que trés acide, est loin des limites connues de croissiasce
microorganismes wj peuvent se développer a des pH proches dm0r certaines espécgSchleper
et al,, 1995) Toutefois la plupart des microorganismesmt despH optimaux de croissance compris
entre 5 et 9(Padan et al. 2005) Audela de ces limites, leur survie dépend de leur capacité a
maintenir leur pH cytoplsmique a des valeurs compatibles avec leur métabolisme.
>[Z}u }e8 ] WM %o, Ve 0 OOHO * 5 [Ju%}ES v %op]ecp -« A E
% HA v3 u} ](] E o <+}op ]o]s « % E}3$ |v via B pgtori@idn] e casiCu 3]«
macromoécules Méme en conditions acides, les bactéries ont la capacité de maintenir le pH de leur
cytoplasme a une valeur constante graceaie pv (] o % Eu ]Jo]$§ o [ev®)E o %o (
HV *}ES] ]Ju% }E B viddes[ggmpes a protons intégrées dans leur membrane préservant
de cette fagcon a la fois leur viabilité et leur activité métaboligBeoth 1985)X [ HSE % ESU o
cellules peugnt augmenter le pouvoir tampon de leur cytoplasme en produisant des protéines et du
glutamate(Booth et Kro|l1989) Elles peuvent également modifier la composition de leur membrane
%00 *U]<H M % E}(]S [ ] « PE ¢ ¢ Fuidté-de la] membjrape et protege la
cellule plus efficacemer{Beales 2004)
V %00 of] 115U o+ oopo e+ u] E}]Jvve }AVS (]E ( Ve (
composés généralement considérés comme toxiques tels que les oxydants fourlaldéhyde.

Cependant, un grand nombre de microorganismes peuvent dégrader, voire utiliser ces substances

«nocives» pour leur métabolisme comme présenté danspgasagraphes.1let|5.1.2de ce chapitre

3.3 Evaporation et condensation

Les nuages sont des systemes dynamiques ou le tempsialedes gouttelettes prises
individuellement est relativement courtW o[ p ¢ }v ve Ju o[ A %}E USIUE * %o C
les conditions météorologiques rencontrées. Ces changements de phase causent des variations de

concentration en solutés autoudes particulegn diluant les composés solubles des aérosols
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~ v ve §]}ve }pu v }v VSE VS 0 ¢ *}OuS o Jee}lpue Ve o[ M O]<u]
(évaporation).

e Z VP uvsSe v e¢}vS % ¢ ¢ ve JV(OMU V *UE O ¢ u] EBPIEEP Vv]eu -
rapidement pour survivre. En effet, parce que les membranes cellulaires des bactéries sont
% CEU 0 o[ L u ] %o 0 %O0OU% ES e elous ¢« E v }VvSE - Y
[}Jeu}o E]S p u]o]l p AS Ev vOEothgue(i.e. oshjoladt€ Stpdieure dans le
milieu externe) ou hyp@smotique (e. osmolarité supérieure dans les cellules) pour les

u] @}1EP v]eu oX > o OOHO ¢ E %}v VvS ]Jved v§ v u v§ e Z VP u

entrant ou sortant pour équilibrer lesoncentrations intra et extracellulaires|Kigure 11). Ces

Z VP s [ M [ }u% Pv vs A E] 8]}ve u A}opu CS3}%oesulcpy &
HPu v8 §]}v u Alopu C3}%o0 sul<puy A}E o[ o 8 u vs -0 OOHO
}eulsSl<pg I % E pv E SE ] u VS ]U % } EoSmosiquefdsenkd u1989)1¢ ZC % &E
choc hyper}eu}S]<p [ }u% Pv P o wug®entpfion de la concentration des
us }o]s - o[]vs ] UE 0 OOpO < (Gaxielapet abh[12ESE [BYA] <M
Jul]vus]liv of M ]*%}v] o S }v o[ 3]A]% u 3§ }o]«u * OOHO *>

Figurell: Changements cellulaires suite a un choc hygmotique ou hypeosmotique, adaptéle
Morbach et Kramer2002)
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Lors de faibles chocs hypesmotiques, le rétrécissement cellulaire peut étre inversé par la
% &} U S]}V I o[ MupoO 8]}V bolifse.comp#tillesmu« dsmoprotecteurs».
/o [ P13 "U}V* k - ésu(putamate, proline, alaninetc., de courts peptides ou de sucres
(saccharose, tréhalosefc.» <p] v[]vd & PJes v8 % « A o 3]A]3 u § }ol«u .
% Eu §3 vs [ pPamolaitéeuacytoplasme et donc de réhydrater la cel(@seonka 1989)
d}pus ¢ e« u}o pHO ¢ }VS %}PE %}]vS }uupv [!ISE <}op 0 ¢ ulu (}ES
un flux a travers la membrane régulé par la cellule (transpoif)d@uterrez 1995)

>S[Uv . [Le e Uult@E&s o] o] MAE Z} o }eul}S]<p U Vv %O0Oue .
cytoplasmique, est liée au repliement des membranes lors du choc {ogmeotique qui forment
alorsdes vésicules. Lors de la réhydratation, ce déficit en membrane est responsable de fuites du
cytoplasme et de ce fait, de la mort cellulafiille et al, 2005)

> « A E]S . P 3¢ % E} p]se paraddn @t-de CormlensatjorA autour des
microorganismes dépend de différents facteurs, en particulier du type de cellule microbienne sujette
au stress. En effet, les bactéries a Gram positif et les levures sont généralement considérées comme
plus résistants a la dessiccation et aux stress osmotiques que les bactéries a Gram négatif en raison
de leurs parois cellulairedille et al, 2005;Nocker et al 2012) Cependant, le regroupement en
agrégats de plusieurs cellules constitue une forme de protecfdanier et Lindow 2003) La
concentration maximale en solutés atteinte impacte également la survie des cellules, de méme que
la vitesse a laquelle le choc osmotique est prodMitirechal et Gervajsl994) La température de

Z} S [Ju%}ES v %op]e<ph e O}v 0 ¢ 2% ¢ tem@Erptdgrev peet) pv (]

augmenter les effets du choc ou les attényelarrison et Morgan1974;Laroche et Gervaif003;
Mille et al, 2005) De plus, le taux de survie des cellules peut varier avec la durée passée sous forme
desséchééNocker et al.2012)

3.4Basses températures et cycles de gel et de dégel

Dans les nuages, les microorganismesnt soumis a des brusques changements de
températures de l'ordre de la dizaine de degrés en quelques secondes, par exeanptas de forts
vents verticaux,% JpUA vE ¢ SE H]E % E o SE ve(}EuU 3]}v o[ M o]cu]
inversement. ¢ Z VP u v8e [ § § ¢}vS }vvpue %}uE !SE pv ( S pE *SCE
cellules et leur succession est méme utilisée dans certains cas en laboratoire pour lyser les bactéries
et extraire les protéinegBakir et Hamam¢il997;Benov et Albraheem 2002)

Les stress engendrés par les phénomenes de gel et de dégel sont de troiprippgslement:
thermique, physicechimique et oxydatif. Avant que la formation de la glace ne soit initiée, les
microorganismes sont uniquement soumis a une diminution de la température qui peut inhiber
certaines fonctions ou structures cellulaires. @gpropriété bien connue est, par ailleurs, a la base

o }ve EA §]}v [pv PE v viu E % E} u]S*U Juu % E &£ u%o
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d}pus (}]-U o Julvus]ltv 0 S U% E SPE V[ *S %o * pv ( S HE % @
cellulescomu o[}vs u}vsEE ES Jv » Su ¢ ve(ueiboe] Mazure9r EPErk el
al,1997)X v Pv E oU o ¢ (]0°* S U% E SUE *» JukeO]<p VS * % ESHE
et cellulaire. Elles se traduisent rpane diminution de la fluidité des membranes, des activités
viCu 8]<p » 8§ ol ((]1 18 M E %o uwl§} &, 2a0K)}En paralléle, les
*SEMU SUE » ¢ }v JE - ol E 8§ o[ ZE <}vS pPu vs <u] }v
o[ ((1 18 o & %o0] S]}vU o SE vvamp¥akd pva}1998) o SE p S]}tv
En ce qui concerne les dommages physiques infligés par le gel et le dégel, ils peuvent étre
différenciée ¢« o}v <p 0o P 0 ¢ % &} M]S HV]<H u VS o[ £S5 E] LE } *[]O -
cellule. En effet, lors du gel extracellulaire, les cellules se retrouvent emprisonnées et comprimées
entre les cristaux de glace. A partir de températures cosegrientre-5°C et-10°C, le gel peut se
%o E}% P E ipe<u[ o[]vS E] HE -aple voloim@ du Xytopiame asigmente sous
ol ((§ W Z vP u vs t di%endela membrane plasmique ou la paroi cellulaire,
endommageant ainsi les celid qui ne sont extensibles que dans une certaine limite.
[ MSE % ESU o0}Ee+<p 0o P o 8 ]v]s] Ve UV ¢}OUS]}V <d He U o
o[ § S o]«u] o[ 88 *}o] X >+« P11 & 0+ s}opud « o}Ee }vs vy
concentrent en soumettant les cellules a un stress hyg@mnotique. La cellule compense ce gradient
Zlul<p v 3E Ve%}ES v3 of W A E- o] £33 E] uE VvSE v vE
décrits dans Iparagraph¢3.3X o[]JvA E+ U 0}E+s u E Z p(( u vs § o (}vs

AESE oopo JE U o0 - OOHUO * *}vS e}puu]e o VRY; Jeoe o[}eulo E]S
grad] v§ Z]Ju]l<n % & o[]vS EvV o] S]}v ulo po ¢ [ uX
La formation en grande quantité de ROS est également frequemment associée avec la formation

de glace et le dégel. Il a été¢ montré sur des bactéries microaérophiles o[]v 3$]A §]}v u A
enzymes JU%o0]<d Ve 0 &E ]S v o[}A£C S]}v % E o0 ¢« ZK"N ~ §
Joupd o« E upl]d o 3 puA&E cHEA] Hv C o P00 (Stead et PBrko  [pv (

2000)

En plus des mécanismes de protection contre les chocs osmotiques et les oxydants décrits dans

lesparagraphg3.1let|3.3| les bactéries ont développé des mécanismes spécifiquesnpliquent la

production de protéines en réponse au froid (cold shock proteins ou (GB&)mann et Marabhiel

1996)X > o AW ¢}v8 % E} H]S * %o E 0 ¢ o0OHO ¢ V S}usS S u%eU Vv oOf
thermique, mais leur production est fortement induite par une diminution de la température, et ce

u oPE o Jee [ 3]A]% (Ramo&st 8 2p01)yLa plupart des CSP identifiées sont des

protéines chaperonneé }vS o E€o0o 8 [] E nu E& %0] u vs SCE] Ju vel]}lvv o
des protéines dénaturégsdes protéines associées aux ribosomes ou des prot@imgigguées dans

le métabolisme central ou la chimiotax®Famanaka et al.1998;Phadtare et &, 1999)X [ USE -

2 Bactéries microaérophilesbactéries nécessitant une concentration el @ IpULHXUH j FHOOH GH OfI
pour crofte.
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% E}S 1V » % UA v3 JvE EA VIE Vv E %}ve u (E}] X /o o[ P& %o E } &
}VP o §]}v o[ H *svVve (( 8 E ¢}V %}]Vvs (He]}v 8§ CE Ppo vs Jve]
la recristallisation déa glacgDuman et Olsenl993)

En plus de ces protéinessl bactéries peuvent produirdes cryoprotectants tels que des
polysaccharides extracellulair@darx et al, 2009)}p [ USCE » u}lo po ¢ P 0o u vS Ju%eo]<u
la résisance aux chocs osmotiques telles que le tréhal@s® Antoni et a).1989) le saccharose ou le
glycérol(Panoff et al. 2000)

Plue] H@Ee ( 8 HE-+ Jvd EA] vv v %}uE § Eu]v E o % ]S U

HLPo § p PoX > % EuUuSE Eu]o *3 0 A]S e 0 < 00 o[ (
phase. En effet, lorsque la vitesse de refroidissement esejdes cellules ont le temps de répondre

H Z} }eul}d]<p VvV SCE Ve%}ES vS e+ u}o po s [ pH A Ee o0 ulo]l u AES
limite la formation de gel intracellulairet protége ainsi les organism&s o[JVA Ee+ U ] o A]3 o«
gelestéo A U 0 ¢« u] E}}EP v]eu « v[}tablitwn<€qoilibie afintque et le milieu
intracellulaire est soumis a la propagation des cristaux de dMoeris et al, 1988) Pour chaque
souche microbienne, il est possible de définir une vitesse optimale de congélatiorapsuner la
survie des celluleselle correspond a la vitesse pour laquelle la déshydratation est maximale et le gel
intracellulaire minimal. De méme, lors du dégel, la vitesse de réchauffement est essentielle guisque
(] o A]8 e« U o[ p EHde pemtpde mdpupeau retourner sous forme de cristaux
(phénoméne de recristallisation) qui sont de taille supériegtreloncextrémementdommageable
pour les cellules. La vitesse critiqgue a laquelle se forment des cristaux de glace dans le cytoplasme

% V U 5C %o O0OHO V % ES] po] E lv E 3]} Alopu lepCE( 3

La phase de croissandes cellulegstégalementun facteur discuté puisque selon les études, les
cellules en phase exponentielle de croissance sont plus, autant ou moins a méme de résister au gel et
au dégel que celles en phase stationnaire. |l apparait par contre indiscutable que la composition du
milieu est un parametre déterminan®W. [uv % o0ESU]v]S o § ]Joo e« AJv e }T o] u
liquide entre les cristauXPrice 2000) § [ USE % ESU 0 % & + Vv de] o ¢ }v
peroxyde d'hydrogen®u de Na® % &u § [ u 0]}E E o E ]S v pnPo § u
des voies de réponses commun@anghe et aJ.2003) La composition de la membrane influence
égalementles chances de survieune forte concentration en phospholipideasaturés permet

[ Uuo]}& & o (o A] ]o]s O uuE&v 8§ }v ¢ €& ¢]*Sv X [ MUSCE
présence de pigments caroténoides dans les membranes améliore la dasvigactériegDieser et
al., 2010) De plus, certaines bactéries sont plus adaptées aux cycles dedgetiégel dans les sols,
]o § UlvSE <gu 0 * <% * % % E SPotéobaciévies eb deBacteroidetes
*}vS %ope E ]S vS « u P ol -Protéobautéfies«gont plus $ensibl@dannistod et
al., 2009)
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En conclusion, bien que les nuages soient des environnemddfitsles, les microorganismes ont
développé des mécanismesdysiologiqueseur permettant de survivre dans de telles conditions. Ces
mécanismes sont souvent une réponse générale aux facteurs de stress (pigmentation, regroupement
en agrégats cellulairegtc.) mais certains sont plus spécifiques aux conditions rencont@asame
décrit dans leparagraph¢2.3.2U o[ Su o] }u %o} ]3] hue Ws@yaddsoehéntré la
récurrence de certains groupes microbiens et ce, malgré des préléevements dans des zones
P IPE %Z]<pu * ]J*3]v BecKing (LMBME «3}us 3 % ES}uS u ] o[ VA]E}V

sélectionne». La domv v e PE}U% * u] &} ] ve 0 Jee Vv % ve E <u[]O* *]

sélectionnés pour vivre et survivre dans les conditions atmosphériques.

Du fait de leur activitt métabolique ou de leur simple présence, les microorganismes
interagissent avec lemilieu nuageux etpeuvent jouer différents réles sur les proses
microphysiques et chimiques comme décrit gaiya et Amyot(2004), Deguillaume et al(2008) et
Delort et al.(2010) Ces interactions sont développées dans les sections suivantes.

4. Roles des microorganismes sur les processus microphysiques des nuages

Les aérosolmterviennent danda formation des nuages et le déclenchemertdrécipitations
W E }ve <p v3U ]Joe % pHA vE A}|JE pv E€0 Ju%}ES vs pE o C o
aérosols, les microorganismes forment une classe a padice a leurcapaité a initier la
condensation malgré leugrandetaille et leur capacité a8 @& ve(}EuU E o[ M4 0]<u] v Po
températures auxquelles les autres particules sont inactives. Ces difé8radtivités sont décrites

dans céte partie.

4.1 R6le des bactéries dans la fornmatide gouttelettes de nuageActivité

de condensation

Comme décrit précédemment, les nuages sont formmescipalementpar la condensation de la
A % UWE [ pH *HE * % ES] po s [ E}e}oe ~ Ee <pv o[Zpu] 13 &E
saturation. Pami les CCN, on recense des particules biologiqdeat les pollens et les
microorganismegMohler et al, 2007)

>[Z C P &} & baLtries est relativement faible en comparaison aeles @s particules

(@}
(@)

de sels inorganiques tels que le NaCl (facteur de croiséances E] v [ VA]JE}viUT
[Zpu] ]& o 8]A & [ VA]JE}v iUO %}uE o E o pAatwe)(leedtah uEe [Z}

2002) Les bactéries sont des particuledativement grosses par rapport aux CCN généralement

® Hygrospicitt FDSDFLWp j DEVRUEHU DGVRUEHU OfKXPLGLWp GH OfDLU
* Facteur de croissance YDULDWLRQ GH GLDPqQWUH GYXQH SDUWLFXOH VXLWH | VF
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décrits dans la littérature et de ce fait, elles devraient avoir une faible activité de condensation
(théorie de Kohler). Elles compensent toutefois ce handicap par une surfaceittable» (présence

*jops ¢ }p %o E} cope %ZCe]cp o . Z]Ju]Jep o <p] ( ]Jo]S vS o }CE
comme le suggeére leur activité a des humidités relatives inférieures &180ider et a).1985;Ko et
al., 2000;Peccia et a).2001) Cette particularitéo HE % Eu § [!SE S]A - e suUE-"
proches de celles de plus petites particules solubles.

Les sursaturations nécessaires[a IS]A §]}v o S ]+ v P}uss o 88 « }vs § u
Franc et DeMot{1998 et Bauer et al(2003)qui ont reporté des valeursomprises entre 0,0% et
2% ce qucorrespond apv P uu sUE* SUE S]}ve E o]cSFraaclet BeMdit Su}e % Z (
(1998« }vs 3Sp ] o %0 18 %oO U] WE®* s} u Z o %ELGEZ t@otdDidd v o of
agir en tant que CCN a% de sursaturationentre 25 et 300 des cellules bactériennes servent de
*U%o %0 }ES o0 (}EuU S]}v P}uSS o0 §S X > « <}y ZBauprkoal(2003)vp P S
(Micrococcus agilisMycoplana bullata Brevundimonas diminujaont montré des capacités CCN
*U% E] HWE + A egrptoXorguisque 88 a 1086 des cellules étaient activées en gouttes
a des sursaturations de 0,07 a 0,921X (15U Jo § euPP & <«p[pv (}ES %o E } %o
pouvait servir de CCN. Toutefois,\audes concetrations en bactéries dans les nuages (enviroh 10
a 10 bactéries mL) et du nombre de gouttelettes nécessaires pour former 1 mL (envirbif)2il
semblerait que les bactéries neieot pas une source importante de C(S+ttler et al, 2001)

/o }VA] v8§ P o u v$ PE E vuu}l]E «u of 8]A]S E [pv e

0[ZC E}% Z]0]S et denc,epolit (es bactéries a Gram négatif, a la composition de leur
membrane externe la présencepar exemplede caE&}3 vib ¢ }Jp [ ] ¢ PE « Jve SUE + /
%o UE (( S [ MP[LQSEE% Z} ]| ]™e diginder les propriétés hygroscopiques des
bactéries tandis que la présence de polysaccharides et de structures protéiques augmentent
0[ZC E}% Z]o]ace. Par cons€gient, la nature CCN des bactéries est fortement variable en
fonction des especes.

En plus du rdle direct des microorganismes en targ qupport solide pour la formation des
gouttelettes nuageusesils pourraient égaleent influencer la formtion de ces derniéres
indirectement en produisant des molécules organiques telles que des biosurfactants, des molécules
organiquescomplexes amphiphiles constituéee composants hydrophiles (sucrescides aminés,
etc) liés a des groupeents hydrophobes(lipides, etc). Du fait de leur amphiphilité, les
biosurfactants modifient les tensions de surface permettant la formation de gouttelettes a des
sursaturations moindres. Des biosurfactants ont été identifiés parmi les aérosols atmosphériques
(Ekstrom et al.2010)ce qui suggerene production microbienne directement depuis les nuages ou
une émission depuis la surface de la Terre par les microorganigthem et al.(2007) ont montré
que sur 80 souches fluorescentes Hseudomonads]*}o <« [ N %oO U] }H vp P U §}

produisaient desbiosurfactans a [(( & vS-e PE X [ USE °* }u Z - § E] vv -
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appartenant aux genreBseudomongsRhodococcust Bacilus ont également été identifiées dans
o[ U <« v|{D&ox etal, 2010)

>[ 5]A]S% E o § E] e+ *5 AVSE P e %IUE 0 UE spEA] %op]ec
of U *pE o UE ~pE( § AIS ]}pve OPYPH 3| GEve] <p o[ v
VUSE]JU vE3eX [ USE % ESU €& i}]Jv E uv VU P <5 0 U ]Joo uyE&E 2Z v
Terre pour les particules de la taille des bactérigsles précipitations agir comme un noyau de
condens S]}v % Eu SSE ]S }v WA S E] - E MHU]E o0 PE S u%o-
(Burrows et al.2009b;Sesartic et al. 2012)

4.2.R6le des bactéries dans la formation de glace dans les nuages et de
précipitations- Activité glacogene

Un grand nombre dearticulesrencontré Ve 0O Su}e % Zcalnies podrfavoriser la
formation de cristaux de glacé ce jour, les partigles les plus efficaces connueés, celles induisant
le gel aux températures négatives les pllevées,ont été identifiees comme [}E&]P]v  ]J}o}P]J«pu
avec une activité a partir del°C tandis que les particules nbiologiques (suiespoussiéresetc.)
sont généralement activea partir de-15°C environKigurel?) cf. o[ ES] o d€DeSErés et

al., (2012). On recense parnies particules biologiqueglagogénesieschampignonglannone et al.
2011) des diatoméeqKnopf et al. 2010) des lichensg(Kieft 1988)et des bactériegMaki et al,
1974)

Figurel2: Récapitwo 3]( * 8 u% E SuE « [ 3]A]S e J(( E v8 ¢ 0 oo o %
E v }vSEE + ve o[(Mwriay¥ktal dD12)
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4.2.1.Protéines glacogenes bactériennes

La capacité des bactériégsformer de la glace est liée a la présencesttecctures protéiques

ancrées dans leur membrane externigvolber, 1993)X /o [ P]S§ [ PE P 8§¢ [uVv ¢ pO 3SC %o
exprimée % ES]E [pv P v pv]cp SE o }ve EA VSE o (Grepa(etE vs o o
Warren 1985;Warren et Wolber1991) Selon lesspecesactériennes, ce gene est nommé InaZ,

InaW, InaU, InaQ ou InaXa protéineproduite a une massmoléculaire pnviron 120 a 180 kDa et

est composée de trois partieg1) le domaine central (~80 O * <H VvV ¢ <u] 8 }lveS]Su [}
répétition de 8 a 16 acides aminés riche en alanine, glycine, sérine, tyrosine, thréonine et leucine, (2)

le domaire Nterminal (~159 0O s <pvV «ZC E}%Z} § % Eu $§ v3 o[ v & P
(3) le domaine @erminal hydrophile(Kawahara 2002;Muryoi et al, 2003;Garnham et al.2011)

Ces protéinesorment un site de liaisoaveco « u}o po ¢« [ B S ]v ple vS o uE €& }E]
uv  }v(}Eu 38]}v ¢Julo & 00 [uv &E]J*S o Po (Figurg| vS Jve]
(Warren et Wolber1991)

Figurel3: (8) Représentation de la structure 3D des protéines glacogenes des bactéries. Les fleches
vertes correspondent aux feuillets (b) Vue du dessus de la structure. Les sites TQTA, YGS et SLTA
correspondent aux feuillets V. ~ ¢« 0o]Pv u v8 ¢ u}lo HO ¢ [ U ~*%Z E o E}UP -
protéines(T: thréonine, Q glutamine, A alanine, Y tyrosine, G glycine, S sérine,L: leucine)
(Garnham et aJ.2011)

Selon la température seuil a partir de laquelle se produit la cristallisation, trois catégories de
structures glacogénes ont été déterminéeselles de type (également appelée elasse A) nt
actives pour destempératures supérieures #,5°C, celledu type Il (ou classe) B des températures
comprises entre6°C et-7°C et le type lll (ou classe C) a des températures inférieu@<Carurner
et al, 1990;Kozloff et al.1991a)Laraison @la ](( & v S u% E SuE [ 3]A]l8 VIE
de structures ont étpendant longtempsontroverse et plusieursexplicationsont été avancées

Une premiére hypothése suggére que ce sont des compasasrotéiques qui influencent la
S U% E SuE [ 3]A18 u E£Juo X [puv % ESU ]o § ule v A] v

a la membrane pour les différents typeshez les bactéries ayant une activité de typeelles plus
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§]A U o[ vV E P [ (( 34 % E =+ u}o poO * %o Adrmitaal de]laC o]v}e]S}
protéine ce qui permettrait aux régions actives de la protéine de se retrouver loin de la membrane
dans le milieu extracellulair@gozloff et al. 1991a, 1991bTurner et al. 1991) De plus, la purification
des protéines membranaires glacogénes conduitt v | KX 0 S UuU% E SUuE u A£lJu o [
par rapport aux bactéries vivantespyPP & v3 <gu o[ 8§88 Z u v§ O u-raqE &v 3 puv
o[ 3]A]S Z us S(Go¥indaajgmp € Lindow1988a)X > A] ]o]$ oopo JE 8 o]
membranaire ne sont, cependant, pas indispens ¢ % }UE u Jv3 & |(Hartmann3gtAdls
2013)X 3]3E [ ledpraduit SnomaX’, un additif pour canons & neige dans les stations de ski
composé ddragments deP. syringadyophilisés % Eu § o[]v]S] S]}v -2°@ Po .

Une deuxieme hypothése suggéyee la protéine de-ifii | JEE *%}v €& ]S o[uv]s
glagogene et pourrait étre intégrée dans la membrane telle quelle pour former uaunghacogéne
de type lll. Ces protéines pourraient ensuite étre converties en protéines de typellpar des
modifications postraductionnelles tdee <y o[ i} uS uvvie U Pop }e u]jv }p [ pSG

sur différentes partie de la protéingFigue 14|; Kozloff et al. 1991a) Cette hypothése est

corroborée avec le fait que la sensibilité au pH du milieu dépend du type de struetudesic les
différents types auraient des compositions chimiques diverses sttestures protéiques de type |

sont dénaturées en présence de pH inférieurs ou égaux a 5,5 tandis que les types Il et Il sont
E °*]*S vS ¢ ipecy] e %o, dURA  FTukhér eEals890)3]1A u v

Figure 14 : Formation séquentielle des structures glacogéneymes I, Il et | (classes C, B et A)
proposée paKozloff et al(1991a)

Enfin, une derniére hypothese suppose que $§ ]Joo odstPd&terigant dansa
températuremaximale [ 3$]A]S§ A e 3 U% E SUE » [ 5]A]S %oope Z pu o %

agrégatyWolber, 1993) Govindarajan et Lindo{1988b)ont estimé la taille des agrégats glacogénes
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pour différentes températures et différentes souches glagogeweso S Joo ol PE P § Julv
facon logarithmiqueavecla températureu £Ju o [ §]A]8 § A E] -2°C adbbikba
a-12°C.

La fraction active de la population bactérienne varie généralement entfeetQl selon les
souches étudiéest les températures étudieefDesprés et al.2012) Cependant,d proportion de

§ &] » 3]A - p mémesdyche est trés variabteles cellules peuvergxprimer une ou
plusieurs structures préiques diférentes, voire aucune

S[ E% E ¢]J}v e % E}S Jv e Po }P v o 5§ % Vv VS§ 0 S u% E §)

v VUSE]u vS8e g u]Jo] B }uu of}vs u } Nér@ecelWarshalEetlal ((1493):

lorsque lasouche dePseudomonas syringaep[]oes }vS est mige en culture a 32°C, seules des
structures glagogéenes dgpe llisont exprim@&s. >[ Je* u v$§ 0 § udécuiEurséq B°C
induit rapidement la formation de structures protéiques dge | L[ £ % E <]}V * % E}S v
glacogenes est P o u vS u} ](] e 0o}v 0 u]o]:pelle[éstfavossgey dans des
conditions ou les nutriments sont limités, en padiier le phosphore, @fote le fer ou le soufre
(NemecekMarshall et al, 1993) Il convient toutefois de noter que méme en conditions itigues,
la variabilitéintrinseque 0 % E}%}ES]|}V § (E] une sdiicherst forte dtvpelt

atteindre un facteur 16(Hirano et al, 1985)

422. 3]A]8 Po }Pv 3§ Co o[ M

> %o 0U% ES e S§ E] « Po }PwIlvsS}vwiSe %p¥s LES] VV V§- 0 0 e
Protéobactéries, un groupe fréquemment associé avec la végétatioplus particulierement aux
genresPseudomonas£Erwiniaet XanthomonasCesgenresbactérins sont ubiquistes tant au niveau
des epéces végétals sur lesquellesdl «}vs E ve ¢ ~ o] £ %S]}v ¢ }v]( G ¢ <y
leur répartition géographiquéLindow et al. 1978) Leuractivité glacogene leur cofe un avantage
indiscutable dans desonditions de(®&}] %oM]*<u[]O0 0 HE % EwB H]visEHw o P o
les plantes et de créates lésions dans les tissus végétaffrant ainsiun accés aux nutrimestde la
plante (Lindow et al. 1978;Zachariassen et Kristianse2000)

La présencede bactéries glacogénés v % &S] po] €& Rseudomon@s-Hsingaa

Pouvs § } e EA ve o Z ]38 S« A (fHalk &t Schrg[l1985)auxuediEx
douces(Morris et al, 2008) de la végétatior(Lindemann et a).1982) ipe<u[ HA£ Vv E}]Se 0 ¢ %oC
reculés des régions polairé@bata et al, 1999) Cette répartition dans des habitats associés au cycle

of MU %% u] o Bidpidpjtationshproposée ily a plus de 30 ans pali et al.(1976),

Lindow et al(1978 et Sands et al(1982)qui proposérent que des bactéries glacogénes pourraient
participer a la régulation des précipitations lorsque les conditions leur sont défavorables (absence de
nutriments, froid etc) provoquant par la méme occasion leur propre redéposition vers des

environnements moins hostiles et leur dissémination dans le monde efMerris et al, 2004)
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Des & E] s+ Po }Pve}vd Pouvd § } e« A « ve OfpgdE ipes
Jayawera et Flanagan 1982; Lindemann et Upper1985; Garcia et al. 2012) et dans les
précipitations(liquides et solidesjlans des concentrations variableéSependantAhern et al(2007)
vi}vs § § pu uv S E] « Po }P v * % REawflomonaéolégsudeZpleie et
de nuags. Christner et al(2008, 2008b)ont étudié la composition des noyaux glacogénes de 19
prélevements de neige fraichement tombée et 16 prélévements de pluie. Pour cela, ddéubaisos
}vs § viv « W ~iglagogéneplagique estdue a la présence deprotéines, par
conséquentle chauffage a hauteempérature (95°C pendant 10 minutes) permet leur dénaturation
et donc leur inactivationV ~7e o0 ¢« v}C uA& Po }P v o S E] ve }vs }lv [!SCE
membrane pour étre actifs, par conséquela destruction dda paroi bactérienne par du lysozyme,

VRY; viCu SEWMU]s vSE 0 ¢ 0] Je}ve VSE 0 % %S] }PoC v U epu%o?
bactérienne. A partir de ces propositions, les auteurs ont mesuré le nombre de noyaux glagogénes
totaux, biologiques et bacténs des échantillons. Le nombre total de noyaux glagogénes variait
entre 4 ! (Antarctique) et 120t (France) a9°C pour les échantillons de neige et entre 41 et 510 L
pour des températures supérieures-B20°C pour la pluie. Entre 69 et 1% des nogux glacogenes
totaux étaient sensibles a la chaleur et ont été déclarés comme biologiques. Parmi eux, la proportion
de noyaux glagogenes sensibles au lysozyma;onsidérés comme bactériens, variait de 0 a 490
(42% en moyenne). Il convient toutefaie noter que ces valeurs correspondent a des estimations

e oX Vv (( 83U o[ 3]A]8 Po }P v ES Jve %}00 Ve % puS !'SE 0]
non-protéiques (Pummer et al. 2012) et certaines bactéds peuvent résister au lysozyme. Par
conséquent, les résultats présentés fainristner et al(2008a, 2008b¥ont probablement des sous
estimations des populations glacogénes biologiques et bactériennes.

Morris et al.(2008) ¢ +}v3 JvE E <« « o 3]AdcuchedésBudomonasyringae
]*}o ¢ [ Z vS8]oo}ve v]P (E  Z uvs S}tu § }vd ule v A v3 «u
de P. syringaassues de la neige sont glacogénes a des températures supérieures ou égalgesa
qui est significativema supérieur ala proportion deP. syringaeglacogénes recouvrées depuis la
végétation. Par ailleursStephanie et Waturangi(2011) }vS }oo § eo pluig dans

]1(( & v§ « & P]}v o[/v }v ] %Vdes/iSadiériddultivables®J@&  vS ¢ ve o[ M
de pluie se sont révélées glacogéned@°C. Les auteurs ont également observé des proportions de
bactéries glacogénes plus importantes daro[ [ %o O] <M ve o[ ]E VA]JE}vvV vE o
0 ° S§ E] » Po }P v e ¢}vs % E ( E vS§] oo u vsS v }E%}E - Ve 0
MHE ] vS }v pv E€0 Ju%}ES vS ve o[]Vv]S] S1}v ¢ % E ]%]S S]}veX

Enfin, environ 126 des souche § E] vv ¢ ]J*}lo <« [ u a véenpkjv evalE
(2009)ont montré une activité glacogéne-40°C (8 isolats s#9) avec des profdl ¢[ %% & vS vS pA
types protéiques | et Il et une activité des2 ou-Aif£ X W Eu] e e}u Z U MAE [ vS8C(
produisaient des partices glacogénes extracellulaires dont tagles étaient inférieures a 0,45um.

Dans certaines condition®helps et al(1986)ont observé la formation deésicules a partir de la
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membrane bactériennajui portaient des structures protéiques glagogenes actives dans la méme

gamme de température que les cellules entief€&gure15). >[ u]ee*]}v e A ¢] po - Ve O

milieu extracellulaire est induit lorsque les bactéries se développent a de faibles tempér@tuets

Leeg 1998) Ces veésicules, principalement comprises entre 0,1 et 0,3 um, seraient responsables de 10
a30% deo[ 3]A]8 Po }P v § (E] vv %o} (FBelps@®t3a)]1086;ki} at Fee

1998) Ceci implique que pour une seule bactérie exprimant des protéines glacogénes dans les
nuages, plusieurs cristaux de glace pourraient étre formiés bactéries pourraient donc influencer

la formation de précipitationgia deux voies.

Figurel5: Observation des vésicules glagogenes forméeEpénia herbicolgpar microscopie
électronique a transmissidhi et Lee, 1998)

Ve 0 SE}%o}e%Z E S Ve 0 ¢ VU P U SE * % I [ SH * o e}V
glacogene biologique. Toefois, Xia et al. (2013) ont mesuré des concentrations en noyaux
glacogeénes comprises entre 0,4 et 3,8 n{ | E VAJE}v ifiliu [ 0o3]3p Ve 0 ¢ 0% °

uS HEe+ }vs ¢SJu <«<p  }uu o }vP o S]}v o[ (( Sie.supetrigquie a8 u% E §|
10°C, seules des particules biologiques peuvent intervenir et de ce fait, environ 1 bactéri€d80r 10
aurait une activité glagogene. De ménBxnwers et al(2009)ont mis en évidence la présence de 0 a
91 noyaux glagogéngmrm® & des températures supérieures ou égale4@C. Cependant, ces deux
études ne prennent pas en cq@ie la présence de particules glacogénes actives a ces mémes
températures autres que des bactéries telles que les pollens et par conséquent, les valeurs sont
probablement surestimées.

Deux étudesn situdans les nuages ont été réaliséga des prélevemats par avionPratt et al.

(2009) ont déterminé que 336 des cristaux de glace collectés par avion dans un seul cirrus

}vs] vv v8 pv E ] g J}o}PJcp X S8 %o (E} %o}k 830y leg [tré&vaukvae u!lu %o
Cziczo et a[2013)qui se sont basés sur un plus grand nombre de cirrus. Ceci suggere que le réle des
particules biologiques dans la formation d®g v [ «Spr#&omdérantpour ce type de nuages

essentiellement formés en haute altitude et totalement glacd®s plus cesobservations ont été
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réalisées a des températures trés basses, proche8@kC, ou de nombreux composés sont connus
pour leur activité glaggéne. A des températures plus élevées. pour des nuages mixtea plus
faible altitude,il est probable que laroportion de résidus biologiques soit plus importante du fait de
leur capacité unique a nucléer la glace a des températures proches de 0°C.

v E Je}v o J((] pno[8 3]JA$3ndydEx glacogénes bactériens directement dans
les nuages, plusurs études se sont déroulées dans des chambiesimulation permettant de
reproduire desnuagesde facon artificielle dans des conditions proches de celles atmosphériques.

[ «&insi queMaki et Willoughby(1978) }v3 u]e v A] v <p o[ 8]A]8 Po }P
PseudomonaBuorescengerdurait quand ces bactéries étaieaérosdisées, et quaVard et DeMott
(1989)ont montré quela fréquence des noyaux glacogenesb&C danso|[ ]3] ( c#ndips@ neige
SNOMAR" § 13 %oopes Ju%k}ES vE < 0 0 Plus cBcEmméRiVioHletePal (ZDR8)
ont injecté des souches bactériennes appartenant aux geR&sudomonast Erwinia dans la
chambre a nuageAIDA (Aerosol Interaction and Dynamics in the Atmosphere) a Karlsruhe
(Allemagne) Ces bactéries se sont révélées glagogenes pour dgstatures conprises entre-7°C

et -11°Cavecdes fractionsactivesinférieures &elles deSNOMAX,

423./v(op v o[ 3]A]8 Po }P v § E] vv uE
précipitations. estimationgpar les modeleaumeériques

Actuellement il est primordialde pouvoir quantifier et prédire la formation de glace dans les
nuages comme le montrg les études deDeMott et Prenn(2010) et deDeMott et al.(2011) En
E J}v 0w & S E A ope]( <u[}vs o % ES] po » J}o}Plcp o ]Vv]S]
proches de 0°C, plusieurs modéles numériqaas été utilisés pour quantifiefeur impact sur les
propriétés microphysiquedes nu P ¢« § <y @& o][]8 proceksus microphysiques aboutissant
auxprécipitations.

Une despremiéres études a été réalisée paPhillips et al(2009)avec un modéle méséchelle
incluant les interactions entre les aérosols et les nuages. Les simulations ont été effectuées sur un
intervalle de temps de 1 mois lors de la période estivale avec des concentratiopartizules
biologiquesglacogenes estings a 100 fois supérieures a celgposés dans les nuageBe ces
premiers travaux, il ressort que, a des concentrations suffisamment élevéesiidasrosols
Po }P VvV e %}uEE ] vS Ju% 3§ & o (}]* o viuE § o S ]oo e P}y
de glace, la couverture nuageuseest conséquencda quantité de précipitations.

A plus grande échelldHoose et al. (2010) }vs Z & Z *SJu E O[Ju%}ES Vv |
Po }P v ]}o}P]lcu ve 0[]v M §]}viale niad@lea E¥héBe §lppaleCAMOSsIo. A
% ES]E [ *S]Ju S]}ve o (opk S[@E]e-=]}we o[ ZBUreddssZet@l. 2009b)et

® Nuage mixte nuage composé a la fois de gouttelettes liquides et de cristaux de glace
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des proportions de bactéries glagogénes nrées en laboratoire pour une souche Besyringag il a
§ ule v Al v «<<p 0o }IVEE] uS]}v e+ % ES] po - spiamipRdtignse  ve o]\
o[ Z oo u Po} « 3 SE «1q°%o (88Y pourd¢sd @uEiéres minérales €t% pour
les suies)Elle peut atteindre 0,66 dans les estimations les plus haytessque toutedesbactéries

ulJe » Vve 0[] Sule%Z E *}VS *U%o %o} ¢« P]JE v SWSU{MEEBCoJ*BoU }P5§
derniére simulation invite a réfléchir suo « }ve <p v ¢ v}v &activit¢ pubiquiste chez
toutes les bactéries maispsCE o (( & <u % }pEE ] v A} E e U]eec]}ve S @
régionales exceptionnellement haute€es concentrations accruegourraient alors impacter
localementles précipitations en entrainamé formation de cristaux de glace pour des températures
plus élevées et donc des altitudes plus faibles.

De méme,Sesartic et al. (2012)ont simulé par le modéle de climat global ECHAMBM
différentes poportions de bactéries glacogénes actives a partir désnesémissions estimées par
(Burrows et al.2009b). 0, 1, 10 et 1006 des bactériesdg1Su}*%2Z & }vsS § }ve] & =+ }u
glagogenesll apparait que les bactéries agissent sur la formatietedglace dans les nuages dans de
faibles contributions.Ceci est di non pas a une activité glagogénandre mais a leur faible
concentraton dansles nuages en comparaisates valeurs simulées pour les autres particules
glagogenes telles que les particules minéralbesutefois, lors de la simulation la plus probable ¥4.0
des bactéries glacogénes), des changements non négligeables sont observies gdnases liquides
et glacées des nuages.

Burrows et al(2013) }v8 ¢SJu oO[Ju%}E&S v e % ES] po ¢ J}o}P]cu ¢ §
(substances exopolymériques) dans la population de noyaux glacogénes rencontrés au dessus des
eaux marines grace au modéle global ECHAMS. Leurs conclusions mettent en avant utentepor
non négligeable des particules biogéniques au dessus des océans, en particulier dans les régions
reculées ou les autres noyaux glagcogenes (en particulier les poussiéntgeuretrouves.

Diehl et Wuzler (2010)ont eux aussiétudié le réle des bactéries glacogénes dans un nuiage
o[ ] [UV u} o % E oo [ ]JE& %oope % S5]S Z 00 % EuU S$3 vS§ &
convectif. Dans ces simulations, les processus microphysiques parameiréduisent le transport
A E3] o <« P}uss o 33 « qui apoutia®a(fovmation de glace lorsque la température
refroidit. Plusieurs paramétrisationde concentrations en noyaux glacogénes bactérient été
introduites dans le modélela pemiére se base sur les concentration de bactéries et de noyaux
glacogenes bactériens mesurés dans la neigeQpaistner et al(2008b)(estimationdite «basse»),
la deuxiemes [ %o %o p] *HE o0 }vS vp § E] v u *pE Amate eb &.(2005) vpu P %o
(estimation intermédiaire) et la derniere repose sur les mesures de particules biologiques dans
o[ Su}e%Z E <u] % PA v E Bb@Eesaérosddtawe(MafthidsiMaser etJaenicke
1995) (estimation haute). Si dans le cagstimation basse les bactéries ne sont impliquées que

pour une part insignifiante de la formation de cristaux de glace (0.8803%lans le cas intermédiaire,
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00 ¢« }v8 pS vS []u%o} ESrticulescde saies (BOB) et dans le cas maximal, les
bactéries sont les principaux acteurs de la formation de glac@a)77
Ariya et al.(2009) se sont également penchés sur le réle des particules biologiques dans un
nuage convectién simulant des concentrations actives inférieures a 1 particilenéme dans de si
faibles concentrations, les particules biologiques pourraient déclencher lgétation du nuage
entier par des phénoménes de multiplication de la glgcg.fragmentation des cristaux)
Plus récemmentHazra(2013) [ *S JvS & -« p E€o0 * %o}pee] E U o ou] -
dans la formation des nuages et des précipitations au dessus decsatinent Indien en utilisant le
modeéle global ECHAMS. Les simulations ont montré que dans certaines régions, la formation de
glace dans les nuages est pipadement liée a la présence dactéries, notamment entre Octobre
§ u E X o[JVA E+ U 0 + «]upomgidl et a(2013) basBes@Eudes mesures
[ 8]A]8 Po YyP X u E VL P u}v3E v3 <pu o S&J}v § E] + 8

mineure.

Les conclusions sur le réle des microorganismes dans la formation de précipitations sont donc

encore incertainesX >[uv (& ]-}Jes infdrmations sules propriétés glacogénes des
bactéries ve O] SU}* %A IEE E X ¢ Sy o o e v8 }v esuE o[ 3]A]3 <
isolées de milieux tout autseet cultivées difféeremment par rapport aux conditions atmosphériques.
Parconséquent, un grand biais existe dans ces études. S }v *}E&uU ] e+ VvS] O *[]vsS
davantage aux noyaux glagcogenestériens, et plus globalemebtologiquesdirectement ve o[ ] E

(Jv [ u o]}E E o cethes@ypath&sEs gui sont a la baseads modeéls, en particulieen
ce qui concernéa fraction active des particules biologiques.

5. ROle des microorganismes sur la chimie des nuages

Pendant longtemps, la transformation de la matiére organique dansueges a été supposée
du seul fait deprocessus abiotiquesmpliquant des radicaux et conduisant a des processus
[JAEC 3]}vX % v v3U o JMA ES E v3§ pofer@iel¢idemant]ffsu « AJA v
L e ]V o[ M o vqke de]ie%opve] & E }uu [ Aatalysevos de la
SE ve(}EuU S]}v 0 usS]E& }EP v]cwu juu [ *S O . Ve viu C
terrestres et aquatiques. Dans les nuages, ils pourraient donc constinewoie alternatie a la
chimie radicalairg¢Ariya et Amyot2004;Deguillaume et al.2008;Delort et al, 2010)
Cette hypothéseassez récentea fait I[} i § % W [ Sp e ipPoup [dénjaitreX
l'activité des microorganismedes nuagessur les composéshimiques présents dans I'atmosphére,
deux stratégies scientifiquemnt été u]s ¢ v "WAE% E u] E - *  du (@otenfief
enzymatic 4 *lU Z o %ouE ¢ <u VS o[us8]o]e S]}tv }u%le ¢« }EP v]<u
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nuageset la seconde tentele quantifier et de comparer cette activign laboratoire aveda chimie

radicalaire v }ve] & vS « u]o] dedlus[ers plussréaliss

5.1Les voies métaboliques

5.1.1.Métabolisme des acides carboxyliques

Les microorganismes peuvent métaboliser des acides carboxyhlipiesir métabolisme central,
en particulier par l'intermédiaire du cycle de Krebs ou cycle du citrate (TCA). Le métabeligraé c
est présentcheztous les microorganismesérobiesquel que soit leur genre car il est a la base de
I'énergie nécessaire a la survie des cellesux fonctions cellulaires. Il produit également les
composeés intermédiaires nécessaires a la mise en place des protéines ou des acides nucléiques. Les
microorganismes aérobies qui utilisent I'oxygéne comme accepteur figlalctfons pour la synthese
d'adénosine triphosphate (ATPpeuvent minéraliser la matiére organique en dioxyde de carbone
(CQ) eteau.Les nuages étardes milieux tres oxydantd, est généralement supposgue seuls les
microorganismes aérobies sont actifs dans ces conditions.

Figure 16 : Réactions impliquées dans le cycle de Krebs, représentation issue de KEGG (Kyoto
V.Co0o}% ] }('"ve v "viu U ]e*%jtplvovw.genomegpkegg
bin/show_pathway?map=map00020&show_description=show
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En guse d'exemple, Ifigue 16({montre ka complexité du métabolisme microbien ainsi que les

divers intermédiaires et les enzymes impliquées dansycle @ Krebs, une voie métabolique
présene chez toudes microorganismes aérobie€ertains métabolites impliqués sont également
%oE * VS ve 0 Su}e% dedEacidés aarbopyliques comn citrate, le succinate, le
malate, le fumarate, le pyruvatéatétate.

La biodégradation des acides carboxyliques dans les eaux atmosphériques a été étudiée pour la
premiére fois paHerlihy et al(1987)qui ont mis en évidenck dégradation de I'acide formique et
l'acide acétique par les bactéries dans I'eau de plDe.leur cotéAriya et al.(2002 et C6té et al.
(2008) ont observé que plusieurs des acides dicarboxyliques (malonique, succinique, glutarique,
adipique, pimélique et pinique) détectés dans l'atmosgh@euventétre efficacement dégradés

ve o[ ]@s%hadpignons. v <u] v Ev o M Amate et &.(2005, 2007apnt
montré que les souches microbiennisslées de ce milieaontenait les équipements enmatiques
nécessaires a la dégradatioe dertains acides carboxyliquéle formiate, l'acétate, le lactate et le
succinatee Jve] <u[ 0 WE *CVSZ  ~%e@IERIUS Bcdnnigntia®-Femkiv et al.
(2012)ont mis en évidencgue sept souches d¥lethylobacteriumet une souche d@radyrhizobium
isolées de grélons éent en mesure d'utiliser plusieuacides carboxyliqguesn tant que substrat
(lactate, acétate, glycolateé%o E}%0]}v § U (}Eu] ScéiodhutetaiesGauinatdartrate).

5.1.2.Métabolisme du methanol et du formaldéhyde

Bien guele méthanol et le formaldéhyde @mnt des composésoxiques pour de nombreuses

especes microbiennes, certas d'entre dles sont capables déestransformervia différentes voies

métaboliqued Figurel?).

Figurel7: Principales voies métaboliques impliquées dans la biotransformation du formaldéhyde
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Les voies I, Il, lll et IV conduisent a la transformatioformaldéhydeen produitsfinauxtels que
le méthanol,le formiate de méthyle owplus fréquemment 1€CQ. Les voies | et Il conduisent a des
intermédiaires trés similaire a la chimie des radicgMonod et al, 2000) Cependantja chimie
radicalaire nerend possible que des réactionsoxlydation, tandis queles \ies métaboliques
peuvent égalementconduire a la réduction du formaldéhyden méthanol. Le méthanol peut
également étretransformé en formaldéhyde par oxydatio@race a ces voiede dégradation, les
microorganismepeuvernt éliminer ces composés toxiques.

o[]JvVA E-+ U o « A}Mdes soies didssithilation qui permettent aux microorganismes de
produirede o[ v EP]s mbléculescarbonéestelles que des sucres ou dasides aminésCes
voies sont présentes chez les microorganismes méthylotrdjttes lesquels le métabolisme e
sur l'assimilation de composén C1. La plupart d'entre eux sont des bactéries aéroammrtenant
MAE o0 e+« o t-et ¥Protéobactéries edesbactériesa Gram positif

De plus, de nombreux microorganismes sont des méthylotrophes facultaiifs sglon les
conditions environnementales, peuvent assimiler ces mémes subsBads. que minoritaires dans
les communautés bactériennes cultivables isolées dans les nuy&gédingom et al. 2012) les

V 0Ce o ]J}o}P] u}o po JE }vE %p u $33E v A] v  <pu[pv (E &

bactéries dans les grélons appartiennent au gehtethylobacterium(a v-3emkiv et al. 2012,
2013) De méme DelLeorRodriguez et ak2013)ont identifié par une approche de pyroséquencage
des bactéries appartenant a la classe désthylobacteriaceaedans différents compartiments de
O[] Su}*%Z E }vS 0 ¢ vu P X

La biodégradation du formadthyde et du méthanol a ététudiée sur de nombreuses souches
microbiennes isolées a partir]  |de nuages dns des conditions simplifiégs savoirune souche et

un substrat unigueg(Amato et al, 2005; Husarova et a).2011) La plupart deces souchessont

capables de transformer ces composés en utilisant les routes ||Efgliré 17) et la formation
[Jvd GBu ] ]E - o A}] o e« E]v %ol ISE } o EA Ve ©

bactérienneqHuséarova et a).2011)

52. }u% E J*}v o[ 8]A]8 u] &} ]vv A o ZJu] a
chimie des nuages

Il est désormais bien connu que les microorganismes présents dans les maggesient
o[ <u]% u v3 VvIiCu $]pqur t@Ensferiner la matiére organique. Il est désormais essentiel
[ Aop E Ve <poo u-<pE o 3]A]8 u] E} ]Jvv 8 E *%}ve O

matiére organique dans les nuages.

® Organismes méthylotrophes RUJDQLVPHY FDSDEOHV GH VH GpYHORSSHU HQ QTXW
GH FDUERQH FRPPH VRXUFH GH F Bidds méylottahes faptatitd péident/ étyleRent) D Q L
XWLOLVHU GIDXWUHV FRPSRVpY HQ SOXV GH FHX[j] DWRPH GH FDUERC
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Dans ce cadre, plusieurs études se sont intéressées rdifigala contribution du métabolisme
ul] ®} ] v 8 0 Zlul] & ] o & ve 0 boBl&ues &f e comppsés en E
C1,ces deux voies préseatt de nombreuxintermédiaires réactionnels commur{®&mato et al,
2007a) Au début dans des conditions trés simpleeX pv g *SE § VvV % E ¢ Vv [pv
§ E] vv *U 0 ¢ }v ]8]}ve A% EJu vS 0 ¢ ¢ ¢}lvS % M % U  }Iu%eoO
[ M VL P }v3 0o Ju%}e]3]}ve ZJul<p S u] E} ] vv }vd § }ve E/

5.2.1. Expériences avec des substrats uegjuet des souches

u] €} ] vv ¢ %o d@E * ]Je}o = o[ Su}l*%Z &

Ariya et al. (2002pnt été les premiers amesuer une A]S e 1} P& acislédv [
dicarboyligues (malonate, succinat@dipate, pimélate et pinate) panne levureisolée o[ 1E
Geotrichumsp. X > uE Al e Ju%ol}e - § * 5] u(entre 1¢5[8td0 E Moilp

jours), une duréecompamble acellecalculéea partir de la réactivité du radicADH(comprises entre
0,03 et24 jour9 mais beaucoup plus courte < 00 0 MO * %Q:)EE leorpHigGal
hydroperoxyé (HO,Y) (> 771 jours et 2000 joursespectivement.

Plus tard,la biodégradation du &thanol et du formaldéhyde par quatmouchesbactériennes
(Pseudomonaspp.,Bacillussp. & Frigoribacteriumsp.) golé = [ J Vv |[auPpuy de Dome et
incubées dans utampon phosphate a 5°C et 17&CGté étudiée(Husarova et a).2011) Ces deux
températures correspondent respectivement a la valeur moyenne annuelle et au maximum observé
lors des prélevements nuageuxau sommet du puy de DOome [ittp://wwwobs.univ-
bpclermont.fr/SO/mesuregidd.php. Les taux de biodégradation mesigént été comparés a ox
résultant de la réactivité duméthanol et di formaldéhyde avec les radicaux libré3H (présents
uniquement le jour)et NG' v (}v §]}v P&E %}loouS]iv [UV VU P ~e v
continental ou pollué)En ce qui concerne les taux de dégradation radicalaires, ils ont été évalués en
prenant en compte des concentrations radicalaires issues de simulations numériqueduispri la
E 3]A]S VU P pue 3 o0 }ved vi e v S]cpu e [}EC cnfpteissuesud%o}e o }
de la littérature. > « E ep0S S }vS U}VSE <«<u 0 ¢ u] EG}}IEP v]eu ¢ }vS % U

pourraient étre le puits principal de ces cong@s la nuit dans les nuages liquides.

5.2.2.Expériences en microcosmes dans un milieu nuage artificiel

Afin d [ % %0 (E} donditionssde I'eau de nuagé/aitilingom et al. (20119nt concu des
microcosmes constiti@d'eau de nuage artificide imitant la compositionchimique moyennede
I'eau des nuagegtelle recueillie a la station du pue Déme. > PE S]}v chrbdxykgques

a été suivie selonifférents paramétres:
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- deux S u% @& SUE « [BICLet E7°PBpour couvrir l'influence des variations de
températuresau cours des cycles diurnes et saisiens

- MAE SC% ° Ju%o}e]S]}v  Z]Ju]<«p }uationu(mogrine ef]v p
continentale) dontles principales différencesoncernent le pH ekes concentrationgn
NGOy, NH" et SQ*

- 17 souchesbactériennesisolées a partir d'échantillons[ p vp P e JMAE v§ pv
grande diversité microbienne (genresSphingomonas Pseudomongs Bacillus
Arthrobacter ClavibacterFrigoribacteriumet Rhodococcys

- des expériences de photodégradation des composés ont été réalisées en paralléle selon
les mémes conditions dans des photoréateurs

Les résultats ont montré quke changement de température de 1€ a 3C na pas un impact
significatif sules taux de biodégradatiogui diminuent seulemendl'un facteur 2 a 5. La composition
de l'eau des nuage=t plus particulierement le pHh'ont pasnon plusd'influence sur l'efitacité dela
biodégradation.

Les tauxnoyens de biodégradation mesw®nt ensuié été comparés a ceux obtenus pales

réactions photochimiques effectuées dans les mémaeanditions(mémes milieux artificiel3 dans

deux systemse d'irradiation présentantdifférents spectres lumineud 17C [Figure 18). Certains
}u%c}e ¢ e}vs o0}Ee pv]<p u vS %Z}S} PE ++ ~o[}A& 0 S U [ UsE -
(I-— 838 30 g Jv &}y % pA vs I1SE PE < o0 (}]* % & o[ 3]}

bactéries (le formiate)Le résultatmarquant de cette étudeest que les taux expérimeria de

photodégradation et la biodégradation séuentdans € méme ordre de grandeur.

Figure18: Comparaison de la contribution du métabolisme microbien et de la chimie radicalaire dans
o] PE S]}v [ ] « € }AECO]<h X ~¢ § ~¢ }EE *%}v vS o0 }u
mesurées pour la photodégradation et la biodégradation dans un nuage artificiel daasndeux
*CeS u -+ []JEE ] SIXvo) cdrtéspBnd/S ke comparaison des valeurs de biodétpa
mesurées a 17°C dans un milieu artificiel marin avec des sdl&oriques de dégradation par les
radicaux'OH (10" M). Adapté & partir dévaitilingom et al(2011)
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Une autre partie de ette étude a été réalisée en comparant la contribution de l'activité
microbienne et de la chimieadicalairepour la dégradation de composés carboxyliques en utilisant
une concentratioren phase aqueusthéoriqueen ‘OHde 16* DX 3$8 A o pEU (us [ A}l
U spuE& » JE S ¢ ¢puE& o[ P <« vu Rontentp@®aEstiPied par ésomodeles de
chimie Up08]%Z ¢ es]Jupo v$§ e o v E]} ZJul<p o ] 0]* ¢ YpA Vv u vS3e
continentaux ou urbaingTilgner et Herrmann2010) Ce choix semble cohérent au vu des résultats
comparables entre les contributions relatives des voies métaboliques et radésalaiesurées ou

estiméeqFigurel8).

Une autre étude effectuée aveme souche bactérienne deseudomonas graminiscubée dans
de l'eaude nuage arificielle a 3C et 17°C a montré que la biotransformation est le processus
principal impliqué dans la transformation de l'acétate, du succinate et du formiate pendant la nuit
(Vaitilingom et al., 2010)

5.2.3.Expériences sur des échantillods o+ [ vu P

Ces derniéres annégka complexification verdes conditions plus réalistesflnchi un nouveau
pas en% & v v§ }uu u]o] des prélgvements d'eau de nuagasecune camposition
chimique complexe et unmicroflore indigéne. Bns les travaux d¥aitilingom et al(2011) les taux
de biodégradation de l'acétate, du formiate, du succinate et de l'oxalate ont été mesurés
expérimentalement a 12°C, température correspondantelle de I'échantillonnage du nuage. Les
données expérimentales obtenues pour l'activitt microbienne ont été comparés aux calculs
théoriques de l'activité des radicad®H ([OH] = 13°M) [Figure19* X o[ £ % S]}v o-}& o0 §

n'est que photodégradé, les contributions de I'activité microbienne et de la chimie radicalaire sont du

méme ordre de grandewgn ce qui concernta transformation des acabcarboxyliqus. De plusles
résultats obtenus avec des échantillons d'eau de nuageBe contenant une grande biodiversité

sont trés similaires a ceux obtenwsa des microcosmes de nuagestificiels avec 17 souches

cultivables isoléefFigurel8).

Figurel9: Comparaison de la contribution du métabolisme microbien et de la chimie radicalaire dans
0 PE 3]}v [ 1 « & }ECo0]«u *XdégradAtian en@Esé tacsurd@esen nilieu
[Jv p §]}v vp @129 et tes valeurs de dégradation par les radicaux ont été estirf@e ([
= 10" M). Adapté a partir deVaitilingom et al(2011)
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Dansde récents travaux,Vaitiingom et al.(2013) }vS u}vSE <«<u O[]Ju%}ES v . /
radicalaires dans la transformation de la matiére organique pourrait également étremarge
*HE *S]u v E Je}v o[ S]}v e u] EB}}EP v]eu *» *p&E o« & | uHAE }
<UL 0 % E}EC [ZzC E}P v X ] Vv <« * }Uu%o}e o ¢}] VS }lve] &E -
toxiques pour les cellules microbiennes, de nombreuses espéatedéveloppé des enzymes leur

permettant de les dégrader (catalases, peroxydases, superoxyde dismutefsésparagraph¢3.1).

Desincubationsd W vi P pe V %0 E Vv jav eV opu] E }vsS % Eu]e
microflore endogéne peut métaboliser 1% &} £ C [ ZeD @Ee} Bn WO dans ces conditions

et donc agir comme un puits de radicaux. Durant la nuit, les microorganismesigouinméme étre

les principaux acteurs de la disparition det oxydant(Figure20). Il a également été observé que,

malgré la production de radicaufOH enprésence de lumiére, les cellules ont la capacité de
maintenir leur activité métabolique et de dégrader divers acides carboxyliques et le formaldéhyde.
Tousces résultats suggerent que les microorganismasriaiert étre actif a la fois pendant la
itUEV § % v vS 0 Vvu]S %lpE ]} PE & . ] E BFECO]<H *
revanche,o[ 3]A]% u] @eksefait prépondérantguela nuit dans le cas de la dégradation du
formaldéhyde et du méthanol. Ceci esthérent avec le fait que le métabolisme des C1 est utilisé
uniguement par certaines souches spécialisées, alors que le métabolisme central tel que le cycle de
Krebs est plus répandu parmi les souches microbiennes.

Figure20: Gntribution relative des processus biotiques ou abiotiques pour la dégradatiofOde H
dane o[ M vu P v Oth€» omrespdnd a des processus de forpratie radicaux
v[Ju%0]<«u phiotdysede KD, ni sa biodégradation (réaction de Fentetc.). Les contributions
ont été calculées a partir des vitesses initiales de dégrad@fimitiingom et al.2013)

En conclusion, toues$ résultés rapportés dans la littérature jusqu'a présanettent en avant

une corribution potentielle des microrganismes a la chimie atmosphérique. Cependdas
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<L o< e Sy o SE ]S vs epui § o }vs (} o0]* ¢ pv]<p u vs epCE o
carboxyligues ou de composés a un seul atome de carbone et il serait maintenant intéressant

[} S VIE pv. Ap [ veuo Vv } s EAvE o[]Ju%e & =« u] E}}EP v]eu -«
molécules organiques rencontrées dans les nuages (sucres, acides,&tanés

Au fur et a mesure du temps, les conditions expérimentatesontapprocléesde plus en plus

des conditions réellegvec o[pnuS]o]e 8]}v E uu vs [ VUL P Vv SUE 00 %o}pC
Cependant,la reproductibilité @&s conditionsnuageses a atteint ses limitesla dynamique des
nuages est impossible@imer en laboratoire Afin de continuer cette approche vers les conditions
réellesU o[ 3 % enéfdssae 3 [p3]o]e E e u} o vVuu EJ<H ¢ cJupo vS o

[UV VU P% $EuU SS vS []v OME %oOpe] HE* %Z  « Vv JvS E S]}vU . A
de la températureune influence des processus microphysiquats.

v E epu U o[ S S ¢ }vv Jee v ¢ St O *U%o%o}e <h O ° S E] ¢ %o]

réles sur lescompositiors chimiques et microphysigus des nuagegRigure21s X [puv % ESU o00

pourraient favoriser la formation de nuage de facoredie grace a leurs propriétés de surface et de
facon indirecte en produisant des métabolites avec un fort pouvoir de condensation tels que les
biosurfactants. [ HSE %0 ESU 00 * %}UEE ] v3 % EIU}pA}]JE o P o =« Plu
glace et @nsi participer a la formation deprécipitations. Enfin, elles pourraient impacter la
compositionde la matiéreorganique des nuages en utilisant ces compasgbonéscomme substrat
pour leur métabolismdaction directeou en dégradant les oxydants pefss dans la phase aqueuse
des nuagest responsables dgansformatiors de la matiere organiquéaction indirecte).

>[Ju%}ES v » (E fontefoisaingbleusei X WIHE § EBu]J]v E E 00 u VS
des bactéries sur les nuages, il estaldnais nécessaire de combinexsdétudes sur le terrain et en

laboratoire qui fournissent des observatioinssitua une approchén silio.

Figure21: Récapitulatif des rbles potentiels des bactéries sur la chimie et lgpmysique des
nuages
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6. Problématique

>[} i 8]( % E&]v ]% o §§ 8§Z ¢ 5 [ }E €& °*}pucs 0 *% S+ ]J}o
chimiques les interactionséciproguesayant lieu entre les microorganismes et les conditions
présentes dans les nuages.

Le premier chapitredes résultatde ce travail(Chapitre I) «[]v S €& décrire la composition
chimique etu] &} ]}o}P]<«u o[ M e VU P e %E o0 A B ejuu § H %opuC

[ tude, France) en poursuivant urétude a long terme qui a étéla "pE %oOUe] WESs SZ »
préecédemment. Alors que les rares publications rapportant la composition microbiologique des
VL P o e e V3 *UE PV VIU E €E *SE Jvd [ A Vv uvde § epE =+ ]vs EA
courts,0 % E * Vv [Lv «hEon tE} quecElui dupuy de Ddme a permis entre 2004 et 2010
o[ Spu u] &} J}o}P]<pu id % E o AEnu pagtiéle.entrgr D04 Xet 2010)a
composition chimiquede 73 évenements nuageua été étudiée Il est évident quedécrire la
complexitéde la composition chimique et biologique des nuages ne peut se faire que par un trés
PE v viu E [} « HAS]PINE ae trayail de danonitoring» chimique et
biologique a été poursuivi durant les trois années de ma thideses le but decréer une base de
données conséquente gblus robuste. En paralléle, les données physitnimiques rassemblées
%0 (E uu vS }v8 § 8 §]eSJ<p uvsS v oCe ¢ (]v 0 **]J(] E 0 ¢ U e
de Db6me en fonction de leur origine et de afila composition physicohimique propre a chacune
de ces origines.

> MHAE] u } i S]( §8 SZ - § [Sp] E o+ ( S uUE- oSE -
de la sélection des microorganismes présents dans les nu&@iepitre 1l). RécemmentDelLeon
Rodriguez et al2013)ont pointé le fait que la richesse en espéces nhi@ones de la troposphére

S %O0Mne (] O <M 00 V[Ju%}E&S <«<p o uSE }eCeS u <u] e
o[ 3u}e%Z E 5 (JES u v3 PIYuA Ev % E o « }v ]8]}ve VA]JE}vV u Vi
groupes microbiens récurrents dans lammmunauté cultivable des nuages suppose une meilleure
adaptation aux conditions régnant dans ce milieu. Par conséquerthapitrede la thése s focalise
sur o § GEu]v §]}v § u/AE cHEA] Jve e} Z « u] €} ] vv * ]Je}o -
*SE ¢ Ui PE* E Vv }VEE ¢« We o0 Gud{%E ®}o JE U 0 % E& * Vv [}

Z VP u v3e }eu}s]cpy ¢ Jv8 EA v v 0}E- 0o }v ve §]}v o[ u 8§ .
des microorganismes et les changements de températures conduasarfiormation de glace autour
des cellules. Le but de ce travail est de comprendre quels sont les facteurs limitant la survie des
microorganismes dans les nuages.

> SE&}]Ju }i 8]¢( SE A Jo [ 5 (} o0]* +uE oenwdpse] ]o]s <«
acteurs de la formation de glace dans les nug@mpitre V. Dars ce miliey aucune souche ayant
VRY; §]A13 Po }P v V[ %o HAhér(Eet 3l. 2087 Pourtant, plusieurs paramétres

suggeérent fortement leur présena leur activité :
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- la présence en grand nombre de bactéries appartenant a des espéces connues pour leur activité
glacogéne

- les conditions physicohimiques ¢ v P o }u% 3] 0+« A o] A% E *+]}v
glagogenestémpérature, stress nutritifetc) ;

- la forte abondance de bactéries glagcogénes dasgprécipitations

-0[} « EA §Pratt % alH2009)et Cziczo et al2013) <u[puv %o E 3] e E]*S pA&
dans les cirrus ont une signatub@logique;

-o[ 8]A]8 Po }P v § E] vv ujvs@E v Zu E v P X

La premiéresous %o & 3] SE AJo v & [] VEJUE - & E] -

banque de<}u Z ¢« u] &} ] vv Je}o - e VU P e« E o] o[/veS&]SuS
Ferrand depuis 2004. Leriblage a été effectué selon « @E&]S E ¢ [ %% ES v Vv
préalablement connus pour leuactivité glacogene.Aprés avoir identifié plusurs souches

)

)

8§ E] VV ¢ % E * v8 vE v §]A]18 Po }Pv U p&E [VEE o00 * }Vvs

%}}uE& Supu ] E Ve UV Z u & eJupo 8]}v VU P e ~< BBrE&pzZ U

Ju%}ES u vs Po }P v S leyr purte uné&doi®E sdus forme aérosoliséEnfin, une

derniére sous %o E 3] SE A Jo o[ 5 JvE E - <L Vv8](] E JE 3 u vs

concentration en noyaux glagogenes totaux et biologiques. Ces données ont ensuite été intégrées a

un modele simunt les concentrations de bactéries glacogéada surface du globe

Enfin, le dernier chapitre §8 SZintéresse O[Ju%}ES v s u] E}}EP v]eu -

transformation de la matiére organigue dans les nuaff&sapitre \J. Plusieurs études ordtabli le

fait que les bactéries pouvaient intervenir dans les processus liés a la dégradation de la matiére
organique dans les nuages, et ce a des contributions équivalentes a celles de la chimie radicalaire.
Toutefois, ces études ont été réalisées dmolatoire sur des milieux artificiels ou des échantillons de
nuages erphase liquide€bulk») }1 o[ ve u o e P}uss o 8§ § & puv] v
afin de pouvoir effectuer les alyses.Par conséquentseulela réactivité des composés cibles

phase aqueuse est considérée et les transferts entre les différentes phases du nuage sont négligées
Afin de surmonter ces limites expérimentales, il est nécessaire de faire appel a des outils de

modeélisationsimulant la chimie multiphase du nuagepErmettant de considéremun grand nombre

de parametres physicohimiques (transferts de massevSE& o0 ¢ P}usSS o §8 ¢ vu P pe o

interstitiel, variation duflux actinique,tests sur lataille des gouttelettes, composition chimique
variable etc). Cegndant, (]Jv JM8 P& & o[ S§]}v . § E] - vefaut a8 o+ u}
préalablequantifier leur activité sur desomposeés cibles etéterminer des constantes réactionnelles

<] %o }pEE}VS Jvd EA VIE ve 0 ¢ cJupo 3]}esKcorsacéd Jdernier $E
chapitre de cette these.

En conclusion, ce travail de thesg ]vS P (e interface pluridisciplinaire mélant biologie,

physique et chimieet & une approche alliant des préléevements sur le terrain et des expériences en
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laboratores pour fournir des données qui serviront a la modélisation des conditions physico
chimiques des nuages et du réle des microorganismes dangriesessus microphysiques et

chimiques desiuages.
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nuage
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of u v

1. Introduction

En raison de leur caractere éphémere et dallfficulté a les préleveles nuages sonéncore

MIUE [Zu] e ¢Ce*S U  }u& chimiqyau &b miciBhiologique demeummal connue.
[uv PE v Vv

Pour remédier a celail est nécessaire de réalisere Sy « SE&  o}vP § Eu

parameétres physiques, chimiques et biologiques pernmdttde crée des bases de données
conséquentset [ £SE |E& e JEE o §]}ve eiifréreols typpd de donhi€Es. 0

> 3 3]}v [} » EA 3]}V U %puC €u 3 pv *]8

Jvs CEv 8]}v o u vs§

o[ Su}+% Z B padicderement,de ses différents constituants (gaz, particules, nuadgesite

station est désormais reconnue pnome une station du réseau GAW@&obal Atmosphere Watch;

programme WMQ «World Meteorological Organizatios). Le puy de Ddme fait également piadtu

réseau Européen EUSAAR/ACTRIRI@soI, Cloud and Tragases Research InfrastuctusgSjui a

la volonté d'intégrer dans un réseau Européen des stations sol de mesures des aérosols, nuages et

espéces gazeuses a court temps de WR&us spécifiqueent, ce site % E uapalysg de la

composition physicehimique des nuages depuis 2001 et de la composition microbiologique depuis

2004 Les données sont présentées sur le ditkp://wwwobs.univ-bpclermont.fr/SO/beam/

data.php

MHE vS u SZ < Idpossjbiliig de poursuivre ce travail de monitoring en perpétuant les

prélevements de nuages au sommet du puy de Ddme et leur and)ses ce chapitre, le site de

prélevement du puy de D6me ainsi que les conditions de prélévement des nuages sont ggésent

Les résultats concernant les analyses de la composition chimique des nuages durant la périede 2001

2011 sont décrits dans la deuxiéme partie de ce chapitre sous la forme d'une publication. Dans la

troisieme partie, les résultats concernant les analysesrobiologiques durant la période 20048

sont présentésknfin, la derniére partie de ce chapitre est consacré a une étude statistique afin de

déterminer les corrélationgpotentielles entre les conditions physiechimiquesnuageuseset les

données micrbiologiques de ce systéme.

2. A% %E 0 A uvd & o+ E]%S]}v

> ¢ %E 0 A u vse of 4« VL P « }vd & ((

volcanique du Massif Central culminant a 1465 m au dessus du niveau de

of

SH o

Eiguwed2

M e}uu §

.1l est

*]5u v pA EPvV U UV  <u]vi ]v Ouestldle PlernGaEerrand,[la seule grande

agPo}u & 3]}v VA]JE}vv v§ ~#u6@000 hdbitedhiss.u
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Figure22: Le puy de Ddme vu de Clerméetrand

>[]v(ou v 83 I}v PE Jv *uUE 0 s u spPE » (( 3p * U %uC
en témoignent lesconcentrations en composés primaires anthropiques mesurées (monoxyde
[ 1}§ Wlabk carbor, etc) et la distribution en taille des aérosdldenne et al.2010;Asmi et al,
2012) De plus, les prélévements sont principalement réalisés en automne, en hiver et au printemps,
périodes ou le sommet du puy de Déme se s&naventdans la troposphére libréparticuliérenent
en conditions hivernales et en conditions nocturog)dans la couche résiduelle de la couche limite
<u] & p]s8 o[]v(obe e fad}llesonuéges affleuralet puy de Ddme sont originaires de
I}Jve 0}JPV ¢ 5 06 U e []E %ZEVAlow}WE [pVv SE Ve%}ES o0}VvP

§8 % &S] po E]S % Eu S [ Su ] & e vu P o }u%e}e]S]tve ASE!
%0 U C €u ] %0} [Uv  *]Su S]}v P }PE % Z]<p o[]vs &E( vSE
[ JEX ]%@®]w v3U 0 « U oo ¢ [ ]E % E}A] vv v§ O[KH *S }T 00 ¢ ¢}Vvs

o[K v So v§]«p X ( }v u}]ve (E <puv3 U 00 « % PA VEESEE }E]P]vV
Jve] & (0 8 E 0 ¢ %}ooud]ive VvP v piHue.~Efin @orofueleirehs les niahas }
% HA V3 % E}A V]E E PJ}ve *]3p ¢ u “pu of HE}% & /E %o E]
NZ E] vy X 8§ E S E]*S]<p (15 H %pC €U pv ]S E ( E v
o[ VSZE}%o]eafimdspheue®E o[

>[K « EA §}]E WZCe]<u u-Ferfand (OPGQENéherge au sommet du puy de
€u pv 3 3]}v [}« EA 3]}v E PE}U% VS pv PE v viu E [ <p]%o
continu des mesures météorologiques et physicd]Ju]«u ¢« masph&re (température, contenu
o]<u] v MU u su&E - P letcy(FiguréB3leXosW[]vd E] PE P Z 0o 8 [ 3p
laboratoiressont consacrés respectivement aux mesures physiques, chimiques et microbiologiques

des prélévements atmosphériques.

60



Analyse delaco%o}*]35]}v o[ M vu P

Figure23 W ~ « A8 §]}v [} » EA §]}v o[K « EA 3K@ENd qusagmetu o Eu}vs
puy de D6me. La plateforme sur le toit regroupe des instrunpemteettant demesuer les
% E u SE » u 3 JE}OIP]<H e & © %E 0 A puE+ =+ J(( E vie }ju% ES
particules, eau nuageusdp) et €) Laboratoire de microbiologie] § Ve o Z o3 [} EA 5]}V
sommet du puy de Dédme

> e %@E 0 A uvse [ n VL P }vd § E o]*+ of] [Ju% & PE-
a ceux décrits paKruisz et al(1992)(Figure24le X *Ce3 u S A 0}% % % }uE o[ Z
VUL P ¢ }u E}pjoo E ¢ V % E vV A vie Ju%}ES vie }Juu [ o
ujvs Pv «X /o 5 }u%o}e-venfgui rajenttt les gouttelettes au dessus du systéme
[Ju% S]}vX > ¢ P}uSS o0 SS ¢ Vv epe% ve]llv *}vsS o0} Ee* *%]E - SE
cylindriqgue 3U « o}v 0 HE ] u SE U % E pIwipoe %o w§l 0 [JOWALES] o[ *%o]C
Lors des prélevements, les impacteurs sont placés sur la plateforme au dessus du chalet
[} « EA §]}v VAJE}V A u p *}oU <u] % CEu 8§ oJu]S & o ¢ }vs u]\

Figure24: Impacteurs a gouttelégs (a) Vue en coupe du systeme, schéma traduit a parkruiez
et al.(1992) (b) Impacteur en fonctionnement sur le toit du chalet

Les impacteurs utilisés au puy de D6me ont connu des matidns au cours du temps. En 2012,

MHE VIMA HE Ju%e S HEe }vd & Vv He % CE o « EA] § Zv]<p n
Alopu % @E 0 A uv3U pv }p 0o *Ce3 u [ *%]E 5]}V §  Jv uXxX >
dans des mallettes afin de pooiv les transporter aisément dans le cadre de campagnes de mesures
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Ve [ USE ¢ ]88 X [ USE % ESU 0 *Ce3 u [Jve ES]}v p A }
( ]Jo]8 & *}v E SCE ]S o}E-" % @E o A uvse }T 0o Po e (}&Eu o[ A

3. Composition chimique des nuages

3.1.Introduction

%ople & AE] E 11iiU o[K « EA 3}]E W Z-Eeriand, le labargtoire de 0 Eu}v s
D § }E}o}P] WZCe]cu § o[/ve+3]5uSs -Ferrazd effectuent oedlliédenient des
prélevementsdem P ¢« p c}uu § H % uC €u (Jv [ Sp ] & o WE }u%e}e]S
}Jvv ¢ }oo & e ipe<p[ v Tiii ~67 A v u vie vu P peEanaysgesiBnsE e+ u o

la publication présentée eaprés dans le but de définir les critéres influencantcéamposition
chimique nuageuse.

WIHME o0 U pv SE ]S u vS ¢35 §]eS]«pu S %o %o 0:]dans urugENMdr ve u o
temps uneAnalyse enComposantesPrincipales (ACP) a été utilisée afin de définir (1) des facteurs
expliquant la variabilitédles données et (2) des groupes réunissant les événements nuageux les plus
semblables. D'apres les réttmjectoires, ces groupes rassemblent les prélevements selon l'origine
de la masse d'air (origine hautement marine, marine, continentale ou polluée)laPsuite, les
parameétres physico Z]Ju]<p ¢ v 0Ce ¢ }vsS § E]Se %o}pE Z pv e PE} U %o
fournir des données chimiques typiques. Ces données pourront ainsi servir a créer des scénarios

chimiques caractéristiques des différentesmass [ |]E E v }vSE ¢ ve pv s u} o]je ¢

Mon implication dans cette étude a concerné le prélevement des échantillons les plus récents
ainsi que le traitement statistique des données récoltées avant mon arrivée.

Ces travaux ont été présentés so($ E u % }eS E Ve 0O & of HUE}% Vv I
Environmental Chemistry (EMEC12LrmontFerranden Décembre 201%ous le titre« 10-year
monitoring of cloud chemical compdisin at the puy de Ddme statiom (Présentateur. M. Joly.

Ces travay ont également( 15 o[} i § 0 %oppe}. S]tv ]

3.2.7 0 ¢*](] S]}v }( O} * * u%O S SZ %ouC - €u
year monitoring: mean features of their physideemic 0 % E} % ES] °_

parudans Atmosphec Chemistry and Physics
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4. Composition microbiologique des nuages

>[ S o u] E}(o}E e VUL P e Ut %uC €u uS v TiioU o}d
Amato puis a été poursuivie en 2007 lors de la thése de Mickaél Vaitilingom. Au total, ce sont 34
événements nuageux qui été analysés durant leur thése resgeeti dont les résultats quantitatifs
(concentration en microorganismes cultivables et totaux) et qualitatifs (composition microbienne et
viabilité cellulaire) sont présentés dans les publications suivandgsato et al, (2007b, 20079 et
Vaitilingom et al.(2012) Depuis 2010,i[ ] & o]e 17 VIHA H/E. %[E 0 UAOU V See
résultatscollectés entre2004et aujourd'huiest présenté dans cette partie.

e« SE A u/E }vs (18 0[} i 8 [UV % E lecalIr&]}v *UE %}e5 E v

- des :}uE&v ¢ /vS8 EvV S]}v 0 - >Juv}io}P] (BLO)KI sev$dhtE %o Z]
tenues a ClermonFerrand (France) en Octobre 2012 sous le titrd.iving
microorganisms in cloud water (Présentateur M. Joly).

- Bliropean Meeting orEnvironmental Chemistrf{EMEC12) &lermontFerranden
Décembre 201%ous le titre« Living microorganisms in cloud watelPrésentateur M.
Joly).

- ala jv( & v VVU 00 o[l u &] v e} ] 8]}v (MEAR) Gi}e}o Z -
s'est tenu en Octobr@013 a Portland (U.S.A) sous le titréiving microorganisms in
cloud water» (Présentateur A-M.Delort)

/o }v8§ P ouvsS (]85 o[} i § [pv }uupv] S8]}v }E Microb&eroo E |
2013 <pu] e[ S > }uE }po ~&E v seusve Kiré& dLivnhg rhidrborganisms in cloud
water» (Orateur. M. bly).

4.1 Matériel et Méthodes

Le détail deprotocolesjugé nécessaire €présentéen Annexe 1

4.1.1.Prélevements

Seuls les nuagesant non précipitantont été collectés. Les prélevements arié réalisés autant

que possible en conditions stérilay o % E3] u}A] o o[Ju%e & HE ~A - }

[Ju%e S]}ve § 3 E]oO]-" % E u3} o A ~11 u]vU i1i€ + & 0 % E3
coupe A v3e § v 83}Clo @i pgv (}]* Jved 0o u®E o 35}]3 %op]e E]v
stérile. La partie amovible a été extraite de son emballage stérile au dernier moment, juste avant son

Jved oo 3]}v A e P v3e ¢35 (E]JO *X %oE - LA Ze aGoiewse [deZ v3]oo}y
nuages a été récoltée dans le vase de collecte et transwdesgs une bouteille en pyrex stérile dans

0 . VUL P ¢ o]J<cpu] * }H VvV %0 VvS ]JE S uvsS o %0 <gug [Ju%e S]}v

prélevements congelés. Dans ces cas, Po (}Eu *UE 0 %0 <u [Ju%e S]}v
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décongeler stérilement & température ambiarjtéiqure25f* X >[ ve u o s u viéaliséess]}ve

par la suite ont été effectué sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) pour éviter toute
contamination.

4.1.2.Dénombrement des cellules totales

> viu G u vs§ . OOMO * S}S 0 ve O] M viu P S & o] 9
cela, les OOHO ¢ % E ¢ VS » ve o[ M VL P lvs § (] ¢ % E Hn
directement aprés le prélevement afinffjvZz] & o uposS]%o] S]}v oopyo ]&E § }ve
cellulaire. La solution de formaldéhyde a été préparée?d @/v) @ns du tampon phosphate 0,1 M a
pH 7,0. Le mélange a été agité délicatement et conservé au réfrigérateur pour une durée maximale
de 3 semaines.

Le jour du dénombrement, les cellules ont été marquées par 2,5 pydald',6diamidino2-
phénylindole (DAPILe mélange a été gardé au noir pendant 20 min a température ambiante puis

filtré sous vide sur une membrane de 0,22 um de porosité (filtre GTPB noir). Ce filtre a ensuite été

observé par microscopie a épifluorescence (excitatid@5 nm; émissiornt 420nm) (Figure25p).

@)

Figure25: (a) Lors de prélevemesta des températures négatives, * P} usSsS o §8 ¢ [ W *HE(}V |
P ovsS ey 0 %0 <g  [Ju% S]}v v o % E pusS v8X >[ Z vsS]oo}v 8§
température ambiante(b) Observation par microscopie a épifluorescence du contenu microbien de
o[ M VU P %o (E ecawDEP! (x F50)

4.1.3.Dénombrement des cellules cultivables

JE S uvd % E *« 0 %E oA uviU iiil R> [ n v P }vd § u]e
*ME W u]o] B ZT U pv ulo] p p8]Jo]ls P v E o u vs %}uE o viu E 1
microorganjeu ¢ ve o[ n fRédsoner et Geldreich985) Les cultures ont été réalisées en

E} ]} U v o vV opu] E s : HiGEetS1lUPG, i Squréspendent
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respectivement a la température mogee annuelle et maximale des prélevements de nuages au puy
de Ddme. Trois réplicats ont été effectyssur chacune des températures.

> e« lo}v] » }vs § viu E « &E Ppuo] ® u vs pun }upE- o[]Jv 1 §]}
généralement). En raison deuleressemblance au niveau macroscopique, les colonies bactériennes

et les levures ont été dénombrées ensembles.

4.1.4.1solement, conservation et identification des cellules cultivables

Les colonies bactériennes ¢ v § £Epdir notre équipe ont été sélectioges sur les milieux
gélosés,i.e. o0 ¢« }o}v] ¢ %}S v8] oo u vS %% E vS o upu&E P VE e Spu
(SphingomonasMiethylobacterium Pseudomonasetc.) ou les colonies présentant un fort potentiel
biotechnologique (production <p @& ( $§ vSibldtiges; 8tc). Elles ont ensuite été isolées,
conservées puis identifiées. Pour cela, la colonie a été prélevée a partir du milieu R2A initial puis

§0 % (E o u sz} o[ %op]e u v8 *p@E pv VIHA p ul]o]l p Z7 P o}e o
la souche a 17°C et vérification de sa pureté, les bactéries ont été mises en culture dans du milieu
R2A liguide a 17°C pendant environ 3 jours puis congeléB88°& dans ce milieu en présence de
glycérol (concentration finale10% v/v).

En paralléle, lebactéries ont également été lyophiliséetes souches pures ont été mises en
culture sur un milieu R2A en tubes inclinés a 17°C. Aprés leur croissance, les colonies ont été reprises
stérilement dans une solution de lait écrémé. La suspension a alorgéghirtie dans deux
u] €} U%opO o A EE o[]vd E] pE (0 }ve + ES]E A v3 0C}%Z]

>[] vs8](] S81iv - S E] - § & o]- % E ¢ <pv P o[l E }
>[ E § ASE ]S U %E o 0 Vv Z u@i(R3S HYv U rESIEH]O VvedME % v \
min. Il a ensuite été amplifié par PCR (Polymerase Chain Reaction) par les amorces uni2éfselles
(A-AGAGTTTGATCCTGGCTOQAB1492r(5 [GGTTACCTTAIGACTT). Le mélange réactionnel a
été réalisé a partir du kiBioTaq DNA polymerase BIO 210zt0était composé de tampon (1X), de
DMSO (20), de MgGIl(1,5 mM), de dNTP (0,2 mM), de chacune des amorces (0,4 uM) et de Taq
%}0Cu E ¢ ~A heX >[ u%o](] S]}v <[ S (( TBRCHNE vaDQ0eeldZlgEu} C o0 |
programme suivant : (1) dénaturation initiale a 95°C pendant 3 min, (2) 30 cycles de dénaturation a
95°C pendant 45 s, hybridation des amorces a 53°C pendant 45 s et élongation a 72°C pendant 45 s,

(3) élongation finale a 72°C pendant 7 min. La longueur(d& Pu vSe [ E Veul]s § A E]
% E U]JPE S]}v 0 SE}%Z}E S5]<u% ¢TAE 0BXp Les produits dei BOR ont été

purifiés grace au kit Minelute de Qiagen® selon les recommandations du fabricant. lls ont ensuite été

e <U V * % @prsg Edrofins MWG Operon (Allemagne). Les résultats du séquencage ont
ensuite été confrontés a la base de données BLAST pour déterminer le genre bactérien voire

o[ *% X
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4.1.5.Viabilité cellulaire

> A] ]o]s * OOMHO ¢ Ve O] M \aplaPmesureSde lagpacenti@tion en
adénosine triphosphate (ATP) et en adénosine diphosphate (Rl2R)josage a été adapdépartirdu
protocole du kit commercial ATP Biomass Ki{Bi&hemac) par Koutny et al(2006) W o[ dW ve 0 o
OOHO * S AESE ]S S S ]o]- ve 0 <}ouS]}v [ AnBgprésslevs p ]S

prélevement. Le mélange a été vortexé puis conserwveieE v 535 v§ o[ v oCe X
> }e P o[ dW 8 o epE o & 3]}v VvICu 8]<u *p]A v
ATP + Buciférine + @ JLLLL AMP = WW] = }ECop [( E]lv = Ki = zt
> «d vs8]S§ opu] & ule 5 0}E* %o E}%}ES]}VV o0oPourde <p vsS]$§
}e P of] WA u p& e« [ dW }vS § & o] *« W ~is JE S uvsS -uE
SE ve(}E&uU S]}v of] W v dW % @ préseriée QepphospBoehdhpyruvate

0 6 40
(PEP) ADP + PERLLLLOTOLE R

La différence entre les deux mesures indigalersla concentratonen W  ve o[ Z vS§]oo}vX

TP + pyruvate

4.1.6.Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été iséés par le logiciel Pa@iammer et al.2001) En raison de
o[ e+ vV ]*3E] pud]}v vedsules testsndn maramétriques de Mann et Whitney et de
Kruskal et Wallis ont été utilisés respectivement afin de déterminer des différences significatives
entre 2 échantillons ou plus de 2 échantillons (p < 0,05).

4.2 Résultats

Durant ma thése, 23 évenements nuageux ont été échantillonnés entre Décembre 2010 et Mai

2013. Leurs caractéristigues biologiques (concentration en cellules totales, cultivables et en

ATP/ADP) sont présentées dangTiableau3| Les caractéristiques biologiques des prélévements

précédents ne sont pas présentées comme elles ont déja fait I'objet de plusieurs publi¢Aticate
et al, 2007b, 2007dyaitilingom et al.2012)et theses > [} E]P]vV e U e [JE as S Eu
partir des criterexchimiquesdéfinis dans la section précédent@eguillaume et a).2013)

Entre 2010 et 2013, 18 des 23 prélévements réalisés ont été récoltés depuis des masses d'air
provenant de Duest, duNord-Ouest ou du Nord, 4 provenaient du Sud ou du-Sudst et
seulement 1 échantillon de nuage a été prélevé depuis masse d'air originaire duokt-Est. Cette
répartition se traduit par un grand nombre de prélevements ayant subi une influence magé)(7
Seuls 126 des prélevements ont été réalisés dans une masse d'air d'origine continental® et 4

%opu]e v U ¢ [ ]JE %o}oopn X v <u] -RO13IEes pmpdiionE $entesiiio
proches: les nuages ayant subi une influence marinet$oujours majoritaires (6 %) tandis que
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Tableau3 : Caractéristiques microbiologiques des
2010 et Mai 2013 au sommet du puy de Darbeal.|.:
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ceux ayant subi des influences continentales, hautement marine ou polluées représentent

respectivement 236, 9% et 7% des prélévements.

4.2.1.Concentration en cellules totales

Les résultats de la période 20@8 concernant la concentration totale en bactéries et en

champignons en fonction des saisons et des mois de prélevement sont présenteBigurdé26| Sur

cette période, la quantification des cellules totales a été réalisée sur 50 prélevements individuels.
La concentration bactérienne dans les nuages prélevés au puy de Déme varie entreet,Z,40
10’ cellules par rh avec une moyenne de 4,1*¢ellules mL. La concentration fongique est en
U}C vv % ope (] o [uv ( & pHE +fi § Acaljles mE @oyérie: 891167 i
cellules mL). Des concentrations semblables ont été retrouvées au Mont RaxdiAe, Bauer et al.
2002, 2003, au Mont Sonnblick (Autrich&attler et al, 2007 et dans les nuages prélevés par avion
au dessus des U.S(Kourtev et al.2011){Tableau?2).

Figure26: Variabilité mensuelle et saisonniére de la concentratitale en bactéries et en
Z U%]Pv}ive ve o u evégalPpuydddaome. (a) et (b) Les périodes indiquées
correspondent aux trois expérimentateurs différeft¥.Les barres d'erreurs représentent les écart
typeset «n », le nombre d'événements nuageux considérés
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Trois expérimentateurs se sont succédés} uE o[ v oCe 0 Ju%}e]S]}v u] E} ]J}o
nuages au puy de Démdepuis 2004 Malgré des protocoles expérimentaux similaires, des
différences significatives apparaissent dans les dénombrements totaux des microorganismes (test de
Kruskal et Walli p= 2,6 10 et 4,1 10° pour les bactéries et les champignons respectivemen
moyenne, 1,0 1Dbactéries mL ont été dénombrées sur la premiére période (2607, 2,5 16
bactéries mL sur la deuxiéme (200710) et 1,1 16bactéries mL sur la deniére période (201a.3). I
en est de méme pour les champignons avec des moyennes de*7&5400 et 1,2 16 champignons
mL* de la période la plus ancienne & la plus récente.

(Jv [ oJulv @ o 1] vSE o0 A% E]Ju vOrdaliséesenexprimany <« }vS§
pour chaque mois et chaque saison le pourcentage de cellules comptées par rapport a la moyenne
annuelle de chaque manipulateur (données non montrées). Aucune différence significative entre les
o Je}ve V[ %op !SE ul]e ]v Alvvv UsvvSE o0 * u}]e o[ vv X

> u 8Z} uslo]le @& %o}e *UE 0} » EA S]}v u] E}e }%]<p [ Z VvE]
(op}E} ZE}Iu <«pu] » (]J&£ *u& ol EU o W/IX > % @& ]e]}v <+ & euo0Ss
dépend du nombre dehamps observés ainsi que du nombre de microorganismes par champ. Il a été
ujvsE& ««pu o[ EE pPE Zpu ]v *S Ju%}ES vS Ve 0 ¢ }u%S P ¢ uj
coefficients de variation entre deux expérimentateurs peuvent fluctuer entre 5 & @0drchman et
al., 1982;Kepner et Prait194). Pour cette raison, un nouveau protocole basé sur la cytométrie en
flux est en cours de développement et permettra d'exclure la variabilité humaine des comptages.

Aucune différence significative dans les concentrations bactériennes et fongiqusestatont
pu étre mises en évidence entre les saiseosnme déja observé pavaitilingom (2011) sur 34

échantillons(test de Kuskal et Wallis, ywalue = 0,48 et 0,)9En ce qui concerne la concentration

mensuelle en bactéries dans les nuages, aucune tendance nafiparait non plugHigure26|a et

b). Cependant, on peut noter que la variabilité est importante au sein d'un méme mois : elle atteint

par exemple uriacteur 40 lors du mois de Février (n = 5).

4.2.2.Concentration en cellules cultivables et souches isolées

Lesconcentrations en cellules microbiennes cultivables sur le milieu R2A sont présentées sur la

Figure27| En raison des similitudes entre les levures et les bactéries a I'échelle macroscopique, ces

deux types cellulaires ont été dénombrés ensemble. Par conséquent, aucune conclusion concernant
la proportion de cellules cultivables ne sera émise puisque selon les méthodes employées, les levures

sont comptabilisées soit avec les bactéries, soit avec les champignons.
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Figure27: Variabilité mensuelle (a et b) et saisonniere (c) de la concentration en bactéries et levures
et en champignons filamentewxltivables ve o[ VUL P % E o A ML % uC €u
17°C (sauf pour les cultures entre 2@J4qui ont été réalisées 15°C). Les périodes indiquées
correspondent aux trois expérimentateurs différents. (c) Les barres d'erreurs représentent les écart
types et« n», le nombre d'événements nuageux considékés. lettres aulessus des histogrammes
correspondent & des diffences significatives entre les saisons (p < 0,05)
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Sur I'ensemble des préléevements réalisés, la concentration en bactéries et levures cultivables sur
le milieu R2A & 17°C varie entre 0 et 1,31BC mL* avec une moyenne de 1,8 240FC mt A 5°C,
onrecense entre 0 et 9,3 IWFC mt (moyenne : 1,6 1DUFC mt). Aucune différence significative
n'a pu étre mise en évidence entre ces deux températures suggérant que les températures
d'incubation choisies n'ont pas d'effet sur le nombre de bactéridswatres recouvrées sur le milieu
R2A (test de Mann et Whitneyy@alue = 0,66). En revanche, elles jouent un rdle sur les temps de
croissance puisque ~5 jours de croissances sont suffiaalitsC pour que I'ensemble des colonies se
développe sur le milieR2A tandis que 30 a 45 jours sont nécessaires a 5°C.

En ce qui concerne les champignons filamenteux cultivables, leur concentration varie entre O et
8,7 10 UFC mta 5°C et entre 3 et 1,7 10FC mta 17°C. Les moyennes respectives a 5°C et & 17°C
sont de 2,9 1B8UFC mt et de 5,6 16UFC mL Lorsque les cellules sont incubées a 17°C, le nombre
de champignons filamenteux recouvré est significativement plus élevé (test de Mann et Whitney, p
value = 1,8 10) ce qui suggére que ces conditions splois favorables a leur croissance.

Auvu des concentrations en cellules totales et cultivables, il apparait qu'une grande majorité des

microorganismes retrouvés dans les nuages ne sont pas cultivables avec les protocoles employés. |l

est généralement admigue la fraction cultivable des cellules est inférieure ou égale%a dans
I'environnement. Ceci est di soit au stress des cellules, soit aux conditions de culture qui ne sont pas
adaptées a leur croissance (température inadéquate, source de carbondisahlé, absence de
nutriments essentielsetc.).

La concentration en microorganismes cultivables est dépendante de la saison : quelque soit le
type cellulaire observé, la concentration en microorganismes cultivables est significativement plus
faible en liver qu'au printemps (test de Kruskal et Wallis;gdue < 0,05). De méme, la concentration

bactérienne est significativement plus élevée en été qu'en hi@eci est également observable sur

les|Figure27a et b qui montrent que les concentrations les plus faibles sont atteintes en Janvier,

Février et Novembre pour les bactéries et levures et pour les mois de Février et Décembre pour les

champignons filmenteux. En revanche, les concentrations maximales en bactéries et levures

cultivables sont rencontrées lors des mois les plus chauds de I'année (Juin et Hudtgthossible

gue les conditions hivernales plus hostiles (faible température, gel etl dieégehydrométéoresetc.)

limitent la survie des microorganisme®e plus, au printemps et en été,[lu]ee]}v .

microorganismeslepuis la phyllosphéere est augment#% D!'u ] o[ }v Vv L JHA ES A
S § M % E]VS U%oe V[]Vv(ountr&iore em | c&8lules tothles, il est possible que les

microorganismes émis depuis ce milieu soient plus favorablement avantagés pour croitre sur le

milieu R2ACeci est confirmé par le pourcentage non négligeable de souches issues de la végétation

et ayant été isolées depuis les nuageparmi les souchessolées lors de la thése de Mickaél

"UFC : Unité Formant une Colonie, unité de comptage en culture de microbiologie. On considére que chaque
colonie s'étant développé sur le meili de culture est originaire d'une seule cellule.
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Vaitilingom, enviror86% ¢ ¢« <p v ¢ E } VS8 %}UE o[ ZE i0” A ] v3 u u}]ve |
proches voisins qui était issu de parties aériennes de plantes (hangsac

Les cultures réalisées a partir des 23 nuages prélevés durant ma theése ont permis d'isoler 234
nouvelles souches bactériennes qui ont été sélectionnées en fonction de leur phénotype (souches

pigmentées, fluorescentes, productrices de surfactargt.). Parmi ces souches, 104 ont été

identifiées par PCIFigure 28). Elles appartiennent principalement aux genRseudomona$30 %

des souches ideiftées) et Sphingomonas(27% des souches identifiées), les deux genres
majoritairement retrouvés dans les nuag®&itilingom et al.2012)

Du fait de leur activité glagcogene et de leur production de sidérophores, les bactéries du genre
Pseudomonass}vs pn "pE % 0 le] MCE e récherchs Jdgmnsenotre équipe. Quant aux
bactéries du genr&phingomonasil a pu étre montré gu'une partie des représentants de ce genre
identifiés dans les nuages appartient a un nouveau cluster jamais décrit auparavant (résultats non
publiés). Il est dongossible que ce groupe rassemble des bactéries spécifiquement affiliées a
I'atmosphére et par conséquent, étudier leurs caractéristiques permettrait de comprendre quels sont

les prérequis pour s'adapter a ce milieu.

Figure28: Répartition phylogénétique des souches identifiées dans I'eau de nuage durant la période
201013.

D'autre genres plus minoritaires ont également été isolés et identifiés : il s'agit par exemple de
bactéries présentant une forte pigmentatiore.§. Curtobaterium spp., Hymenobacterspp. ou
Clavibacterspp.), produisant des surfactants ou des ERBofococcuspp.) ou dont certaines

souches sont connues pour avoir une activité glacogetenthomonasspp., Erwinia spp.). Des

exemples de ces souches sont préseqFigure29
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Figure29: Exemple de souches appartenant aux principaux genres bactériens isolés d'eau de nuages
entre 2010 et 2013. Ces photos ont été prises par Martine $amcel Magali Abrantes.

Comme les souches isolées ont été sélectionnées selon leur phénotype, il est impossible de

conclure quant a l'influence de la saison ou des températures de cultures sur la diversité bactérienne.

4.2.3.Viabilité cellulaire

Plusieurs études ont montré que lI'eau des nuages hébergeait une microflore métaboliquement
active grace a des colorations différentiant les cellules viables des cellules mortes ou par des mesures
d'ATP, une molécule présente chez tous les organismes imdgliglans la production d'énergie
cellulaire(Bauer et al., 2002; Amato et al., 2007b; Hill et al., 2007; Vaitilingom et al., 2012)

Les concentrations d'ATP mesurées dans les nuages du puy de D6me depuis 2004 sont
rassemblées dans @ En moyenne cette concentration est de 1,02 pmol*rdleau de

nuage. Une corrélation positive avec la concentration en bactéries et en champignons cultivables a

été identifiée (corrélation linéaire, p varie entre 0,01 et 3718elon le type de cellules et la
température d'incubation). Cette corrélation explique le fait qu'en été, la concentration en ATP est
significativement plus élevée qu'en hiver (test de Krus&alWallis, pvalue = 0,009). Les
concentrations minimales en ATP ont été mesurées pendant les mois de Février et Décembre, de
méme que les concentrations fongiques cultivables.

Depuis 2010, la concentration en ADP est également mesurée. Il s'agit d'unitpissill de
l'utilisation de I'ATP qui renseigne sur I'état énergétique des cellules : des mesures sur des cultures
bactériennes pures ont montré que chez les cellules en croissance, ce ratio est faible (proche de 0,25)
tandis que pour les cellules mortee ratio tend vers des valeurs plus élevées (¥K6utny et al.

2006)
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Figure30: (a) Variabilité mensuelle de la concentration en 431 |'eau de nuage prélevée au puy
de Déme a 5°C et 17°C. Les périodes indiquées correspondent aux trois expérimentateurs différents.
(b et c) Variabilité saisonniére de la concentration en ARPEtet de leur ratio sur I'ensemble des
prélévementsLes barres d'erraa représentent les écatypes etk n», le nombre d'événements
nuageux considérékes lettres amlessus des histogrammes correspondent a des différences
significatives entre les sins (p < 0,05)

En moyenne, le rapport ADP/ATP dans les nuages est de 1,10 £ 1,77 ce qui suggére qu'une tres
grande partie des cellules est capable de se diviser. Aucune différence significative n'a pu étre mise
en évidence en fonction des saisons (testiktuskal et Wallis,-palue = 0,52) et aucune corrélation
n'‘a pu étre identifiée avec les autres paramétres biologiques étudiés (concentration en cellules

totales ou cultivables). Toutefois, il convient de noter que pour l'un des événements nuageux

hivernaux (le n°44Tableau3), le ratio ADP/ATP atteint son maximum avec une valeur de 7,33. A

l'occasion de ce prélévement, les concentrations en micrausgaes cultivables étaient les plus

faibles : seuls 3 champignons Trdt 7 bactéries miont été recensés a 17°C.
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5. Corrélations entre lepropriétés physicechimiques et microbiologiques

5.1 Introduction

Dans les précédentes études microbiologiques neages,|influence de l'origine de la masse
d'air sur les paramétres microbiologiques est apparue incertahmeato et al.(2007b)ont souligné
une corrélation positive entre la concentration en microorganismes et la concentration ‘ezt Nat
suggéré que les océans, en particulier I'océan Atlantique dans ce cas, serait une source importante
de microoganismes. A l'inverse, la corrélation négative entre I'acidité du pH et la concentration en
bactéries suppose que l'activité anthropique limiterait le contenu microbien des nuages. Plus
récemment,Vaitilingom et al(2012)ont continuéce travailen prélevant de nouveaux nuages. Cette
étude n'a pas permis de confirmer les premiecesstatationsd'Amato et al.(2007b) A l'inverse, ils
ont montré que dans les prélevements de nuages issus de masses d'air d'origine marine, les
concentrations bactériennes tendaient a étre plus kagbque dans ceux issus de masses d'air
polluées.

Dans cette partie, une analyse statistique a été réalisée sur l'ensemble des résultats
microbiologiques depuis 2004 en incluant les principaux parametres phstsicoques décrits par
Deguillaume et al2013)(pH, N4, Cl, NQ, NH', SQ%) ainsi que d'autres paramétres généralement
moins variables entre les différentes origines de masse daitres ions, conductivité, K,
formaldéhyde).

5.2 Parametres microbiologiques et influence de l'origine de la masse d'air

Les moyennes des parametres microbiologiques décrits auparavant (concentration en

microorganismes totaux et cultivables, concentratien ATP) sont présentées en fonction de

l'origine de la masse d'air suffégure31

Aucune corrélation n'a été mise en évidence entre ces parametrésrigine des masses d‘air
(test de Kruskal et Wallis, yalue varie de 0,06 a 1) a l'exception d'une concentration
significativement supérieure en champignons cultivables a 17°C lorsque les masses d'air ont subi une
influence marine en comparaison avies masses d'air polluées-yplue = 0,02). Ceci peut étre lié a
un effet de source (émission plus modérée dans les zones anthropiques). Cependant, comme
l'origine de la masse dair n'a pas dimpact significatif sur les concentrations totales en
microorganismes, il est plus vraisemblable que la cause soit liée a des conditions davantage

favorables a la survie des cellultens les nuages marins (pH peu acig¢s).
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Figure31: Variabilité des parameétres biologiques mesurés daas de nuage prélevée au puy de
Do6me en fonction de l'origine de la masse dlaés barres d'errea représentent les écatypes et

«n», le nombre d'évenements nuageux considéieguE& Z <u }E]P]v Leslettres gu ] E X
dessus des histogrammes correspondent a des différences sigreBaative les saisons (p < 0,05)

Méme si l'influence de la masse d'air n'a que peu d'impact sur les microorganéunes échelle

plus fine, certains paramétres physiathimiqgues des nuages peuvent toutefois agir sur la

composition microbienne des nuages. En effet, comme décrit précédemment dans les travaux de

Deguilaume et al.(2013) de l'origine de la masse d'air dépendent un grand de nombre de

paramétres physicehimigues Cegparamétresconsidérés individuellememieuventavoir des effets

antagonistes et ainsi cacher de réels impacts a une échelle plus 2ags.la partie suivante, les

corrélations entre chacun des parametres physibaniques et les paramétres microbiologiques ont

été étudiés.

5.3 Parametres microbiologiques et influence des parametres physico

Le

chimiques

Tableau 4

récapitule les valeurs des coefficients de corrélation R entre les parametres

microbiologiques et physiechimiques mesurés dans les nuages. Pour chaque valeur de R, la

probabilitt que la corrélation soit statistiquement pertinente a été calculéedjpe < 0,0k
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Tableau4 : Coefficients de corrélation linéaire (R) entre les parameétres biologiques et physico
chimiques des nuages prélevés au puy de Déme. Les corrélations significatives sont indiquées par les
valeurs colorées en vert-falue < 0,05) et prennent en comptentlembre d'événements considéreés.

S o c cn0L 0 ic c O c

o o ¢ © D5 COR T yn8 T gi o
= c c c S 54 ¢cc c S - c o
o B S 9 O > @ S > .m O o ® S 9 ) =

= 8 = € x = O = O = C 17 = C = o

o T35 ©=y ©=uw TP TTDO © 0 o <
28 £82& £28s 285 223 £82z 2L g
83 8z° 858 8F¢ 338 8z 3 a
c o c < c B e c oS c c = c c 5 c <
o & G © g3 OS5 OO0 o005 o) —

O Q (@] O a © O o o O © O 3] O
pH 0,18 0,06 0,22 0,21 0,05 0,21 0,11 0,11
Conductivité -0,06 0,23 -0,21 -0,10 -0,29 -0,21 -0,13 0,06
Potentiel Redox 0,28 0,26 0,26 0,06 -0,14 0,14 -0,10 -0,59
Na' 0,36 0,46 -0,09 0,00 0,17 0,24 0,08 0,03
Cl 0,21 0,26 -0,30 -0,19 -0,23 -0,07 -0,21 -0,03
NG; 0,02 0,05 -0,21 -0,13 -0,33 -0,28 -0,10 0,28
SQZ' 0,15 0,19 -0,10 -0,01 -0,18 -0,11 0,02 0,06
NH4+ 0,03 -0,03 0,31 0,30 -0,24 0,23 0,59 -0,20
K -0,14 -0,02 -0,13 -0,06 -0,42 -0,34 -0,06 0,13
Mg2+ 0,11 0,22 0,16 0,19 -0,09 0,16 0,27 -0,29
cg -0,10 -0,10 -0,01 0,09 -0,40 -0,32 -0,04 0,52
Acétate -0,09 -0,08 0,38 0,42 -0,24 -0,02 0,42 -0,18
Formiate 0,04 0,10 0,72 0,76 0,14 0,41 0,74 -0,14
Oxalate -0,07 -0,14 0,32 0,37 0,13 0,28 0,55 -0,28
Succinate 0,03 -0,01 0,47 0,36 0,27 0,35 0,69 -0,09
Malonate -0,05 -0,03 0,41 0,27 0,53 0,35 0,64 -0,36
Fer total -0,30 -0,06 -0,38 -0,15 -0,24 -0,33 -0,20 -0,49
H,O, -0,03 0,02 0,56 0,54 0,48 0,43 0,51 -0,01
Formaldéhyde -0,06 -0,06 -0,08 -0,04 0,12 -0,01 -0,08 0,04

Seule la concentration en Nast significativement corréléavec la concentration en cellules
totales (R = 0,36 et 0,46) comme observé parato et al.(2007b) Ceci suggére que les sources

atmosphériques de Na principalement les océansont le siége d'une importante émission de

microorganismes. Lgrigure 31| montre également que, bien qu'il n'existe pas de différences

significatives mtre les différentes origines des masses d'air, la concentration en microorganismes
tend a étre la plus importante dans les nuages provenant des régions océaniques. L'dtmaé¢odet
al. (2007b)(14 évenements nuageusdulignait également une corrélation négative entre l'acidité du
pH et le nombre de bactéries totalequi n'est toutefois pas observéergmue I'ensemble des
prélevements du puy de D6me sont pris en com@ié éveénements nuageux).

Globalement, les concentrations en microorganismes cultivables sont positivement corrélées

avec les concentrations en acides carboxyliques (acétate, formiaagtex succinate et malonate ;

Tableau4). Ces composés représentemhe source de carbone utilisable par les microorganismes

comme l'ont montré les t&ides dans des milieux simples ou artificiels Herlihy et al(1987), Ariya
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et al. (2002, Amato et al.(2005, 2007% Coté et al.(2008 et Vaitilingom et al.(2010, 2011)
Récemment, Vaitilingom et al. (2013) ont méme observé une biodégradation des acides

E }ACO]<p * % E * VS Ve O M v P % @&mmonun), @h dg E v }P
concentration est corrélée avec le contenu en bactéries cultivables, est une source d'azote
facilement assimilable par une grande variété de bactéries. On peut supposer que, dans les nuages,
les microorganismes peuvent utiliser ces composés peudiviser ou pour leur métabolisme. Ceci
est corroboré par la corrélation positive qui existe entre la concentration en ATP et ces composés.

Il est également intéressant de noter que des espéces chimiques telles que le formaldéhyde sont
généralement cosidérées comme toxiques pour la plupart des microorganismes. Cependant,
aucune corrélation n'apparait entre la concentration en formaldéhyde et les différents parameétres
microbiologiques. Ceci suppose que soit les concentrations rencontrées dans less re@ye
insuffisantes pour mettre en danger les cellules, soit les microorganismes présents sont
particulierement bien adaptés a ce composé chimigRkisieurs soucheagppartenant a des genres
méthylotrophes (obligatoires ou facultatifs) ont é®olées denuagesou de grélons et certaines se
*}vi ulu A E + % oleforpeddéhyeedd tant que substrat pour leur métabolisme
(bactéries des genredethylobacterium Bacillus Pseudomonas Sphingomonas par exemple)
(Amato et al, 2007a;Husérova et a).2011; a v-§emkiv et al.2013) Récemment,a v-§emkiv et
al. (2012 et DelLeorRodriguez et al2013)ont montré par une approche moléculaire qu'une large
fraction des bactéries dans les nuages est appareritédes groupes méthylotrophedl est donc
probable que la proportion de bactéries dans les nuages pouttdiser les composés a un atome de
carbone comme le formaldéhydmit fortementsousestimée

En ce qui concerne le peroxyde d'hydrogeéne, il existe une corrélation entre sa concentration et le
nombre de microorganismes recouvrés par culture (R = 0,43 a 0,56). Contrairement a ce qu'on
pourrait croire, cette corrélation est positivee. des fortesconcentrations en D, sont corrélées
avec de fortes concentrations en cellules cultivables. Il est cependant impossible de savoir si le
peroxyde d'hydrogéne est la cause ou la conséquence de cette augmentation de population. Par
exemple, les enzymes supetyde dismutases produites par les microorganismes, sont responsables
de la transformation d'oxydants hautement réactifs enOk et pourraient ainsi contribuer a
augmenter sa concentration. Inversement, il a été montré qu'a faibles doses (telles que celles
rencontrées dans les nuages), le peroxyde d'hydrogéne permet d'activer I'expression de voies
métaboliques destinées a protéger les cellules contre les s{Btesz et al.1990) De cette facon, les
cellules augmenteraient leurs chances de survie face aux conditions des nuages.

Certaines corrélations restent cependant inexpliquéesa :concentration en champignons
cultivables est négativemerimpactée par les ions NCet C&", des marqueurs respectifs du degré
de pollution anthropique et dedrigine continentale des nuages, et par les iofisukd composé plus
ubiquiste. Cet impact négatif pourrait étre le résultat d'une toxicité envers lesmpignons.

Cependant, les concentrations reportées dans les nuages sont du méme ordre de grandeur voire
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inférieures que les concentrations qui peuvent étre rencontrées dans les eaux douces ou dans l'eau
de mer(Barnes 1954;Livingstone 1963) Il est possible également qu'il s'agisse non pas d'un effet

direct de ces composés mais plutét de I'impactndharamétre relié étroitement avec ces ions.

6. Conclusion

Les compositions chimiques et microbiologiques de 73 et 57 nuages respectivement ont été
analysées entre 2001 et 2013. A ce jour et & ma connaissance, il s'agit de la plus grande base de
donnéesétudiant a la fois les propriétés physichimiques et celles microbiologiques Beau des
nuages.

Dans un premier tempdgs interactions entre les paramétres physidumiques et l'origine
géographigue des masses d'aint été analysées. @atre clustes différentsont été discriminéspar
une analyse en composantes principales et correspondent a des influences caractérisées comme
hautement marine, marine, continentale ou polluée. Chacun de ces groupes posséde une
composition chimique qui lui est proprdées masses d'air ayant survolé pendant de lonqaéasodes
les zones océaniques ages hautement marins) présentent de fortes concentrations en Nat
Cl et un pH élevé, les masses d'air originaires de l'océan mais y ayant séjourné pendant de plus
courtes périodes € nuages marins) ont de faibles concentrations en espéces ioniques et un pH
élevé, les nuages ayant survolé les terresages continentaux) ou ayant subi l'influence des
activités anthropigues«nuages pollués) se différencient gr des concentrations croissantes en
NO;, SQ” et NH," et des valeurs décroissantes de pH. D'autres paramétres mesurés se sont avérés
statistiguement différents entre ces groupesneme, par exemple la conductivité etle contenu
ionique total (qui sontdirectement dépendant de la concentration en ions*N@l, NOy, SQ* et
NH,), le potentiel rédoxet le cortenu en carbone organique totala proportion relative de chacune
des espéces ioniques et des composés carbonylés mesurés sont également istipetér des

](( & vS§e PE}u% + 6&ffete de VBistorigwe géographique de la masse d'air et non
uniquement d'un phénomene de concentration ou de dilution desposés chimiques dans les
gouttelettes de nuages.

Les valeurs de I'ensemble des pagdres mesurés pour chacun des groupes ont été rassemblées
dans le but de décrire des compositionty/piques» de ces nuages. Ces données pourront désormais
servir a créer des scénarios chimiqueéalisés, utiliséslans des modéles numériqusgnulantles
processusnultiphasiquephysiques et/ou chimiques de I'atmospheére.

En paralléle, I'étude de la composition microbiologique des nuages sur le long terme a permis de
guantifier la concentration en microorganismes totaux et cultivables sur le ndéeaulure R2A.
Environ 4,10" bactéries et 2,90° champignons sont présents dans l'eau des nuages. Les cellules

cultivables se sont avérées moins nombreuses d'un facteur 10 pour les champignons d'un facteur
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~100 pour les bactéries. Les concentrations en micgamismes totaux sont indépendantes de la
saison pendant laquelle les prélevements ont été réalisés ce qui témoigne que, quelle que soit la
saison, le nombre de microorganismes émis reste le méme. En revanche, la concentration en
microorganismes cultivabdeest significativement variable en fonction des saisons ce qui suggere que
selon la période de l'année, soit les conditions atmosphériques peuvent devenir plus ou moins
favorables a la survie des microorganismes, soit la diversité microbienne changerauledannée

et est plus ou moins capable de se développer sur le milieu utilisé. Enfin, les mesures d'ATP et d'ADP
ont confirmé qu'une grande majorité des cellules microbiennes étaient métaboliguement actives.

Une derniere partie du travail de monitogns'est focalisé sur les corrélations entre les
compositions chimique et microbiologique. Aucune différence significative n'a été mise en évidence
entre les paramétres microbiologiques et l'influence subie par la masse d'air. Cependant, certains
parameétres utilisés pour catégoriser les masses d'air agissent sur les caractéristigues
microbiologiques. Seul le Na une influence significative sur le contenu microbien des nuagesi.
témoigne de l'importance des miliewcéariques dans I'émission desmicroorganismes retrouvés
dans les nuagesu puy de DomelLa concentration en microorganismes cultivables est fortement liée
a la présence d'acides carboxyliques et de,'NHes composés que les cellules peuvent assimiler
pour maintenir leur métabolisme atonc, leur survie. En revanche, certaines corrélaticeraeurent
inexpliquées et nécessitent des études supplémentaires dans le futur.

En résumé, la base de données présentée dans ce travadl estjour]a plus large concernasd
la foisles compositins chimique et microbiologiqgue des nuages. Bien que conséquent, ce jeu de
données ne permet pas d'accéder a toutes les zones d'ombres de la complexité nuageuse. Par
exemple, & ce jour, moins de ¥ des composés carbonés ont été identifies dans I'eaundages.

De méme, la biodiversité microbienne demeure relativement peu dédtiest donc encore essentiel

de poursuivre ces études en diversifiant les analgb@wiques et microbiologiques
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Résistance des microorganismes aux facteurs de stress dans les nuages

1. Introduction

RécemmentDelLeorRodriguez et al2013)ont établi le fait que la richesse microbiende la
troposphere est plus faible que celle eplupart desautres écosystems, ce qui suggere que la vie

ve O[ SU}*%Z E 3 (}ES u vs P}uA Ev %néhtatesEn pife],d ppvtir VA]E } v
du moment ou les microorganismes sont aérosolisés, ilgetd faire face & de nombreux stress

infligés par les facteurs météorologiques et les composés chimiques atmosphei’ igee4d). Dans

o[ Su}e%seckE, les cellules microbiennes doivent lutter contre les rayonnements solaires, la
faible teneur en nutriments, o -« oo o S U% E SPE U o ee] S]}v S 0 % E -
~E& | MAE ZC E}AECO0 U % &k} AEr(plus dezogs Sagsssimitioorganismes présents
dans les nuages sont exposés a des variations osmotiques lorsque C 0 ¢ [ A %}E 3]}v
condensationa des composés toxiques et a des pH acfHidset al, 2007;Deguillaume et a].2013)
D oPE e }v ]8]}ve J((] Jo *U o ¢ upkesfthate (ATP)vételpg cabo@tjons
% EuU $S vS§ ] EJu]v & o0 - OOUO * $1A . . OOHO * U}ES « }vVvS
des microorgaismes présents dans les nuages esttaboligiement active (Bauer et al. 2002;
Amato et al, 2007b;Hill et al, 2007;Vatilingom et al, 2013) Ceci suggére que lasicroorganismes
possédent des mécanismes de protection suffisants pour maintenir leur viabilité en dépit des
conditionsatmosphériques
>[ S 0 }u%}e]S]}v u] &} J}o}P]cpu « v e d@ genre@Emikrobiens %o E o
récurrents parmi la microfloreultivable des nuages les bactéries des genrd3seudomonagt
Sphingomonasont présentes dans 58 et 46% des préléevements de nuages effectués au puy de
Dbéme respectivement et la microflore des levuresest dominée par les genrePioszegia
Undeniomycegt Cryptococcu$7l, 65 et 4P6 des prélévements respectivemdmMaitilingom et al.
2012) La prédominance de ces groupestPP E <p[]oe % }puEE ] vS !SE % ES] po] C
globalité des stress de cet environnement.
/o 8§ Jvs (E e+ VvS§ viS§ E <p o[ v oCe %ZCo}P v Bictaries P v o
% % ES v v3 Pse{idetaonasyringaeprésentes danslespu P « u]e v A] v o[ vV
0 * }juupv u vsd E SE}IHA ¢ ve o[ VAJE}VV u v3 u(JohELdl] s PE}}
2013b)X 8§88 E % ES])S]}v SC%]<Hu % S !ISE o & (0 S [uv ]}P }PCE
zone de prélevementfWomack et al. 2010) u ]* % uS P o u vS !SCE o0 unjve <u v
processus de sélection (& ¢ 0 HE SE Vve%}ES Vvesdds BunpeXedi id@Eplique que
les souches recouvrées par culture seraient plus & méme de résister au milieu atmosphérique.
Ce chapitre de la these[s*S (} @ $uivre les taux de survie @eng microorgansmesisolés
[ M vufdke «<yu SE ¢SE ¢ u i pE+ E v }VSE: la lumiereodolaite} 480 2 &
%o E * V % E}AEC ledvadati@dddmotigueset les cycles de gel et diggel.
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La lumiere solaire peut agir sur la viabilité des microorganismes directevieelat formationde
ups 8]}ve ve o0 ¢ u}o ,pwoindirdctement en créant des radicaux libré®Kl, Q). Ces
JVEC v8eU Vv %ope HAE % E * v3§u de syadedopHiO,y'®OH), sentodonnus
pour compromettre les chances de survie des cellules en interagissant avec de nombreuses
Jlulo po ¢ ~ EU 0]%] *U %@E}S Jv eoX [ USE % ES3U Jo }VvA] vs F
sont des systemes dynarji o[]vs E] HME p «Zuvd> o EnsfoAction des conditions
thermodynamiques rencontrées A % WE [ pU P}uss o 33 o]«u]De gaufaitfEs 3 o P
microorganismes présents dans les nuages sont fréqguemment soumis a des naridgo
concentration osmotiquedu milieu environnanto } E ¢ o] }Jv ove 3]}v lu o A %}E 3]}v
] » SE pl]s % E e (OpE [ HPUU EV ]E + VSE vSe ~0}E" o ]
condensation ou choc hypasmotique) ou sortants @ts de la concentration du milieu extérieur par
évaporation ou choc hypessmotique). Ainsi, un choc hypesmotique a pour conséquences de
concentrer les solutés intracellulaires et de réduire la disponibilité en eau de la cellule, comme lors
de phénomens de dessiccationW (E ]Joo PE*U o0 ¢« SE ve]S]}ve of U VSE -}v
solidepeuvent impactetes cellulepar différentes actions en effet, la formation de glace au niveau
extraa § JVSE oopo |E % USU [ptressoeolBtéidudia® jormp@on de raeicaux
o] E+ S0 }v VvVSE S]}v e e}lous - ol B < vu Phutre part,ebe A v * 0]«
% nsS 'SCE o[} @E&]P]vou de comprassiorcellulaires.
Le but de ce travad étéde compendre quels sont les facteulss pluslimitants pour la survie
des microorganismes dans les nuadesscing souches microbiennes|[ S p ont été sélectionnées
v E Je}v [uv (}ES E % E& + vS S]}v 0O HE P VE % Eudirsi }uupv M

gue pour assurer une diversité microbienne.

2. Matériel et Méthodes

2.1 Souches utilisées

V E Je}v [ A% EJu v 3]}ve }v3 o pE ing3SoEhes micfobiermds o}vPpu U
modelesont été sélectionnées pour cette étude[pv % ESU % E Jppv PE v JA E-]
c & S E]S]cp o v« *}wZ < u]l E}]vve]ejo - o[ H
Dome (bactéries, levures, cellules pigmentées ou mboXe S [ USE % ESU (lps E % E

genres microbiens majoritairervs & v }vSE - ve 0] (dps cellwlgs Bppartenant aux
genresDioszegiaPseudomonasSphingomona®t Arthrobacteront été isolées dang1; 58; 46 et
12% des prélévements nuageux au puy de Ddr@es cing souches sont présentées d@
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~

Tableau5: Ré %o ]Spo S]( = *}u Z « u] E} ] vv o o[ Spu .8 o uE-+ d

. Activité
# Numéro Type Coloration glacogene
Espece [ se]}v . : Pigmentation B
souche microbien de Gram (Température
GenBank
max)
5b-11  Arthrobactersp. DQ512758 Bactérie Positive Jaune Non
13pp  Fseudomonas DQ512785 Bactérie  Négative Sans Oui (5°C)
syringae
24b-2 Dioszegia JF706549 Levure ; RoseOrange Non
hungarica
32b11 Sph'”g;monas HQ256831 Bactérie  Négative Orange Non
3oh74 PSEUdOmONas - ~onee75  Bactérie  Négative Sans Oui £3°C)
syringae

Pour cette étude, les souches ont été cultivées dans du milieu R2A liiRedsoner et Geldreich
1985)a 17°C. Les cellules en phase exponentielle de croissance ont été centrifugées pendant 3 min a
12000x P 8§ E]Jv <« T (}]* ve o uJo] pu []Jv u S8]}v E *% S]( Z <y *SCE

22. E%)}+]8]}v  BYOLEC v

La concentration en cellules a été ajustée & d@llules mL: dans du milieu nuageux artificiel

continental décrit parVaitilingom et al.(2011) La composition de ceilieu est décrite dans le

Tableau6| > }v VvSE S]}v Vv % E}AC [ZC EJORL;\0,25; 05 et imMSdans i

un volume final de 5 ~% E}AEC [ZC E}P v 119U &oul «X > « § pA uCE
u *puE v3 o }v VvSE §]}v OOHO * o A 0}% % V3 «pCEetaprés]o] p Z1

90 min en présence de cet oxydant.

Tableau6 : Composition du milieu nuageux artificiel continental décrit\fetilingom et al.(2011)

Concentration(uM)

Acétate 20
Formiate 15
Succinate 15

Oxalate 3
CI 250
NO; 200
sQ” 50
Na 250
NH," 200
K 10
Mg*™* 10
cd” 40

pH 4,75,2
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2.3 Exposition a laumiére solaire

Pour ces expériences, la concentration en cellules a été ajusté@celiles mL dans le milieu
nuageux artificiel continental décrit auparavant et 30 mL de cette suspension ont été placés dans un
erlenmeyer opaque a la lumiére ou dans un phbtoréacteur décrit paNaitilingom et al(2013)

e E S pE- }vs 8 }v pue (]Jv [pv %o ES % Eu SSE 0O opu]
usS E] uAE P& o SE i S }%S]<p 8§ [ USE % ES % EuUBSE o €

un milieu stérile et aéré.

Figure32: Phote J}E S UE HuS]o]e ¢ %}u&E& o[]v H S]}v e« u] E}}CEP v]eu «
~ie (JoSE VvV %CE A£U ~ie }uA E 0 Vv vCo}vU ~ie Spu = § (o}v A
% EU SSE 0 % * P o[ ]&E iter ta oondEnsation @ cristallisdir en pyrex
(Vaitilingom et al.2013)

Les cellules ont ensuite été agitées sous une lampe a émission solaireGRepl, EXOTERRA®)

a 5°C pendant 10 heures. Le spectre de la lampe ainsi que le spectre solaire mgsuré]v  [uvV

nuage au sommet du puy de Dérsent présentés sur |Rigure33

Figure33: Spectrdumineux émis par la lampe utilisée dans cette étude. Le spectre solaisurecu
e Jv [puv VU P p c}uu § p &eteCajoutéPour comparaison (spectre mesurkde
Odobre 2013a ~15:00).
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2.4 Chocs osmotiguee

Les cultures cellulaires ont été centrifugées a 12090pendant 3 min puis les culots ont été
repris et lavés 3 fois dans une solution de NaCl 30 les concentrations cellulaires et de NaCl ont
été ajustées (Jv [} § V]E o o e %0 S\cellites mtt dans respectivement 0,10,5; let
2,5M de NaCl (choc hyp&rsmotique). Les suspensions ont été incubées a 5°C pendant 30 minutes,
puis, les concentrations en NaCl ont été ajustées par dilution aveo [de p uljv & o]M TuUi

pour encore 30 minutes (choc hymsmotique). Les changements de concentration en NacCl

représentés sur |&igure 34

Figure 34 : Variations de la concentration en NaCl pour chacun des chocs osmotiques.réalisés

Afin de déterminer les pourcentages de survie, les suspensions cellulaires ont été étalées sur

milieu R2A gélosé avant le choc hyyesmotique et aprés le choc hypasmotique.

2.5Cycles de gel et dégel

La concentration cellulaire a été ajustée a*1aC et 10 cellules mi: ve o[ n
déminéralisée et 150 pyL de suspension cellulaire ont été placées dans des microtubes pour PCR
(Polymerase Giin Reaction) congus pour une grande conductivité thermique. Ces tubes ont été
incubées pendant 15 min a 5°C puis ils ont été soumis a 6 cycles de gel et de dégel composé de 12

min dans un congélateur 40°C et de 48 min a 5°C. Les variations de tempgatant été suivies

par un enregistreur de température (EBRO® EBIEX) et sont présentées suif&gure35| Ainsi,

apreés 12 minutes passées40°C, les cellules se retrouvent a une température inférieur80&C.
hv  (}]e ve Oo[]Jv u 8§ pCE AE U VA]JE}v ifi u]Jvpus o o}vd v oo JE -
cellulaire atteigne la température ambiante.

En paralléle, 150 uL ont été maintenus a 5°@pevsS S}usS o o}vP o[ £% E] v ~S§ u)
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Figure35 W s E] S]}ve S U% E SPHE ¢ ¢ oO0O0OHO * 0}E* <+ 0 C O * P
de la courbe est causée par des températures mesurées inférieures aux lgméteation de
ol VE PJ]*SE pE&E

Les taux de survie de chaque souche ont été déterminés par étalement sur milieu R2A apres les
iA % E& u] E » u]jvus - iAE ~8 u%e Jv]S] o o A% E] Vv * 8§ % E -
dégel. Un exemple de la variati@u pourcentage de survie en fonction des cycles est présenté sur la

Figure36| Pour chacune des souches, le pourcentage de survie au long desdeygkdst de dégel a

été assimilée a une loi exponentielle2 (Rriait entre 0,735 et 0,999 avec une médiane de 0,958) de
la forme:
5L IS!I=HT, Equation {)

ou S est le pourcentage de survagpresx cycles de gel et de dégel eest une constante propre a

chaque souche et a chaque concentration initiale en bactéRagi(e36). Le pourcentage de survie

des cellules par cycle (S)lara été défini tel que
5L S":=; Equation )

Figure36 : Exemple de pourcentage de survie de la soBclsgringad.3b-2 apres 1, 3 et 6 cycles de
gel et de dégel
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3. Résultats

3.1 Introduction

Dans cette section, leSE *p0S S ¢}vS % E ¢ vS ¢ o}ue o (}CEuU [uv %o p 0]
préparation dont le titre est €louds as environmental filters: survival of microbial isolates to the
main stress factors encountered in clougdsCet article sera soumis pour une publE]}v ~ ve o[]eepu
spéciale «Polar and Alpine Microbiology de FEMS Microbiology Ecologpe ce fait, cette
publication propose de considérer les nuages comme des filtres-sddeEtionnant les

microorganismes avant leur dissémination vers les milienixlgr

Ve e« SCE A PEU i[] % ES] [% W
f alaréalisation des expériences en laboratgire
f o E S]}tv ol E§] o .A W] EE u s}

Ces résultats ont été présentés sous forme de podars les congrés suivants :

f au congres ISMEl4nh{ernational ymposium on Microbial Ecology <u] [ *$§ E}lpo
Copenhague (Danemark) en Aot 2@&s le titre «Survivalof microorganisms to the
main stresgactors encountered in ouds» (Présentateur M. Joly),

f au congrés EMEC1Buyropean Meeting of Environmeal Chemistrye <pu] [ ¢ § v
Moscou (Russie) en Décembre 20%2us le titre «Survivalof microorganisms to the
main stresgactors encountered in clouds (Présentateur A-M. Delort);

f au $™congrés de ISociété Francaise de Microbiolog{8FM) &ille (France) eRévrier
2013 sous le titre &urvivalof microorganisms to the main strefactors encountered in
clouds» (Présentateur M. Jolyy)

f ala }v( & v VVU 00 o[l u ] v e} ] 8]}v (MEAR) Gaii}e}o Z -
s'est tenu en Octobre 2013 a Portland (U.S.A) sous le«i8ervivalof microorganisms

to the main stres$actors encountered in clouds (Présentateur A-M. Delort).

lls ont également été présentés sous forme de communications ocdalesies congrés suivants
f & la 5™ conférence internationale sur la Microbiologie Polaire et Alpinep] <[ <3
déroulée a Big Sky (U.S.A.) en Septembre 2013 sous le 8trevivalof microorganisms
to the main stress factors encountered in cloud¢Orateu : P. Amato)
f au congrésMicrobAero2013 <pu] <[ S &} po 0 }UE }po ~&E v ¢ vV
sous le titre« Survivalof microorganisms to the main stress factors encountered in

clouds» (Orateur. P. Amato)
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The lowatmosphere carries in permanence around 5¥1@ing bacterigWhitman et al, 1998)
It is indeed annually loaded with ~¥(acterial cells aerosolized from surface ecosysté&srows
et al, 2009b) Large spatial and temporal heterogeneities exist in the distribution of microorganisms
in the air, notably in relation with the type of surface. For instance, emission fluxes of more than 500
viable bacteria i s* were recordel over agricultural vegetated aregkindemann et a).1982)
whereas emission rates from seasdaglaciated ecosystems are believed to be minimal (¥1sth
based on neasurface concentration measuremen®urrows et al.2009b) Once aloft micronsized
particles like bacterial cells can be transported thousands of kilometers away from their emission
source(Prospero et a).2005;Kellogg and Griffin2006;Smith et al. 2013) and eventually reach the
most remote regions of the planet. The prominent manner to descend back to the surface for
airborne microorganisms in the size range of teda (~1 pm) is wet depositioffRenoux and
Boulaud 1998) Falling rain drops are largely inefficient in scavenging particles of this size, so clouds
are almost inevitable pathways to the ground for microbes disseminating by air means. Considering
the harsh conditions encountered in the atmosphere,isitlikely that only a proportion of the
microorganisms aerosolized survive their journey in the air and clouds. Living airborne microbial cells
probably have to cope with desiccation and high levels of solar and UV radiations before being
incorporated intoa cloud. There, the presence of condensed water probably protects cells against
desiccation, but it exposes them to rapid variations of osmolarity due to repeated condensation
evaporation cycles. Indeed, in average, it was estimated that 10 condensstiqoration cycles
occur before atmospheric water precipitatéBruppacher and Jaenick&995) In addition, in cloud
droplets, microorganisms have to deal with a mixture of chemical compounds including potentially
toxic compounds and strong oxidants, and most of the time low pH (3.1 tdeguillaume et al.
2013). In addition, the temperaturergdient existing in the troposphere associated with rapid
vertical winds potentially expose cells to repeated fredzaw cycles.

Regarding the inhospitable conditions prevailing in the atmosphere and their resemblance with
extreme cold environments (palaice sheets, glaciers, snow mantle), clouds can certainly be
regarded as extensions of the cryosphere, where probably only a few of the numerous entering
microorganisms can survive and eventually develop. Both environments are exposed to
temperatures around the freezing point and so to freetleaw cycles, associated or not with osmotic
variations, presence of oxidants and high levels of sunlight. These were demonstrated to shape the
structure of microbial communities at the surface of glaciers, for ingg&tres et al. 2010) A
number of studies actually pointed similarities between microbial communities in permanently cold
environments and in the atmospine and cloudsFor instance, both harbour a high proportion of
pigmented microorganisms able to develop at low temperature, with cultivable representatives

affiliated to PseudomongsSphingomonasnd Arthrobacterspecies, notablyChristner et aJ.2001,
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2003;Zhang et al.2002;Busse et al.2003;Foght et al. 2004;Miteva et Brenchley2005;Amato et

al., 2007 Vaitilingom et al. 2012) Based on these statements, we propose that clouds could
contribute to the evolution toward colddaptation, by acting as environmental filters fed with a
large variety of microorganisms, and delivering a set of the most competité&ie most fitted fa
extreme cold environments. Five strains isolated from cloud water and affiliated to the most
common genera in the 24 cloud analyzed between 2003 and 2@aailingom et al. 2012)were
selected from our bank of microorganisms originating from cloud3s@udomonasl Sphingomonas

and 1 Arthrobacter among bacteria, represented in 58%, 46% and 13%, respectively, and 1
Basidiomycota yeast related to the genb®szegiarepresentatves of which were found in 71% of

the samples. Those strains were also selected to include a range of microbial phenotypes that could
be related with increased survival to environmental stresses: presence of pigment or not, ice
nucleation activity (INA) onot. In laboratory, the survival rates of these microorganisms toward
atmospheric stresses caused by solar light, oxidants, osmotic shocks andtfraezeycles were
determined in microcosms, under conditions matching those encountered in clouds or muder

extreme conditions.

DS Elo v D&Z} »

Microbial strains

Five microbial strains isolated from cloud water at the puy de D6me station (1465 m a.s.l) were
subjected to atmospheric stresses: one yelpigmented ActinobacteriumArthrobactersp. 5b11,
DQ512758), two fluorescent ice nucleation active (INA) Gafrogeobacteria Pseudomonas
syringael3b-2 DQ512785, INA ab°C and 3274 HQ256872, INA aB°C), one orangpigmented
AlphaProteobacterium $phingomonas sp. 32b11, HQ256831) and one phpkgmented
Basidiomycota yeasDfoszegia hungarica4b-2, JF706549Amato et al, 2007d;Vaitilingom et al.
2012;Joly et al.2013b)(Table 1. For all experiments, pure cultures were grown aerobically in liquid
R2 medium(Reasoner and Geldreicth985)at 17°C, 200 r.p.m. shaking, until exponential growth
phase. Cells werthen harvested by centrifugation (3 min; 12,000 x g) and cell pellets were rinsed

three times in the incubation medium of the corresponding experiment.

H,O, stress

Cells were suspended at a concentration of @élls mr* in 5 mL of artificial contineal cloud
water (final volume)Vaitilingom et al. 2011)supplemented with 0, 0.1, 0.25, 0.5 or 1 niidrogen
peroxyde (final concentration). In order to determine the survival rate to each of tJ@® H
concentration, platecounts were realized on R2A agar medium at the beginning of the experiment
and after 90 min, and incubation for >2 days at 17°C. & mdependent replicates were realized for

each strain.
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Solar radiations stress

Cells were suspended at a concentration of &6lls mL* in 30 mL of artificial anthropogenic
cloud water and placed in photobioreactof¥aitilingom et al. 2013) These suspensions were
exposed to artificial solar light (Repti Glo 5.0, EXOTERR# spectrum is presented dfigure S}
at 5°C and under agitation (200 r.p)nControls consisted of similar cell suspensions incubated in the
dark for 10 hours. The survival rates were determined every 2 hours for a total 10 hours by plate
counts on R2A agar and incubation for >2 days at 17°C. Three independent replicates neeferdo

each strain.

Osmotic stress

Cells from cultures were harvested by centrifugation and washed three time& M BacCl. Cells
were finally suspended at concentrations of t@lls mr* in 0.1 mL of 0.M, 0.5M, 1 M or 2.5M
NaCl solution and incubated at 5°C for 30 minutes. The concentration of NaCl was then adjusted back
to 0.1M by adding sterile water, and cell suspensions were incubated for another 30 minutes at 5°C.
For determining the survival rates toward hyperosmagind hypoosmotic shocks, cell suspensions
were plated on R2A agar after rinsing in 8/1NaCl and after incubation following increase and
decrease of NaCl concentration, and incubated at 17°C for >2 days. Three independent replicates
were realized for edtstrain.

In parallel, the minimum inhibitory concentration (MIC) of each strain toward NaCl was
measured in 5 mL of liquid R2 medium supplemented with NaCl at concentrations ranging from 0 to
2.5M, at 0.1M intervals. The presence or absence of growthsveantrolled visually after three
weeks of incubation at 17°C.

Freezethaw stress

Cells were suspended at concentrations of, 10 and 16 cells mC* in deionized water and
volumes of 0.1mL of the suspensions were distributed into 0.2 mL PCR micrdegigsed for high
thermal conductivity. These were incubated for 15 minutes at 5°C, and then subjected to six cycles of
12 minutes at40°C followed by 48 minutes at 5%igure SR In parallel, controls were incubated at
constant 5°C during the course thfe experiment. To determine survival rates, plagunts were
realized on R2A agar at the beginning of the experiment and after 1, 3 and 6-fheszeycles and

incubated at 17°C for >2 daykhree independent replicates were realized for each strain.

Statistical analysis

All data were analyzed using Past softwédammer et al.2001) ShapireWilk test was used to
check the normal distribution of data and significant differences of survival between treatments
were tested by variance analysis (Anoval).
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Exposition to hydrogen peroxide

With a redox potential of up to more than 200 n{Meguillaume et a).2013) cloud water is a
very oxidant environment, notably due to the presenaf numerous radicalsQH, N@' Y v $§Z ]E
precursors. Hydrogen peroxide is one of the main actors ‘©H radical formationvia
photochemistry. It has been detected in cloud water at concentrations ranging from 0 to 3.2 uM at
Kleiner Feldberg (Germangauer et al(1996), from 0.1 to 57.7 uM at the puy de Ddéme, with an
averageof 7.8 uM (FranceDeguillaume et al(2013), and extremely high concentrations (up to 247
UM) were reported from Whitetop Mountain (U.S.Rlszyna et al1988).

As shown orfrigure 1the mortality rate of cells at high hydrogen peroxide concentration varied
between strains. The three Granegative bacterial species were by far the most sensitive, with
extrapolated LC50 vaés,i.e. concentrations Killing 50% of the cells, around 0.5 mbtsus3.3 and
9.8 mM for Arthrobacterand Dioszegiarespectively. Only 8.7% + 1.9%, 17.1% + 14.6 % and 22.9% =+
13.7% ofP. syringae82b-74, Sphingomonasp. andP. syringa€l3b-2 cells, rgpectively, were still
viable after a 90 minutes exposure to 1 mMQs the decrease of cell viability was significant (p
A op G iXiis }voC 3§ 8Z § o 3% (E Pseudomb@Esgddies. QrEhe @pdsite, the
viability ofSphingomonasp. wassignificantly altered at as low as 0.1 mMd4 (p value < 0.04).

Interestingly, at 0.25 mM, the highest® concentration measured in clouds Biszyna et al.
(1988) the viability of the strains studied here was not endangered, exaapthie most sensitive
strain Sphingomonasp., the population of which would be divided by 2 in 90 minutes due to
oxidative stresqFigure 1) Egwchi et al.(1996)observed a strain oEphingomonagsolated from
marine environment capable of resisting exposition to as high as 25 siMfét up to 40 minutes,
but its population was reduced by about 4 orders of magnitude after 60 minutes. Atwresid$0,
concentration investigated here of 0.1 mM, which still largely exceeds the range measured in cloud
water by Sauer et al(1996) andDeguillaume et al(2013) at least 70% of the cells survivia 90
minutes in all strains. This suggests thaD}l at its concentration in cloud water and given the
relatively short exposition time in clouds, has limited or no influence on the mortality of these
microorganisms.

This is consistent with the fachat aerobic cells are used to cope with oxidant species such as
free radicals OH, QY) and HO,. These compounds are naturally produced aerobically when oxygen
is transported internally and reacts with enzymatic cofactors such as £FAXDH and NADPH.
When present in excess, reactive oxygen species (ROS) alter molecules like DNA, proteins, lipids and
carbohydrates, and their action can be lethal. Microorganisms have developed mechanisms for
protecting their structure against the deleterious effects @& They tend to limit their production,
decrease their presence and rapidly repair the damages ca(iseshchak2001) It involves anti
oxidants molecules like vitamins, glutathione and carotenoid pigments that dissipate excitation

energy from @' (Stahl and Sie®005) Three of the strains in this study exhibit strong pigmentation:
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Arthrobacter sp., Sphingomaas sp. and D. hungarica However, norpigmented Pseudomonas
syringaestrains presented similar response to elevategDHconcentration asSphingomonasp.,
suggesting that although pigments may contribute to enhanced resistance, other mechanisms are
also likely involved. For example, the high sensitivity of the Gregative species compared with

the Grampositive strainArthrobactersp. and with the yast suggests that the composition of the cell
wall could act as a protective agent against R@&vever, opposite conclusions were observed by
Dahl et al.(1989) andValduga et al(1993)who indicated better defense mechanisms in Gram
negative species dumtlipopolysaccharide coating and unsaturated fatty acids rich outer membrane
preventing extracellular ROS from entering the cell. Another protection mechanism relies on
enzymes responsible for the transformation of aggressive oxidants intetaxn produds. The
enzyme peroxidase notably, forms® from peroxide compounds. The combination of superoxide
dismutases and catalases is also a Wmetiwn defense mechanism against ROS: it transforms
superoxide radicals and hydrogen peroxide into water molecylsg E} [ R004) Hence,
supplementing environmental samples with such enzymes in charge of detoxification against ROS
significantly increases bacteria cultivabilfarthi et al, 1991) Airborne aerobic microorganisms

are undoubtedly equipped with such enzym#&&itilingom et al(2013)identified biological activity

as one of the main sinks of®} in cloud water.

Exposition to artificial solar light

Solar light can causes two types of damages in microorganisms. The first is linkegtestrece
of highly energetic wavelengths (k8/ ~190 to 290 nm, and B/ ~296320) that are responsible for
DNA damages and eventual lethal mutations (maximum absorbance of DNA is 260 nm; see the
review byWitkin (1976). Nevertheless, U radiations, the most damaging wavelengths, are mostly
absorbed by stratospheric ozonies. above the highest altitude of closgdFigure S1)Concerning UV
B radiations, their deleterious effects are limited and can be balanced by repair mechanisms. The
second effect of sunlight is associated with the presence of longer UV wavelengtids @320 to
400 nm) and visible light (~400 to 800 nnihese can indirectly alter cell viabiliby producing
intracellular ROS, which then damage cellular structures.

In our study, microorganisms were exposed to artificial light closely mimicking the spectrum of
natural solar lightigure SL Experiments we realized at the temperature of 5°C corresponding to
the mean annual temperature when clouds are present at our cloud water sampling site, the puy de
Dome station(Vaitilingom et al. 2010) As shown orFigure 2 artificial solar lightadiation had no
effect on the survival of the 4 bacterial strains investigated after 10 hours of incubation. Surprisingly,
at shorterterm, significant increases iR. syringael3b-2 cell concentrations were observed in
suspensions exposed to light comned with controls incubated in the dark: after 2 hours and after 6
hours, there was 25% and 19%, respectively, more viable cells than in controls. On the opposite,

viability of the yeastD. hungaricawas negatively impacted by solar light; yet, the dececasas
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significant only after 4 hours of exposition, but not later due to the elevated standard deviation that
reached up to 76% after 10 hours. This absence of significant loss of viability after 10 hours of
exposition to solar radiation suggested that neierganisms from cloud water were particularly well
adapted to this stress.

As a large fraction of airborne microorganisms probably originates from vegetation and aquatic
ecosystems where they were obviously subjected to solar radiations, they are potentially already
pre-adapted when entering the atmosphere. Indeed, in the phylese and in marine
environments, solar light operates strong selection pressure on bactéai@obs and Sundi2001;
Agogué et al. 2005) A large fraction (41%) ohé GammaProteobacteria isolated from a marine
ecosystem was highly resistant to solar radiatigAgogué et al. 2005) On the opposite, Alpha
Proteobacteria and Actinobacteria were highly sensitive, with only 14% and 9% of resistant strains,
respectively. Inparallel, Joux et al.(1999) studied five bacterial stins isolated from a marine
environment and showed thaSphingomonasspecies (Alph#roteobacteria) were particularly
resistant to UMB radiations. In the atmosphere, the effect of sunlight have been highlightdaibg
and Lighthart(1997) who showed that airborne bacteria collected during nighttime were more
sensible to sunlight than those collected during daytime. Cell aggregation or association with
particles increased survival during the day due tohi&lding effect(Tong and Lighthart1998)
Pigments like carotenoids also seems to confer an advantage against solar light by scavenging ROS
(Jacobs et al2005;Dieser et a].2010) In our study, there was no difference in the survival of strains
collected during the nightArthrobacter sp. andP. syringael3b-2) and those recovered during

daytime, nor between pigmented and ngrigmented strains.

Osmotic shocks

In clouds, microorganisms are subject to osmotic variations when water condenses or
evaporates. Assuming a cloud droplet of 20 um that evaporates and reaches a diameter of 2 um, in
the absence of solute precipitation the shift in water volume would concentrate-vadatile
chemical species by a factor of*1@s an example, ion speciesdies on a long term period at the
puy de Déme station pointed out a large range of concentrations of total ion content, from a few
micromoles per liter to 1.9 mMDeguillaume et al.2013) The transition described above would
increase ion concentration to up to 1.9 M.

Figure 3presents the influence of osmotic shocks on the viability of the microorganisms.
Hyperosmotic shock consisted of a 5, ©0,25fold increase of NaCl concentration followed by a
hypoosmotic shock of a similar extent. Neither the viabilitypohungaricanor that of Arthrobacter
sp. was affected by any osmotic variations in the range of concentrations tested (up to 2.5M). Bot
strains were capable of growth at high salt concentrations:\N2.8®r Arthobactersp. and 1.2V for
the yeastDioszegia hungaricalhe 2P. syringaestrains also tolerated elevated salt concentrations,
with MIC of 1.0 and 1.2M. Their viability was siigaifitly affected only by 2. osmotic shocks,
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conditions at which still 34% and 35% of the cells survi$gthingomonasp. was by far the strain

the less tolerant to salt among the microorganisms studied; it had a MIC toward NaCl of only 0.5M.
Consistenty, its viability was strongly affected by small variations of salt concentrations: a shift from
0.1M to 0.5M NaCl decreased the fraction of vial8ghingomonasp. cells to 50%, and only 7% of
the cells survived a transition to 2.5 M.

Both increase ofolute concentration and desiccation result in a decrease of water availability (or
water activity), and thus have quite similar impacts on microorganisms. Indeed, to compensate
hyperosmotic shock, microorganisms have to equilibrate internal and extersmolarities by
immediate efflux of water molecules. This response leads to increased concentration of metabolites,
decreased metabolic activity and shrinkage of the ¢(€konka 1989; Gaxiola et al. 1992) To
reestablish influx of water, cells increase cytoplasm osmolarity by synthesizing or uptaking

Ju% v o IVIAv o A~ Ju% 3] 0 e<}ous «_ }E' 69, uadbnEadds {proline, W <
Pous u S YeU epP Ee+ ~SE Z o0} UCspnkEI989YDe A@orfbet %6d.4989¢Panoff
et al, 2000;Marx et al, 2009)

In our study, the extent of the impact of osmotic shock on Niigbwas dependent on the type of
microorganisms: the three Gram negative bacteria were much less resistant to osmotic variations
than the yeast and the Gram positive straidocker et al.(2012) observed snilar patterns in
organisms subjected to desiccation, and concluded that thicker peptidogycan layer in Gram positive
bacteria was related to improved viability. Nevertheldgdle et al.(2005)studied survival rate of 2
yeasts, 2 Gram positive and 2 Gram negative bacteria after osmotic variations and pointed out that
tolerance cannot be related only to specific cell types, but that ispacies characteristics like
membrane composition have also be consideredabt, fatty acids composition strongly influences
viability in presence of osmotic stress as it defines membrane fluidity and its susceptibility to
mechanical damages. In microorganisms adapted to frequent osmotic variations, high proportions of
anionic plospholipids or glycolipids are present (see the revievBedles(2004). On the opposite,
carotenoid pigments increase membrane rigidity and their expression tends to be downregulated at
high salinity(Fong et al.2001)

Interestingly, the five strains studied here behave similarly face to osmotic stress as when they
were exmsed to HO,. This suggests common response pathways, as it is generally observed in the

management of environmental stresses by céiszki et al, 2001;Mikami et al, 2002)

Freezethaw cycles

In clouds as in the rest of the cryosphere, microorganisms have often to cope with low
temperatures and, particularly with freezbaw cycles that are known to be very damageable for
cells. In the troposphere, temperature decreases in general with incrgaaiitude, by 0.6 to 1°C

every 100 meters. This associated with vertical winds of up to 200'k{Béhm §') exposes airborne
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cells to thermal variations of up to 1°C every about 2 seconds, and so potentially to rapidtiraeze
cycles as well.

The prgortions of cells remaining viable after 0, 1, 3 and 6 frethzsv cycles were determined
for the 5 microorganisms at the concentrations of' 100 and 16 cells mL*, except for the yeast
which was assayed only at “l@nd 10 cells mL’. Interestingly, he decrease of survival in cells
exposed to consecutive freezbaw cycles was exponential (s€ggure SR This indicated that the
most resistant cells within populations were selected. Accumulation and rapid succession of stresses
during freezing (and #wing) makes this phenomenon a potentially strong factor of selection in the
environment, as suggested by the observationSweés et al(2010)at the surfce of glaciers. Mean
survival rates per cycle for each strain at the different cell concentrations were then calculated; these
are shown orFigure 4 D. hungaricavas the most resistant strain among the microorganisms tested,
at both cell concentration€On the oppositeArthrobactersp. was the most sensitive, with mortality
rates reaching more than 80% of the cells per cycle independently of cell concentration between 10
and 16 cells mL:. For the 2P. syringasestrainsand for Sphingomonasp., higher cell concentrations
led to greater survivahs their aggregation probably protected each other against environmental
stressegMonier and Lindow2003) At 16 cell mL*, mortality rates were only 13% and 15% per cycle
for P. syringael3b-2 and 32b74, respectively. Nevertheds, at cell concentrations closer to those
observed in cloud wateri.e. 10 cells m[* (Vaitilingom et al. 2012) populations were strongly
affected by water phase changes in thestrains: respectively 41% and 70% of the cells lost viability
at each cycle.
Identical treatments as in the experiments presented here (same duration of cycles and same
temperatures) were applied directly on cloud water samples collected at the pi3odee (data not
shown). The results were very variable between samples, with amaked exponential decay in
the cultivable microbial concentration in some samples but no noticeable effect on others. This may
E (0 & o}u [+ Z]*38}ECU #gcpulaiionB ooudE tkée Bad already naturally been

exposed to several freezbaw cycles.

The taxonomic affiliation of bacteria resistant to freghaw in complex communities greatly varies
between studies. For exampl&jrmicutesand Proteobacteriawere found to be the most resistant
bacteria phyla to freez¢haw in lakes(Wilson et al. 2012) On the opposite,Actinobacteria
populations Arthrobacter genus phylum), were greatly reduced. In soN&nnistd et al.(2009)
observed that the most resistant species were related to AlBhateobacteria and Bacteroidetes,

while BetaProteobacteria were the most sensitive.

In theory, freezing i& combination of several shocks, the first of which is likely in most cases
temperature drop. This is responsible for a decrease in membrane fluidity, protein refolding and
enzymatic activity, and consequently DNA replication and transcription and RNAlatian

(Yamanaka et al.1998;Aguilar et al, 2001;Feller and Gerday2003) Cellmembrane composition
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thus plays an essential role in the resistance to freezing: high proportions of unsaturated
phospholipids increase membrane fluidity, which helps maintaining its functions. Following a
temperature drop, the decrease in membrane fltydinduces the synthesis of proteimgathered

pHv €& SZ S Eu M }o <Z} | (Budbki®t @.2001:Mik&vhs et al, 2002) Some CSPs are
chaperones protecting DNA, RNA and proteins and their folding, and some are enzymes implicated in
central metabolism{Graumann and Maraikl, 1996;Yamanaka et al.1998;Phadtare et al.1999)

When ice actually starts forming, chemical solutes are excluded from water crystals and get
concentrated at their junctions. This results in a supersaline liquid network of microveins where
microbial cells are also concentrated and experience hyperosmotic qfRoide 2000;Mader et al,

2006; Amato et al, 2009) For that reason, the regulation systems to cold and osmotic stresses
present many similarie€Suzuki et a).2001;Mikami et al, 2002) and osmoprotectant compatible
solutes such as trehalose, glycerol and saccharose also serve as cryoproté@taitatoni et aJ.
1989; Panoff et al. 2000; Marx et al, 2009) Tanghe et al(2006) highlighted the importance of
aquaporins, channel proteins devoted to the transport of water through thié membrane, in the
resistance to freezing.hEse proteins have been found in the most frequent bacterial genera isolated
from clouds: PseudomonasSphingomonasArthrobacter Streptomycesand RhodococcugNCBI
database). In permafrost, a water activitf 6.9 was estimatedPonder et al. 2008) which
corresponds to ~2.5 M NaGle. the highest concentration of salt tested in our expeeints. No
correlation was found though in our study between the survival rates to fréee® and to osmotic
shock.

Under our experimental conditions.€. in deionized water), cells also perhaps suffered from
mechanic stress during freezing. Indeed, iaswshown that the presence of solutes at low
concentration, which results in wider microveins than in purer wdfetice 2000) was linked to
enhanced cell survival to freetlkaw (Park et al. 1997;Amato et al, 2009;Wilson et al. 2012)

Cells have developed specific responses against the mechanical damages of ice crystal growth.
Notably, antifreeze proteins are devoted to control the growth of ice cryg@isman and Olsen
1993) Ice nucleation active proteins may also protect cells from the damages caused by freezing, by
catalyzing crystal formation outside the cell rather than inside. Nevertheless, the two INA strains
studied here had similar internaiate sensitivity so no significant protective influence was observed.

Simultaneously to ice formation, reactive oxygen species are produced by electrons leaking from
the electron transport chain of cells, exposing them to oxidative st{@sad and Park000) It was
observed that low concentrations of hydrogen peroxide in the incubation medium increase-freez
thaw resistance, probably because it induces common response pathl{Ragset al. 1997;Tanghe
et al, 2003) For instance, carotenoid pigments, which were shown to increase survival to oxidants
due to their action as ROS scavengers, also improvevautwifreezethaw (Dieser et al.2010) This

may be linked with the high proportion of pigmented micrganisms in clouds.
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In this work, we studied the survival of five microbial strains representative of the cultivable
communities of clouds collected at the puy de Déme in France face to four atmospheric stresses:
oxidants, sunlight, osmotic variations and repeated fredmav. We investigated conditions much
more drastic than those actually encountered in clouds, yet none of the strain population was
devastated by any of the stresses. The ydaisiszegia hungaricwas almost insensitive to freeze
thaw cycles and oxidants, and tolerated high osmotic variations. As a possible consequence,
representatives of this genus were the most represented in cloud water samples, with 71% of the
cloud events carrying at least one living individual detected. The Actinobactéwtimobacterwas
not affected by osmotic shock and solar light and it resisted to elevated concentrations of oxidants;
in turn, it highly suffered from repeated freezleaw independently from cell concentration. It was
detected as alive much less frequently (13% oé itiouds). The Proteobacteri@Bseudomonas
syringaeand Sphingomonasp. survived freezéhaw cycles and solar light but their populations
were strongly affected by relatively low concentrations of oxidants and osmotic variations. They
were the most represeted bacterial genera, present in about-80% of the samples. The survival of
Pseudomonaw freezethaw was not linked with ice nucleation activity.

Responses to stresses are known to share common pathways beside specific responses. More
general protedbn mechanisms not directly related to the response to stress can also improve
survival probability in airborne cells, like the presence of carotenoid pign{Eotsy et al. 2001)or
cell aggregation(Tong and Lighthart 1998) In our investigations, each steswas assayed
independently from others but it is possible that accumulating or overlapping stresses actually result
in better survivalFor instance, oxidative stress resistance is improved aftereppesition to low
doses of oxidants. It is responsilbée the induction of oxidativ€Storz et al. 1990)and general stress
response pathwayélanghe et aJ.2003)which could help cells fighting against unexpected stress. In
clouds, oxidants concentration varies throughout the d@arinoni et al, 2011) Therefore
depending on the time of the day when microorganisms are aerosolized, exposition to Ide/ déve
oxidants could be responsible for increased tolerance to stresses in general, preparing cells for their
atmospheric journey and for rapid variations of environmental conditions.

In nature, most cells are exposed to environmental stresses and itrabaple that
microorganisms from the phyllosphere or soils exhibit a certain level of tolerance to solar light,
osmotic shocks and eventually to freettemw. The surface is constantly exchanging material from
and to the atmosphere, so most outdoor enviroant microorganisms periodically experience
aerosolization and atmospheric transit. The level of stress existing at the surface is exacerbated in
the atmosphere and clouds, where spatial and temporal scales and the extent of variation differs and
selects fo the most resistant populations. Cycle after cycle, it is probable that this permanent mixing

of microorganisms increasingly selects for the most performing of them. Ultimately, such a level of
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tolerance is reached that, if they get transported to theeells can survive and thrive in extreme cold

environments.
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Table 1:Strains investigated in this study and some of their physiological charactefistics.

Figure 1:Survival rate of cells exposed teQd for 90 min. Viability was assayed by culture on
R2A medium at 17°QAsterisks indicate significant differences between groups for each strain (p
value comprised between 0.002 and 0.041). Error bars represent standard deviations from the means
(n = 3). LC50 values extrapolated from these resuéisthe HO, concentraton that would kill 50%

of the cells, are presented on the top of the figure.

Figure2: Survival rate of cells exposed to solar radiation for 0 to 10 hours at 5°C, relatively to
controls incubated in the dark. Viability was assayed by culture on R2A medidiffC. Asterisks
indicate significant differences between groups for each straimafpe comprised between 0.007

and 0.023)Error bars represent standard deviations from the means (n = 3).

Figure 3: Survival rate of cells after hyperosmotic ahgpoosmotic shocks. The concentration
E Z HE]VP ZC% E}eu}s] +Z} 1 ] Jv] 8§ C 8Z PE Cs oU v ~
experimental control. Viability was assayed by culture on R2A medium at 17°C. Asterisks correspond
to significant differenes between groups for each strain\{plues comprised between 0.0003 and
0.050). Error bars represent standard deviations from the means (n = 3). Numbers above the graph
correspond to minimal inhibitory concentrations (MIC) of NaCl to the growth of pultares in R2

medium.

Figure4: Percycle survival rate of cells subjected to fregzaw. Survival was determined over 6
cycles of freez¢haw at maximum, and average survival rates per cycle are shown. Viability was
assayed by culture on R2A medium at@7Asterisks correspond to significant differences between
groups for each strain {palues comprised between 0.0003 and 0.027). Error bars represent

standard deviations from the means (n = 3).
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Tablel: Strains investigated in th study and some of their physiological characteristics.

Proportion of

Ice . .
: . GenBank : . . clouds in which
Strain Taxonomic _ Pigmentation nucleation .
. . i Accession Phylum . L representatives
identifier affiliation of colonies  activity in
# of the genus
water
were found*
Arthrobacter . . .
5b-11 sp DQ512758 Actinobacteria Yellow Inactive 13%
Pseudomonas Gamma Active at-
13b-2 » DQ512785 _ None v 58%
syringae Proteobacteria 5°C
Dioszegia
24b-2 g JF706549 Basidiomycota Pink Inactive 71%
hungarica
Sphingomonas Alpha .
32011 P9 HQ256831 PR& ©  Orange  Inactive 46%
S Proteobacteria
Pseudomonas Gamma Active at-
32b-74 . HQ256872 . None 58%
syringae Proteobacteria 3°C

* Vaitilingom et al(2012)

Figurel: Survival rate of cells exposed teQd for 90 min. Viability was assayed by culture on
R2A medium at 17°C. Asterisks indicate significifférences between groups for each strain (p
value comprised between 0.002 and 0.041). Error bars represent standard deviations from the means
(n = 3). LC50 values extrapolated from these resuéisthe HO, concentration that would kill 50%

of the cels, are presented on the top of the figure.
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Figure2: Survival rate of cells exposed to solar radiation for 0 to 10 hours at 5°C, relatively to
controls incubated in the dark. Viability was assayed by culture on R2A medium at 17°C. Asterisks
indicate gjnificant differences between groups for each strairvffue comprised between 0.007

and 0.023)Error bars represent standard deviations from the means (n = 3).

Figure 3: Survival rate of cells after hyperosmotic and hypoosmotic shockscadhesntration
E&E Zz ME]VP ZC% E}eu}sS] <Z} I ] Jv ] § C 82 PECe oU v ~
experimental control. Viability was assayed by culture on R2A medium at 17°C. Asterisks correspond
to significant differences between groups foadh strain (pvalues comprised between 0.0003 and
0.050). Error bars represent standard deviations from the means (n = 3). Numbers above the graph
correspond to minimal inhibitory concentrations (MIC) of NaCl to the growth of pure cultures in R2

medium.
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Figure4: Percycle survival rate of cells subjected to fre¢raw. Survival was determined over 6
cycles of freez¢haw at maximum, and average survival rates per cycle are shown. Viability was
assayed by culture on R2A medium at 17°C. Asterisks porrédgo significant differences between
groups for each strain {palues comprised between 0.0003 and 0.027). Error bars represent

standard deviations from the means (n = 3).
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A% % }ES]A v (PBudssEkienvirpnmental filters:
survival of microbibkisolates to the main stress factors encountered
inclouds. C :}oC S oX

Figure SiLight spectra emitted by the Repti Glo 5.0 lamp used for sunlight stress experiments
and suninside a cloudSolar spectrum was measured in cloudy air the 16 October 2013 at 3:00 pm

on the top of the puy de D6me (1465 m.a.slarfee).

Figure S2 Temperature recording during the first freetgaw cycle (Ebro EBI 2B); cells were
incubated 15 min at 5°C bmfe being subjected to six cycles of 12 minutes4&°C followed by 48

minutes at 5°C. Curve interruption is the result of temperature below detection K8UfC).
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Figure S3Qurvival rate of cells as a function of the number of fredzaw cyclesthey were
subjected to (initial cell concentration: i@ells mr[Y). Viability was assayed by culture on R2A
medium at 17°C. Dotted lines correspond to upper estimates of cell concentration due to their

absence of growth despite serial dilution.
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4. Conclusion

Dans cetteéSpu U o <pEA] Jve o} Z o u] E} ] vv o (Dipszegia [ W \
hungarica Sphingomonasp.,Arthrobactersp. et deuXPseudomonasyringag face a quatre fagurs
de stress atmosphériqueséié mesurée. lla ainsiétéi]e v A] v <<g 0o opu] E <}o JE
[ (( S 0 S E °*py&E o0 V< %}%opo S]}ve u] €} ] vv o [ Spu %o E * i
méme, dans des concentrations assimilables a celles rencontrées dans les nuages, voire surestimeées,
le peroxyde {ZC EIP v V[ <g % B [Ju%o § eu@E o A] ]oddminimum, u] E}}E
70% des cellules demeurent viables aprés une exposition de 90 minutes a 0,1 mM de @eroxyd
[ZC E}P v X v E ActionZded souclfgs, legaux de mortalité suité un choc osmotique
ou au gel et au déggleuvent étre plus importantsles trois souches de bactéries & Gram négatif
présentent des taux de mortalitésupérieus a ceux deDioszegia hungaricat Arthrobactersp. aux
A E] §]}ve [}+u}o oF]M&AAErobactersp est la souche la plus sensible au gel et au dégel
tandis queSphingomonasp etD. hungaricaont les plus résistantes.
De ces expérimentations). hungaricaapparait comme la souche la mieux adaptée aux
]J(( B vSe ¢SE e Jed vé ctpffme& par sa forte présence parmi les microorganismes
HOS]A 0 Ve O e VU P X v ((8U Jo ¢[P]8 PpPVE u] E}]v o %c
les prélevements de nuage au puy de Démwec des cellules affiliées a ce genre iderds dans 71%
des prélévementgVaitilingom et al.2012)
> JvaelpZ e [ Sp e }vs § e 0 S]ivv ¢ (]Jv [}((E]JE pv }vv
caractéristiques phénotypesles souches cultivables issues de la phase aqueuse des nuages.
% v v3U v] o E 3§ E %]Pu vs e o}Ju Z *U v] o pE §]A]8 Po }
un facteur favorisant la survie des cellules.
>[ ve u O e (E *pos S+ ul}vadelBemSdans desRaonditions proches de celles
E v }vEE - Ve O[] Su}e%Z E U 0 ¢ Jv<c elpu Z o [ S *}Jvid E o 3]A
différents stress testés. Ceci est en accord avec les différentes mesures de viabilité qui ont été
(( Sp < cau@Eesruages et qui ont mis en évidence que la majorité des microorganismes sont
métaboliquement actifs. Les microorganismes rencontrés dans les nuages étant aérosolisés depuis
différents milieux ou ils sont également soumis a des stress semblables Xgapke, la lumiére
solaire pour les organismes a la surface des différents écosystémes, les cycles de gel et de dégel, les
chocs osmotiques lors de phénoméne de pluie ou de dessiccation), il estblpogue ces
microorganismes aientdéja subi une premiéresélection avant méme leur émission dans
o[ Su}le%zZ E X
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1. Introduction

v E Je}v o uE %0 1S ]Jv up]E o P o o[ M * S u% E sSpd
noyaux glacogénes, les particul@slogiques, et plus particulierement les bactéries, pourraient jouer
un réle important sur la formation de cristaux de glace dans les nuages et par conséqueas sur |
mécanismes de fan $]}v %o E % ]S S]}veX S Ju%e S %0}S vS]des S pi}p
]Jvs ®E}P S]}ve * % ZCe] ] ve o[ Su}le%zZ & Janaisanvda traygulxv - o v}iu
récentseJupo vS8 o[Ju%e S e u] E}}IEP v]eu ¢ cuE o muage®Philtipgiet u] E} % Z
al., 2009;Hoose et a).2010;Sesartic et al.2012;Burrows et al 2013;Hazrg 2013;Hummel et al.

2013) Toutefois,en raison dumanque actuel de données expérimentals le milieu nuageux, la

plupart de ces modéles sont basés sur des observations de bactéries glagogenes issues de cultures en
laboratoire ou * pu E e U uE + [ 3]A]3 Po }P vaquduuat@dsphéifods p £
notamment les précipitationgneige, pluie).Seules deux étudem situ ont mesuré une activité
biologique dans des prélevements de nuaffestt et al, 2009;Cziczo et al.2013) Dans les deux

cas, ls prélevements ont été effectués dans des cirrus a des températures voisin88°@zet les
conclusions de ces travaux mettent en avant des proport@nsoyaux glagogénes biologiques trés
variables Pratt et al.(2009)ont identifié 33% des noyaux glagogenes comme biologiques tandis que

les travaux deCziczo et al2013) v[}vs u]s v A] v  <pu[uVv % @Bl gdiviedE ~D i
cependantd v}8S E <u[ MAE S u% E S pde nombreuk c@iposés sont connus pour

avoir une activité glacogéne (minéraux, syas.). Si ls particules biologiqugsuent un role dans la
nucléation de la glace dans les nuages, il est probable que cette action se passe a haute température,
i.e. supérieures a10°C, en raison de leur activité unique a ces températures. Elles pourraient alors
peEu SSE []v U] o P o <+ P}uss o083+« [ e 0S8]@oose u}l]v E -
et al, 2010)

‘He<p] u Jvd v vd o« 3 v3 3]A S EproPE }P Ve Ve O[ U VU P o
soldées par un éche@Ahern et al. 2007) Pourtant, leur identification dans les précipitations
(gréloveU %o0 ] S V]IP ¢ 0 ]Jee su%o%o}e E <u[ 00 ¢ ¢}vS P 0 uevs % E *

us [1 vsSI(] E - § (E] « Po }#nuageslawangye de souches microbiennes
E o] o[/ & %op]e 1110 § E|]DIWW>eePUE 0« & 5« [ 5]A]S
choisies selon leur appartenance a des genres préalablement connus pour étre glachlyenéss
identifiées, certaines de ces souches bactériennes ont été aérosolisées dans la chambre a nuage
AIDA (KarlsruheAlemagng. Leur survie ainsi que leur comportement glagcogene a été suivi
0}Ee+cu[ 0o « » E SE}PA vE ve <+ }v ]8]}ve VU P pe o ~ }v ]8]}ve upos

Enfin, dans le but de décrire quantitativement et qualitativement les noyaux glacogénes dans les
nuages, des prélevements ont été réalisés au sommet du puy de Déme. Leur activité glacogéene

totale et biologique a été étudiée entr°C et-14°C. Ces donné@mt ensuite été intégrées a un
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modele global simulant o }v vS& S§]}v v § &] ¢« (]lv [et3guégrrtition <p v3]S§

~ ~

spatialdes § E] « Po }P v e v (}v 8]}V 0 o0 3]8u § o[ o8]5u X

2. Matériel et Méthodes

~

2.1. S o[ S$]A]éne papla htéthode dedrop-freezing»

2.1.1.Principe

Cette méthode a été décrite pour la premiére péali (1971)et consiste a exposer un ensemble
de gouttes de volume connu a des températures négatives décroissantescliRmue température
la quantité de gouttes liquides et gelées est dénombrée et le nombre de noyaux glagogenes actifs est

*3Ju % @E o[ <p 3}}v *pu]A v

%l Aéc“U.I.“,‘fl/f;C’““"’“Equation 3)
ou Gyest le nombre de noya glacogenes a la température T dNest le nombre total de gouttes,

Niquides €St l&e nombre de gouttes liquides a la température T, V est le volume des gouttes (mL) et D

est le facteur de dilution.

Deux conclusions peuvent étre tirées de ceitpiation:

W}puE o0 po E o }v VvSE S]}v v viC u&E Po }P v e [uv <}opsS]}vuU
une des gouttes reste liquide. Dans le cas contraire, on peut conclure que la concentration en noyaux
glacogenes est supérieure a la limiteakgection.

> Al}opu § o viu &E P}uss o (Jvlee v8§ [pv % ESU o0 o0]uls

noyaux glagogenes,e. o }lv. vSE& S]}v u ZA]Ju o U °ypyE o U § [dsSE % ES

mesureslaFigure37aillustreles limites de détection des noyaux glacogénes en fonction du nombre

total de gouttes et du volume des gouttes. Ainsi, plus le volume des gouttes est faible, plus la

concentraton maximale mesurable est grande. De méme, plus le nombre de gouttes est important,

plus la limite de détection est haute.|Eagure37p décrit lesvariations de résolutions des mesures en

fonction du nombre de gouttes étudiéeplus le nombre de gouttes est important, plus la résolution
des mesures est grande.

Récemment, il a été montré que la méthode ddrep freezingi % & ¢ vS % U [ ES ( S %
o[ S viC u/AE Po }P v S](- Z uUS S u% E SuE juu o0 - S
support des gouttelettes) et peut donc étre considérée comme une méthode fialalemann et al.
2013)
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Figure37: (a) Limite haute de détection des noyaux glagogenes, i.e. concentration maximale
mesurable, en fonction du nombre de gouttes étudiées et de leur vol(bh&ésolution des mesures
en fonction du nombre de gouttes étudiées, le volume a été considéré dixaraeégal a 20 pL.

De plus, c§8 u §Z} viu E pE A VvE P «X d}us [ }JE U o u s E
relativement restreint contrairement aux autres méthodes (prélevements par avion, utilisation de
chambre a nuages) et la mise en place expéniale est aisée et rapide. De plus, cette technique
% Eu § E ve ]JPV E v}V % * pE o[ 3]A]S BV * po S u% E SUE
pouvant aller généralement de 0°C a envirgf°C.

2.1.2.Matériel et Méthodes

Afin de soumettre les gouttes a demmpératures négatives décroissantes, nous avons utilisé un

cryostat|Figure38) W ]Jo ¢[ P]S [puv ]Jv  u%o0] [uv e*}ouS]}vréshags€E vS o]y’

températures (~-1A THE X v E ou vsU o]<u] e }vesS]Syu [ SZCo v
uovP [ §Z vio § UusSzZ vioX > e P}us8s ¢ ¢}vs o0} E- %ole o cpuE M
ce liquide.

Pour les étapes de criblage présentéemsi@ette thése, les gouttes ont été déposées sur la
U CE( [UV %0 § P Vv opu]v]pu ¢S E]Jo]*s % E;|RFgwepdd. €Ce Z ~TT1E
mat E] 0 % Eu § [ Su] & puv PE v viu E [ Z v§]oo}ve Vv % E 0O
[Ju%op@E S ¢« epE O %0 S WU }H O %o}ee] O %0 € § %o}pee] & ¢ HE V

risque de gouttes faussement positive®. P o < u oPE d¢ neyaux glacogenes dans le

liquide testé.

Pour cette raison, des microtubes pour PCR (Polymerase Chain Reaction) stérilisés par autoclave
}IvE § %o @E ( E ¢ %o} UE ¢ U *HE ¢ %oOpUe o E ] X /0 o[ P]S S oo |
excellente caductivité thermique|Figure39 » X ' E o ME }H Z}vU 0 ¢« P}uss « «}vs

}vs u]v S]}v % E o[ |EX %o O |1 ¢ Unique asgurant«jne ropgeté Bptimale.
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Figure38: Cryostat utilisé lors de la méthode ddrep freezing> dans cette thése. Le liquide &
o[]vs E] HLE nu EC}*S § -8 o] $Z2Co v PoC }oU refmoidissehtents ps]o]e
automobiles.

Figure39 W K « EA 3§]}ve =« P}uds « [ p P o < dpofEfreezing (a) SIZIR M oh
U CE ( [Uv %00 § ipm et (bpenunpierotubes pour PCR. Les fleches en trait plein indique
des exemples de gouttes gelées tandis que celles en pointillés indiquent des gouttes liquides.

Les conditions expérimentales choisies sont les suivantes
- le volume des gouttes a été fixé a 20;uL
- le nombre de gouttes étudiées a été ajusté entre 24.@D selon les expériencesur offrir
MV Ju% E}lule VSE 0 % E ]*]}v}Svp S o0 VvViuE [E£% E] vV

- o[ 3]A]8 Po }P v § & €E-14°C avew 8rilntervalle de température de
1°C,

- les gouttes liquides et d¢&es ont été comptées aprés 8 minutes passées a chaque
température.

>} (E- o[ 5 o[ 3]A]8 Po }P v }u Z * %oH@E ¢ ]e}o ¢ o vu F

ont été également effectuées afin de cibler des gammes plus larges de concentratiomyaanx
Po }JPveX v PvVv EoUo-+ }v VSE §]}ve “collobdcEries niSoit ] v3§ i

environ 2 & 2 1tbactéries par gouttes.
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2.2. 5 o[ 3]A]8 Po }Pv v Zu GE VL P e

2.2.1.Principe

Les chambres a nuages sont des enceintes qui, en jouant sur les parathétraedynamique
(humidité relative proche de 10%, variations de pression et de température) permettent de
PvEE e« vpPe § [Spu] E 0o HE }uKe }E&dntroeds. Lasrchambrgs d)S]}ve
nuages sont, par exemple, utilisées pour étudier les phénoménes de condensation et de congélation
Z}u}P v o Jve] <«u o 38]A]S% }v ve S]}v }p Po }P v % ES] M
o[ Su}e% &g@arvey 1975;Hagen et al. 1989;Stratmann et al.2004;Benz et al.2005;Mohler
et al, 2008)

2.2.2.La chambre a nuage AIDA

Figure40: Chambre a nuage AIDA localisée a Karlsruhe (Allemagne). (a) Structure du batiment,
schéma issu du site wélttp://www.imk-aaf.kiteduV ~ « &]Ju vs Ap o[ £ E] LE X

Durant cette thése, les propriés glacogénesles bactéries isolées de nuage ont été étudiées
dans la chambre a nuag®lDA Aerosol Interaction and Dynamics in the Atmosphexelarlsruhe
(Allemagne) dans le cadre de la campagne@ @u projet BIOCLOUDS.

Lachu E +8 }ves]Sypu [uv v ]Jvs Co]lv E]J<p [ opu]v]pu 0 u

de diamétre pour un volume total de 84%fFigure40). La pres]}vU o § u% E SpE S o[Zp
E o 3]A *}vS8 u spE + 3}uS ulu v3X o[]vd E] uE o ZuEUo

valeurs comprises entre 1 hPa et 1000 hPa et la température peut varier -80t€ et 60°C ce qui

permet de recréer une \&te gamme de conditionthermodynamiques proches de celles relevées en

conditionsatmosphériques.
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Durant la campagne de mesures, plusieurs instruments ont été raccordés a la chambre
permettant de suivre la distribution en taille des particules, le nombreI} u88 o 88 « [ u (}EuUu L
O[ %% E]S]}vV E]+S M/ tion &es cristhua de ylacig.. |

A vs o[]vi 8]}v ve 0o Zu EU o - § E] « }vd 3§ ule e VvV epsd
déminéralisée et placées a 4°C pendant plusieurs heurpg af ( A}E]s E o[ A% E **]}v * %
glagogenes. Elles ont ensuite été aérosolisées dans la chambre puis le nuage a été généré par
expansion volumique de la chambree. diminution de la pression. En général, durant cette
campagne de mesures, lesages ont été produits pour des températures supérieures ou égales a
20°C.

> }v vSE S]}v v § E] »+ of]lvia@d suide% @& 2 Go@E 0 A u v3e [ ]
lorsque la pression interne était identique a la pression a extérieure de la c@amnmib -afdire avant
JW % @E o o £% Vve]}v Alopu]<p X > ¢ % E o A u v3e }vsd &  (( 3u -

Biosamplef{Figure41), un instrumentspécialement congpour le prélévement de bioaérosols dans

o [ geiEnettant le piégeage des aérosols dans un liquide et limitant-la @& }«}o]es §]}vX >[ vSE&E
o[Ju%]vP & § ]§ E o] o[]vs ] n&E 0 Zu & poropeajMEHS] [ ]JE
(débit: 12,5 L miti pendant 10 min).

Figure4dl W WE]V ]% 3 Ap  [HV Ju%e]VvP E }v p %o} et alddbd®)o A u v3§

3. Résultats

Dans cettepartie, les ésultats sont présentés sous la forme de trois articles scientifiques. Le
%o E& U] E o[ 3 Jvs E - ] v8](] & . § &E] « Po }P v e % EuU] 0
o[/veS]Sus Zlu] -& @Ew}XS> MAE] U *[EDHEN Z P HIU%IES u VS
des bactéries glagogénes dans des conditions atmosphériques réalsteguS]o]e S]}v o Zu&E
vp P« / X v(]vU o Ev] E [ 8§ 385 Z <u v8](] & o[ S8]Als P

154



§]A]l8 Po }P v ve O] M VH

prélevée au sommet du puy dedme et a déterminer la composition de ces noyaux glacogéenes
(biologiques ou non).
Ve ¢ SE A UEU i[ ] % ES3] 1%
- aux prélevements sur le terrain avec L. Deguillayme
- aux expériences en laboratoire et en chambre a nuages avec P. Amato

- alarédaction des articles avec P. Amato.

Ces résultats ormu serontété présentés sous forme de poster

- au $™ congrés de I&ciété Fancaise deMicrobiologie (SFM) & Lille (France) Eévrier
2013 sous le titre 8iological ice nucleation activity in cloud water(Présentateur M.
Joly).Ce poster a été récompensé par ifiiprix de la part de la SFM.

- a duropean Meeting on Environmental ChemistfEMEC14) qui se tiendra en
Décembre 2013 a Budva (Montenegrolsde titre« Biological ice nucleation activity in
cloud water». (Présentateur. A-M. Delort);

- ap u SJvP [ pStwy u E] v '} ] v (ABW)aWSan Fransisco (U.S.A)
en Décembre2013 sous le titrex Biological ice nucleation activity inocld water»
(Présentateur. A-M. Delort).

lIs ont également été présentés sous forme de communications odales les workshops
suivants:

- au workshop Bioaerosol Effects on Cloudsu] [ <8 E}lupo " ul}l s "% E
(Colorado, USA) en Aolt 2012 sous le tidicrobial contribution to chemistry and iee
nucleation processes in cloud water at the puy de Dome (E)anrateurinvité : P.
Amato);

- au workshop BIOCLOUDSu] < [terf a Karlsruhe (Allemagne) &fars 2013 sous Ig
titres « Ice nucleation activity of bacteria isolated from cloud water at the puy de Déme
station» et «Survival and ice nucleation activity of bacterial aerosols in AIDA
(Orateuss: M. Jolyet P. Amat9;

- au workshop Atmospheric Ice Nucleatioqui s[ «&nu a Vienne (Autriche) en Auvril
2013 sous le titre #icrobial ice nucleators in cloud water at the puy de Dme&ance)»
(Orateuss: P. Amat9.

Enfin, ces résultats ont étéu serontprésentés sousofme de communications orales dans les
congrésfrancophones ounternationaux suivants

- aofeuo Pv & o Of HE}% Vv ' EGQUW® U] hy]lv[ & S v
Vienne (Autriche) en Avril 2013 sous le titr#dicrobial ice nucleators in cloud wet at

the puy de DémégFrance)> (Orateus: M. Joly;
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- ala }jv( & v VVH 00 ol u &] v ¢} ] 8]}v (MHARQGE }*}0 Z -
sest tenu en Octobre 2013 Portland (U.S.A9ous le titre« Biological Ice Nucleation
Activity in Cloud Wates (Orateur: A-M.Delort);

- au congreMicrobAero2013 <] [ S E}lpo 0 }J}UE }po ~&E v ¢ Vv
sous letitre «Etude des noyaux glagcogénes microbiens dans I'eau de nuage au puy de
Déme (France)> (Orateur. M. Joly);

- au 6™ colloque del[ *<} ] §]}v &E v }%Z}v [ }o}PQFEM) qEge] vV
déroulera p u}]e [K 8§} & Paréfit (Francejous le titre dMicroorganismes des

nuages: acteurs des processus atmosphériqug€rateurinvite : A-M. Delort)
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Supplementary data

Figure Al: ] CE-efye view (upper left) and landse CORINE map (lower left) of France (courtesy
of the European Environment Agenchttp://www.eea.europa.eu/dataandmapg situating our
sampling site, the Puy de Ddme, and 9gicktrajectory plots of the air massesrresponding to the
cloud samples in which INA strains were detected (samples #13, #32, #36 and #38).
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Figure A2 Relative activity of the INA strains between two successive temperatures and
averaged from triplicates experiments for each strdihe ativity at the temperature T relatively to
that at the temperature T1 was calculated a&y)«=1/ (Gn)r, with (Gy)rthe concentration of IN at the
temperature T. This was intended to visualize the main temperature ranges of activity, as this
calculationactually corresponds to the slope of the frequency profile between two consecutive

temperatures.
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3.2.2"uEA]A o nuclealion activity of bacterial aerosols in cloud
eJupo SJ}vZu E_U ES] o V  }Uo@ur une %o E %
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Abstract

Bacteria are disseminated by air means, and their residence time in the atmesph
predictable by numeric models. However, a microorganism that does not survive its atmospheric
journey actually fails to disseminate, and such models need to take this into account for reaching a
realistic prediction of the dispersion of bacteria.releve investigated the survival and ice nucleation
activity (INA) of typical atmospheric bacteria in the cloud simulation chamber AIDA in Karlsruhe,
Germany. Two strains d?seudomonas syringasolated from cloud water and one strain &f.
fluorescendrom glacier ice were injected as liquid suspensions in the chamber by spraying. Aerosol
samples were collected by impingement at designated times while no cloud was generated, and the
concentrations of total and cultivable cells were measured in experiskasting for up to 18 hours.
The airborne concentration of total cells and cultivable cells decreased over time at the exponential
rates 0f2.49x10* min*and4.67x10° min™, respectively. The corresponding biological decaythe
temporal loss otultivability, a proxy for viability corresponding to the percentage of culturablis ¢
among total cells) was 1.78%& min™, i.e. 0.18% min". The INA of airborne bacteria assayed by
droplet freezing at some experimental time points demonstrated fRasyringaeells remained INA
for at least 17 hours after aerosolization, implying that this property does not necessarily need to be
expressed within clouds for having microphysical impacts. Coating with sulfates markedly altered the
INA of airborneP. gringae especially at the warmest temperatures of activity, which pointed out
the potential deleterious effect of anthropogenic emissions on the natural INA of bacteria. After
cloud generation and dissipation, the frequency of INA cells still airborndeinchamber was
drastically decreased, suggesting a partitioning of cells in the atmosphere in relation with their INA:

the most efficient INA cells would be preferentially wet precipitated.
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Introduction

Microorganisms disseminate over long distancesabyospheric meanse(g. Bovallius et al.
1978; Griffin et al, 2001; Brodie et al. 2007; Smith et al. 2013). This has obvious underlying
implications in human, animal and plant epidemiology, as well as in microbial ecology, which
motivated the developmet of numeric models intended to describe and predict the aerial
dispersion of microorganisms. A consequent work in this area has been carried Butrbys et al.
(20094, 2009b), who constrained a model of general atmospheric circulation with datsametes
of fluxes and concentrations of microorganisms from literature. They evaluated that, at a global
scale, ~1¢ bacteria were emitted each year in direction of the atmosphere and that their residence
time in the air varies from 2 and 10 days depewdon the emission source and on meteorological
conditions (~3 days on average). This is long enough for a bacterialecalldarticle of ~1 um) to
travel over thousands of kilometers and disseminate. However, a prerequisite for microorganisms for
conaetizing dissemination is to remain alive during atmospheric transport, while numerous shocks
such as temperature, humidity, UV rates, osmotic pressure and frbexe are probably
experienced.

Most of the studies aiming at predicting the death rateaiborne bacteria were carried out in
§Z 0§ id0i[e vV EoC 6i[*U A]SZ % ES3S] uo E u%Z *]* }v 8Z ]Jv(omp
humidity Wright et al, 1969;Ehrlich et al. 1970;Cox and Goldberdl972;Lighthart 1973). The
capacity to surive as an aerosol and the influence of abiotic parameters were shown to strongly
depend on the microorganisnMarthi et al, 1990); survival decreased with increasing temperature
from -18°C to 49°C iMycoplasmapneumoniae Serratia marcescerand Escheribia coli while this
had no or little effect on the survival of the spore formiBgcillus subtilisvithin this temperature
range Wright et al, 1969;Ehrlich et al. 1970). The best survival rates were invariably observed at
extreme low and high humidityWright et al, 1969; Cox and Goldbergl972). In addition, the
concentration of carbon monoxide had an inconstant impact on the survival of airborne bacteria,
with protective to deleterious effects depending on humidity and on the spetighthart 1973).
Lighthart(1989) compiled these data and others and provided statistical models describing the death
rate of airborne bacteria based on aerosol age, temperature, Gram reaction and humidity.
Interestingly, a model taking only the age of the aerosolexgdicative variable was also proposed; it
explained more than 9@ of the variability observed. This attested that time is by far the strongest
factor influencing the viability of airborne cells, independently of environmental conditions.

We investigatedn cloud chamber the survival of airborne bacteria relevant for aerobiological
guestions:Pseudomonas syringapecies. These are among the most frequent bacteria isolated from
clouds Yaitilingom et al. 2012). In addition, somP. syringaestrains are kown plant pathogens
(e.g.Morris et al, 2000) and some, of which those investigated here, have potential impacts on the
microphysics of clouds due to ice nucleation activity (INA, also used for ice nucleation acgye) (
Sands et a).1982;Cochet andVidehem 2000;Morris et al, 2008). Indeed, studies involving INA
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bacteria in cloud chambers showed that they can induce the formation of ice in clMals &nd
Willoughby 1978;Mdhler et al, 2008). Here cultivated cells Bf syringaestrains isolatd from cloud
water and glacier ice were aerosolized into the cloud simulation chamber (A&#Asol Interactions
and Dynamics in the Atmospherahd aged for up to 18 hours as aerosols. The titependent
proportion of suwiving cells was measured and aguation fitting the data is proposed, and the
influences of sulfateoating and cloud formation on their capacity to act as ice nuclei (IN) were
briefly approached.

Material and Methods
Experimental setup and particle concentration measurements

The AlDAacility consists of a cylindrical aluminium vessel with a volume of ‘8Bhis vessel was
used as a cloud simulation chamber for the spray of microbiological aerosols and cloud expansion
experiments. The vessel is located in a thermally insulating boxaiventilation, heating, and

}}o]JvP «C+S u }v3E}oe §Z S u% €& SpuE ]Jve] §Z]- }A&E ]Jv §Z & vP

experiments, the cooling system is operated at constant temperature control with temporal and
spatial variability below +0.3Khroughout the cold box and the cloud chamber. After the
experiments, the cloud chamber is cleaned by pumping to a pressure below 1hPa, flushing with dry
synthetic air, and filling with particle free humid air. The particle background after filling to
atmospheric pressure is normally below 0.1 thThe AIDA facility is equipped with a comprehensive
set of water, aerosol, and cloud instruments (fodetaileddescription, please refer thohler et al,
2005, 2006, 2008)

Bacterial strains, preparation @tll suspensions and spraying into the chamber

The following bacterial strains were investigated in the AIDA cloud chanfiseidomonas
syringae32b-74 andP. syringael3b-2 isolated from cloud water samples collected from the puy de
Déme mountain in Framc(GenBank accession numbers of the 16S rRNA gene sequeQisl?785
and HQ256872, respectivelfymato et al, 2007;Vaitilingom et al. 2012), andP. fluorescen€Gina
01 isolated from ice from Cotton Glacier in Antarctica (strain provided by C. Forbfoatgna State
University). These were all previously demonstrated INA species by dfmgieing assaysP.
syringae32b-74 nucleated ice from supercooled water at as warm3&€, with a frequency of IN per
cell of more than 2% at4°C and more than 4% a6°C, positioning it among the most efficient
bacterial ice nucleators described so fr;f.CGina01 was activat temperatures from4°C, with a
frequency 3 to 4 orders of magnitude lower than that of 32hP. s13b-2 nucleated ice at4°C to-
5°C with a frequency of ~T0N cell* at -6°C Attard et al, 2012;Joly et al. 2013).

For the experiments carrieddi Z E U § E] AE PE}Av }v KwRfel., P E u
1954) for two days at ambient room temperaturee( 22°G25°C). Cells were then scrapped out

from the agar plate using sterile plastic loops, suspended into sterile deionized water fotiaal o
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density at 600 nm of ~1.0.¢., ~10 mL"), and incubated overnight at 4°C. For each experiment, a
volume of ~50 mL of the cell suspension was sprayed into the cloud simulation chamber. The actual
cell concentration in the suspensions were deteredrby flow cytometry (total cells) and standard
dilution platting (CFU) as described in the corresponding Material and Methods sections. In some
cases, in order to investigate the influence of sulfate coating on the survival and ice nucleation
activity ofbacterial aerosols, cells suspensions were prepared in a solution gh®IH50 g [*; 0.38

M).

Sampling from the cloud simulation chamber for microbiological analyses

Aerosols, including airborne bacteria, were collected from the chamber 30 min sgtaying
bacterial cells from suspensions into the chamber and also eventually after 120 min (2 h), 300 min (5
h), 420 min (7 h), 1020 min (17 h), 1080 min (18 h), and after the expansoling process
performed to generae a cloud, when the pressure side the chamber was back to ambient.
Sampling was performed using an etham@shed impinger (SKC Biosampler) rinsed several times
with sterile deionized water and filled up with ~20 mL of sterile deionized water just prior to use.
These apparatus are spécally designed for bioaerosol sampling with minimal losses due to
rebound/reaerosolization and evaporation. The water used as the impingement liquid served as
blank for ice nucleation assays and cell counts. Sampling operations were realized atstasicain
flow rate of 12.5 L mihfor 10 min, with the inlet of the impinger connected to the chamber and the
outlet branched to a membrane vacuum pump (KFC). The exact volume contained in the sampler
before and after sampling was determined by weightipis was used to link the concentration of
total and cultivable cells present in the impingement liquid, which was obtained by flow cytometry
(total cells) and colony forming unit (CFU) counts, respectively, to the concentration of cells in the

correspording volume of air sampled.

Total cells and CFU counts

The concentrations of cultivable and total cells in the impingement liquid were determined by
CFU and flow cytometry counts, respectively. For CFU counts, volumes of 20 pL of sdala ten
dilutions of the impingement liquid were spread on R2A medilRedsoner and Geldreich985) and
incubated at 225°C for 2 to 3 days. For flow cytometry counts, triplicate samples of 450 uL of the
impingement liquid were added with 50 pL of 5% glutaraldehfigma) (0.5% final concentration)
and stored at-20°C until analysis. These were then mixed with one volume (500 pL) €DIT&
buffer at pH 8.0 (25 mM Tris; 0.5 mM EDTA, final concentrations) and diluted,@ idtorder to
reach a range of cell conceation compatible with analysis. Finally, 10 pL of the DNA specific
fluorochrome SYBRBreen (100X concentration; Invitrogen) were added to the samples before
incubation in the dark for at least 20 min and injection in the flow cytometer (Bebickinson

FACScalibur). The particles fluorescing at 530 nm when excited at 488 nm were detected and
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counted. Counts were performed for 2 min or 100,000 events at a flow rate of about 90 BLThim
flow rate was precisely measured for each series of measurem@ntweighting a water sample
before and after a 20 minute run in the instrument. All the solutions used for flow cytometry
analyses were freshly filtered through polycarbonate syringe filters (0.22 um porosity) before use to
prevent the presence of contamating particles. In each sample, a clear population of particles
unambiguously attributed to bacterial cells based on their intensity of fluorescence and side
scattering was detected.

The proportion of viable cells at a given time was determined as theestration of cultivable
cells (CFU) divided by the concentration of total cells determined by flow cytometry, and expressed

as a percentage.

Ice nucleation assays

The concentration of IN collected from the chamber in the impingement liquid was assgyed b
the dropfreezing method described iali(1971). Series of sixteen @2 microtubes containing 20
pL of the impingement liquid and of a -t@ld dilution were exposed to decreasing temperatures
from -2°C t0-10°C at 1°C steps in a cooling bath (Ecdiitegedition Lauda E200). The cumulative
number of frozen tubes at each temperature was counted after 8 minutes of exposition. The
concentration of IN (gat the temperature T in the suspensions was calculated as:

Gn=[In (Notar) - IN (Niquia)lr/ V x(1/ D)

with Nyt the total number of tubes of a dilution series (16),MN the corresponding number of
tubes still liquid after 8 minutes at the temperature T (0 to 16), V the volume of liquid in each tube
(20 pL) and Pthe dilution factor (1 or @). The concentrations of IN in the cell suspensions were

normalized to the corresponding cell concentrations measured by flow cytometry.

Statistical analyses

All statistical analyses were realized using PAST software versiotia4ner et al.2001).

Results and Discussion
Temporal decays of total and cultivable cell concentrations

A total of 9, 3 and 2 experiments were carried out with the str&éns.32b-74, 2P. f.CGinadl
andP. s.13b-2, respectively. Cells were injected in the chamber at concentrafioms 6.94x16 to
8.53x10° CFU rif (Table ) as determined from their concentration in the suspensions sprayed. The
concentrations of total microsized particles, total and cultilage cells, and IN at3°C and-5°C
measured 30 min and up to 18 h (1080 min) after aerosolization are presentdable 1

Considering 100% viable cells at the time of injection, in average 39% + 26% (n = 8), 21% + 13% (n =
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3) and 35% * 14% (n = 2) of tbells died upon aerosolizationg. they were not recoverable by

culture at t = 30 min, foP.s.32b-74, P.f. CGinad1 andP.s.13b-2, respectively. Consequently, for

considering only bacteria once airborne and avoid any influence of the aerosolization step, we

}Jve] & }voC E epose (JE & H ii ulv]v 8Z (}oo}AJvP & v 0Ce]eX
Thirty minutes after spraying, the proportion dfihg cells was independent from the initial
}v v3E 8]}v 8§ AZ]1 Z o0 AE Jvi § JviZ Zu E ~"% Eu v[s E

A oV r A iXifieX dZ }v vSE& S8]}v }( 8}5 0 JE& }CEV oo+ ]Jv 8Z o}u

from 2.58+ 0.24x18to 4.51 + 0.59xT0cells n? (experiments #9 and #10, respectively). There was

in average 1.82 + 0.40 cells per total micgired particle fest; p < 0.01; n = 13), which

demonstrated the presence of cell aggregates at the beginning of therienents; these probably

originated from the procedure of preparation of the cell suspensions but mimicked well the

bioaerosol clusters and the fractions of biofilms existing in naturalSkiaifer and Lighthayt1997).

This ratio tended to 1 over timend it reached 1.06 + 0.06 (n = 2) seven hours (420 min) after

spraying, indicating that the cell aggregates were removed from the aerosol phase, either by

fractionation or by sedimentation/impaction within the chamber. The concentration of cultivable

cellsdid not significantly differ from the concentration of total mieszed particles at t = 30 min

after aerosolization ftest; p = 0.15; n = 13). However, 7 h (420 min) after spraying, there was only

0.26 + 0.11 CFU per particle (n = 2) due to a lossrgival especially marked for the smallest cell

aggregates and single airborne cells which remained aloft. In natural outdoor environment, a positive

correlation was found between the amount of particulate matter and the number of cultivable

bacteria in uban air Mancinelli and Shullsl978). More precisely, it was observed that most (84%)

airborne cultivable bacteria are generally associated with particles larger than 2. Bhpaff¢r and

Lighthart 1997). The association with particles or the aggregatidth other cells is thought to

protect bacteria from the damages caused by desiccation, as observed on the surface of plant leaves

(Monier and Lindow2003).

Experiments #7, #8, #10 and #11 allowed determining the temporal decay of airborne micron
sized prticles, total cells and cultivable cells over up to 18 hokigufe ). The physical decay of
micronsized particles over time was exponentiaith an time constant,i.e. the time at which the
population is reduced to 1/e, of 1222 ¥21 min (n = 4). Th concentration of total airborne cells
decreased fastemyith a time constant of @2 + 53min(n = 4). The decrease of cell concentration was
maximal during the first 300 minutes of the experiments, but it was then very similar to that of
micronsized paticle, which confirmed the sedimentation of largest cell aggregates at the beginning
of the experiments. The concentration of cultivable cells decreased about 2 times faster than that of
total cells,with a time constant oR14+ 14 min(n = 4).(n = 4), & a result of a certain extent of loss
of viability.

The biological decay rate.e. the temporal decrease of viability, corresponded to the time

dependence of the proportion of cultivable cells amongst total airborne.d&dlime constant reach
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561 £ 84min (n = 4), meaning that 082% of the cellsloss their viability eaciminutes (R2 = 0.8)

(Figure 3. This is in poor adequacy with the tirdependent model of biological decay proposed by
Lighthart (1989) and shown offigure 2 this fits our dataA]3Z W E-}v[e 28 DespgoC iX
the fact that the bacteria investigated herBseudomonaspecies, are hon spoffermers bacteria,

they exhibited a survival as airborne which was almost as high as that of spdBesilhiis subtilis

the biologi@l decay at the temperate of 4°C of which reached 0%0min' (Ehrlich et al. 1970).

From experiments #9 and #12 in which cells were exposed to expansion cooling in the chamber for
generating clouds or to ammonium sulfate, we can notice that these itieats seemed to alter the
presence or the viability of airborn. s.32b-74 even though this is not statistically testable.
However, the survival d@®. f.CGinall seemed less affected by the formation of a cloud (experiment
#6).

The methods employed foaerosolization and sampling were demonstrated to influence the
survival of bacteria, notably that &. syringagMarthi et al, 1990). Any effect of the aerosolization
process was eliminated here by considering only the times after aerosolizagons H 11 u]vX
Furthermore, the influence of the sampling procedure was decreased to its maximum: first, sampling
by impingement is considered as the most reliable method for collecting viable airborne
microorganismsThorne et al.1992;Lin et al, 1999),and this method was consistently employed at
each time point thus diminishing the possible experimental bias to its minimum.

Considering time as the only explicative variable in the decrease of survival of airborne
microorganisms, we can estimate from odata that 7.7 of the cells of a population of
microorganisms aerosolized viable would remain alive after 1 day aloft. The size of the viable
population would reachl% in~1.8days and 0.01% in2.7 days. A bacterial cell was estimated to
have a residere time in the atmosphere of between 2.3 and 9.6 daé§srfows et al. 2009b). The
associated probability for a bacterial cell to survive its atmospheric transport, so to disseminate,
would fall between about 0 an@.28%. In other terms, the emission of aimmum of 360 cells

would be required to have a chance to bring 1 survivor to its endpoint by atmospheric dissemination.

Ice nucleation activity

Figure 3shows freezing profiles of air samples from the cloud chamber at different times after
injecting swpension ofP. syringaestrain 32b74. The freezing profile of this strain in solution in
dHO, with no step of aerosolization and reportedJdaly et al(2013)is also shown on the figure for
comparison. Briefly, 324 induces freezing of supercooled teraat -3°C with a frequency of 1 IN
every ~5x16 cells. At the temperature 0f5°C and colder, about 4% of the cells acted as IN.
Aerosolization immediately altered the capacity of this strain to nucleate ice: cells aerosolized for 30
minutes had an INAeatreased by a factor of about 10 compared with non aerosolized cells, with
~2x10° IN cell* at -3°C and ~3xIDIN cell* at -5°C Howeverthere was no significant further loss of

INA by cells over time at temperatures-dfC or below at 5% confidence (ANOVY.8)the frequency
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of IN celf did not vary with time after aerosolization. This implies that in INA strains emitted from
vegetation for example, the capacity of initializing the formation of ice remains for at least several
hours after aerosolization. In previous studies of INA bacterial species in cloud simulation chambers,
the INA ofP. syringaavas considerably decreased in clotltamber compared with cells in solution,
while other bacteria such d@. fluoresceneetained activity aki and Willoughby1978). In the AIDA
chamber,Mo6hler et al.(2008) showed thaP. viridiflavaand P. syringaesells actually acted as IN at
temperatures around-10°C, after acting as cloud condensation nuclei (CCN).

In the natural atmosphere, phenomena such as coating with minerals could affect the INA of
bacteria. For investigating the influence of coating with sulfate, cells suspended in a soltition o
ammonium sulfate rather than in g were sprayed in the chamber (experiment #TI2ple J.

Thirty minutes after spraying, this treatment led to a decrease in the frequency of IN per cell of about
2 orders of magnitude a#4°C and of about one order ofagnitude at-5°C Figure 3. Sulfate coating

was reported to deeply alter the INA of mineral particles such as soot or Arizona Test Dust, a material
widely used in atmospheric studieBl@hler et al, 2005;Cziczo et al.2009;Eastwood et a).2009;
Cherndf and Bertram 2010). However, no impact was detected on the INA of SNOWIAX a
commercial powder of lyophilized INR. syringaecells Chernoff and Bertramm2010). Here we
demonstrated that sulfate coating can have a negative influence on the INbashf bacterial cells,

and that this is mostly marked at the warmest temperatures of activity. This implies that
anthropogenic emissions linked with increased atmospheric sulfate concentrations could impact the
natural capacity of certain bacterial straino induce freezing in clouds. Such scenario was also
suggested byAttard et al. (2012) who showed that acidic pH in cloud water such as those
encountered under anthropogenic situations had negative impacts omNAeof this bacterial strain.

In order toinvestigate the impact of INA bacteria on cloud microphysics, clouds were formed in
the chamber by expansion coolinge( depressurization) (experiments #6 and #%ble 1. After
dissipation of the cloud, samples were collected for biological analy$esbacteria remaining aloft
in the chamber had an INA &°C markedly decreased (below the detection limit of the method).
The strain 3274 initiated ice at6°C rather than3°C with a frequency decreased by 3 orders of
magnitude compared to airborneetts not exposed to a clouérigure 3. It was already reported that
a second expansion led in the presence of INA bacteria remaining aloft after a first expansion where
(E 1]JvP Z } MWEE A E pvep ee(po Jv (JEUJVP ] @ & A %}ee] 0
pointed (Mohler et al, 2008). Our results, although they do not allow powerful statistical analyses,
are based on a per cell frequency basis and suggest that, more likely, the most efficient INA bacteria
were preferentially precipitated. Thisoald explain the distribution of INA bacteria observed in
clouds and in precipitations. Indeed, whereas 50% ofRheyringagsolated from cloud water were
INA (8 strains)Joly et al. 2013), all of those isolated from fresh snow ldprris et al. (2008)
presented this capacity (47 strains). These observations in natural environment suggested a

partitioning of P. syringaestrains in the atmosphere depending on their phenotype, with a greater
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probability for INA strains to be wet precipitated; this hypaiiseis now consolidated by our results

in cloud chamber.

Conclusions

INA bacteria isolated from atmospheric samples were injected in the cloud simulation chamber
AIDA. Their concentration and viability as airborne decreased over time, and we provide an
experimental fit of the data that could be used in numeric models describing the physical dispersion
of bacteria for predicting their survival along their atmospheric transport. Here we chose to focus on
time as the only explicative variable as this was destrated to contribute to about 90% of the
decrease in bacterial viability in the alrighthart 1989). Nevertheless, from the literatyr¢ is still
unclear though whether or not antb what extent abiotic parameters such as relative humidity,
temperature or gas concentrations can affect the survival of bacteria in the atmosphere, and more
experiments would be needed in that direction.

Numeric models demonstrated that the impact of INA bacteria on precipitations is probably
negligible at the global salHoose et al. 2010;Sesartic et al.2012); nevertheless precipitation
patterns could be impacted at regional scale. We showed here that the INA of airborne bacteria can
remain unchanged for hours after aerosolization. This is enough time for an IN&es&nt on the
surface of plant leaves, for example, where most INA bacteria theigel(indow et al. 1978), to be
transported up to high altitudes, incorporated into a cloud and cause freezing, thus potentially
causing rain and their own precipitatioe.g. Constantinidou et al.1990;Mdhler et al, 2008). This
implies thatINA proteins expressed even before bacteria get aerosolized may have impacts on cloud

microphysical processes.
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Tablel: Detailed results of the experiments carried out in the chamber, expressed as the mean
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(a) Deductions from the concentrations measured in the initial cell suspensions.
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Figure 1 Airborne concentrations of total micresized particles (open symbols), total cells (black
symbols) and cultivable cells (grey symbolsP08.32b-74 andP. f.CGina0ll in the chamberThe
initial determination of viabilbilityj.e. 30 min after aeros@]1 §]}vU A « }ve] & e §Z
I E.}The fits depict the temporal exponential decays (dashed lines: mean fit; dotted lines: 95%
confidence intervals); for total particles: R2 9@.n = 7 for total cells: R2 = 83, n =9; for CFU: R2 =
0.98, n =9. Thetime constans (9 are indicated on the right of the graphic (mean + standard error; n
= 4).

Figure 2 Proportion of viablei(e. cultivable) cells among airborne cellskfs.32b-74 andP. f.
CGina01 in the chamberThe initial determination of viabilbility.e. 30 min after aerosolization, was
lve] & « §Z ~&Tmhe fit @epictX the temporal exponential decay (dashed black line:
mean fit; dotted lines: 95%onfidence intervals)R?= 088, n =9. The tiu }vesS vis indicated

on the right of the graphic (mean * standard error; n = 4). The equation (5)Uigithart(1989) is
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also plotted for visual comparison (dashed grey line); this model fits the A]5Z W Ee*}v[e Zg }
0.27(n =9).

Figure3: Cumulative frequencies of ice nuclei per cell in airbdtes.32b-74 cells within the
chamber after 30 min, 7 h and 17 h following aerosolization (back symbols), 30 min in the presence
of ammonium sulfate (grey symbols), and after 2 h aloft then esjwa cooling of the air in the
chamber for generating a cloud (open symbof§he freezing profile of bacteria not subjected to

aerosolizatio is also shown for comparisdoly et al(2013)
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paru dansAtmospheric Chemistry and Phydiiscussion
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0} 1 byAJalye@al.
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Table Sllon composition of the cloud water samples studied.

Concentration (uM)

Sample Na° NH,” K Mg* C& CI NO; SQ” Acetate Formate Oxalate
#76 na. na na na na 169 126.0 52.2 n.a. n.a. n.a.
#77 124.8 4085 22.8 26.8 1485 128 47.9 19.6 58.3 109.6 12.3
#78 227 327 92 123 7.1 241 104 7.1 3.3 11.3 3.0
#79 06 527 16 08 32 03 50 1.3 4.3 5.6 1.0
#80 806 39.3 6.1 120 5.2 133 2.2 1.8 7.4 5.3 1.1
#81 145.7 188.6 6.2 20.3 9.3 234 11.2 4.8 15.3 15.6 6.7
# 82 10 754 01 09 61 02 20 1.6 4.2 6.2 3.0
#83 93,5 531.1 10.7 143 34.6 12.2 499 10.7 b.d.l. 39.0 6.5
#84 360 381 14 6.0 52 59 19 1.6 3.9 7.7 1.2
# 85 6.0 778 40 22 43 09 30 1.1 b.d.l. 18.2 3.3
# 86 88 168 55 13 45 10 1.0 0.5 3.2 3.2 1.0
#87 21.2 393 76 83 23 267 109 53 4.0 13.6 0.7

n.a.: not available

b.d.l.: below detection limit
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Figure S1Composite imagesf seventytwo hours backtrajectory plots of the air masses analyzed.
These are shown on 2 different maps for visual clarity.plbies were made using the HYSPLIT model
with the GDAS1 meteorological data archive and default set{idgsxler and Rolph, 2IB).
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Figure S2Principal component analysis map of the chemical variables (black vectors) and
concentrations of IN active a6°C to-12°C (red vectors). The analysis includes the samples for which
all these data were available (n = 9).
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4. Conclusion

Pour résumer, le criblage de la banque de souches bactériennelJCF a permis[] v3](] &
pour la premiére foi§ souches glacogéends o |1 ¢ O[ U ¢ VU P X eune c&ticig « }vs
dés -3°C a-5°C et appartenant aux genrézseudomongsPseudoxanthomonast Xanthomonas
Depuis la publication de cet article, 19 nouvellesches glacogénes ont été isolées et identifiées. La
liste de ces souches est présentée en AnmgéXe > PE+ % E}(Joe [ 3]A]S Po }P v e}v:
réalisation.
Le pourcentage de cellules glagogénes parmi ces souches est trés vapabtda plusfficace,
le ratio de cellules actives est proche de 1/28%C P. syringag2b-74) tandis que pour la souclie
syringael3b-1 U E 3]} 8 [ VAIE}v iliu6 ii
hv SU % ZCo}P v Hletgobackeries isolées des nuages a révélé que ces souches
sont apparentées principalement a des groupes considérés comme rares dont les représentants sont
communément rencontrés dans les eaux douces et sur la végétation. Les clades les plus courants
ve o[ VA]JE}vV u v3 «}vd + v3e ve 0 e+ %s@bsersuCetie répartitjionP
SC% ]<nu *uPP E <Rrotédietaries présentes dans les nuages ont été contraintes a une
sorte de sélection naturelle, soit il existe une répartition géographique particuliére de ces bactéries
autour du puy de Déme§ v sU o o}y Z » % E}A] v E ] vBesBfudes*}uE 0]

sur des sites géographiquement éloignées permettraient de confirmer ou de réfuter cette hypothése.

Les taux de survie de deux des bactéries glacogénes isolées de nuage aingipque d}pu Z
]*}o [uv Po ] & }vS S U *uE - Ve O Z u B®6 dés eellulgs u}C vv |
§ E] vv e u puE vs o}E- o[ E&}e}o]e S]}v Ve 0 Zu EX hv (]}
population bactérienne totalei.g. viable et non viable) en s¥ ve]}v  ve o[ JE A}]S <}v ((
diminuer de moitié toutes les 6h en raison de la sédimentation des cellules ou dedpét par
impaction sur les parois de la chambre a nuages. La population bactérienne cultivable quant a elle
diminue plus rapidement(temps de demiie [ vA]@®R50) : cette réduction est due non
seulement aux mécanismes physiques de déposition, mais également a une diminution de la viabilité
au cours du temps des cellules en suspension dans la chambre.
La souchéPseudomonas syring&82b-74 étant la plus active, elle a été choisie comme matrice
% }UE Sp] E o+ A E] §]}ve o[ 3]A]8 Po }PV % @E e+ &E}+e}o]e 3]}
[UV v P Ve O Z u & / Jve] <u[ V % E ¢ Vv oo (isdtielX /0 %o %o
affecte négativement le pourcentage de cellules glacogenes. Toutefois, une fois aérosolisées,
o[ 3]A]8 Po }P v UMUE 5 0 M JIHE* H 3 u%es S5 U ipecp[ i06:
suppose que dans les conditions réelles, les bactésies « E ] vS % ¢ } o]P <« [ A% E]U
% E&}S Jv e Po }P v e puv (}]* V *H*% Ve]}v Vve O] SU}*%Z E %o}UE %o

glace dans les nuages mais que leur expression pourrait étre induite avant méme leur émission dans
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Il JEX VvV % @& emo( $ *U }vS 0 ¢}JuE ¢ Ve 0 VU P e ¢}vd E A 0
anthropiqueU o[ 3§]A]38 Po }P v . § E&]inuée.EnfiR, ilba étéwsdulijné que la

Pv & §]}v [uv vp P ve o Zu @& |/ 3 E uls]lvo [y S(AES
glacogéne bactérienne, en particulier pour les plus hautes températt3e€ @6°C): les bactéries

glacogénes seraient donc préférentiellement éliminées par les précipitations résultant de la

formation cristauxde glace dans le age.

> Ev] E %}]vE *}po A % E e ES] 0 [ ¢S JvS E - (JpEV
pouvant étre intégrés dans des modéles simulant les processus microhysiqudsrmation de
glace dans les nuages.

Dans un premier temps, ces données @né estimées a partir de la proportion de bactéries
glacogenes et derProtéobactériessolées de nuages parmi la population de bactérienne totale. Ces
Ao pE- }vs }v uls e o3]u 2]}Vl [ WAB}Y Pio }P Vv e % E u> [ p
pour des températures supérieuresE°C.

Dans un deuxieme temps, des prélévements de nuages ont été effectués et les concentrations en
noyaux glagogenes biologiques et totaux ont été mesurées. Il apparait que les concentrations réelles
sont du méme ordrale grandeur que les premiéres évaluations présentémsre 0 et environ 200
noyaux glacogénes biologiques ont été détectésidE %o E u> [ U vu P X

V O[] eV viC uA& Po }P v e ]J}o}P]<p U o }VP o §]}v o[ M

températures plus froides (entre 1 et plus de 5°C plus bas) attestant que les particules biologiques
*}JvE E *%}ve 0 o o[ 3]A]3 Po }P Vv e UAE %Ope Z U5 » 3 U% E SpE
la contribution des particules biologiques est amoindrie efer} v o[ 8]A 8]}v [ USE + % E
présentes. Ceci a également été confirmé par une analyse en composantes princifezdelsl °C, la
concentration en noyaux glagogenes totaux est corrélée avec la composition en ions inorganiques.

Enfin, une estimation haute de la proportion de bactéries glagogenes dans les nuages a été
intégrée dans le modéle CAM">K (]v [ le¥¢partEon spatiale déeur concentration entre
0 ¢ %€0 ¢ Vv (}v S]}v o[ 0S]Su X /o eskadlies(Ha CEdncantration-en ba&t@rigs
glacogénes peut atteidre des valeurs supérieures a 100cenqui est plus élevé que les valeurs
actuellementconsidérées dans les modeles numérigu€es données sont les premieres qui se
basent sur des mesures datement issues des nuages. Elles pourront désorgtagsutiliséespar les
modélisateurs (Jv [ £%0}E & o[]Ju% S S E] *» *HE 0 ¢ %o E} eopue u] @
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ChapitreV : Biotransformation de
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nuage t Détermination de constantes
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Biotransformation dans les nuages

1. Introduction

% ]e uv ]I ]Jv [ vv «Usuppogeedella FAilrie radicalaire dans la dégradation
de la matiére organigue dans les nuages a été remise en causéfeErgpres avoirmontré que les
bactéries isolées des nuages ont la capacité de dégradeine acides carboxyliques en conditions
expérimentales simples (substrat unique, souche unjeie) (Amato et al, 2007a;Vaitilingom et
al,, 2010, 2011V ]Jo § u]e v A] v <H Ve O] M vu P & oo U o wu
%}UA 1§ PE & ¢ }u%o}e e ( v pee] ((] A}JE %oope <p O -«
photochimie(Vaitilingom et al.2013)

% v vSU o[ ve u o e /A% EJu vS S]}ve v o }E S}JE & o] -
effectué dans des conditions éloignées de cabexontrées dans les nuages. La principale différence
repose sur les volumes étudiés. En effet, les nuages sont des milieux multiphasiques polydispersés et
les microorganismes sont retrouvés au sein de microgouttelettes dont le volume est proché€ de 10
mLalors que les volumes liquides nécessaires en laboratoire pour observer une biodégradation sont

o[}E & cp o< e ] Jv e u]J]oo]o]8&E «X v }v ]138]}ve E o0 U
chimiques est modifiée par les transfedgnamiques de comg®schimigues ayant lieu entre la
phase gazeuse et la phase liquide et également par le fait que le nuage est un milieu évoluant par les
%o E} eope U] E}%ZCe]<cp oX [ USE % ESU v E ]°}v 0 }u%o A]S
"MAE § p § weasreqpiert, seul un faible nombre de conditions peuvent étre étudiées en
parallele (une a deux températures au maximum par exemple).

(Tv [ %% &} Z & ¢ }v ]8]}ve & 00 ¢ <« vy P eU Jo ¢S u ]Jvs v vV
oJu]s - o [edEYon @B faisant appe YA }usS]o- u} o]-ME&CRv(Mode]lgis]o
Multiphase Cloud Chemistry) est un modaélemérique développé au laboratoire de Météorologie
Physique (LaMP) qui permet de simuler les réactions chimiques se déroulant dansdaapbause
et la phase gausedes nuages ainsi que les échanges entre ces deux phases. Il permet en outre, de
(]JE A E E ES]ve % E u SE » VA]JE}VV u v Pk i@ le fllixoe «u of’
actinique), la température, la taille des dgtrlettes, le contenu en eau du nuage ainsi que le degré

% }oopuS]}v 0O U-e®s []J]E vVveo<<poo ¢ SE}UA 0o vp P X

>} i S]( §8 % ES] u 8Z - § 18 }v (JHEV]E LI AVAY
guantitatives pouvant étre prises en comptergace modele et permettant, par la suite, de pouvoir
Ju% E E o[ ((] 13 E *% 3]A e E ] UHUAE S e u] E}}EP Vv]eu -
composés carbonés dans les nuad®&sur cela, des constantes cinétiques de biodégradation de trois
composés orgniques présents dans les nuages par trois souches bactériennes isolées de nuages ont
été mesuréesW ]Jo <[ P]S p (}@&u] $ U of] §8§8 § p(}JEuUuoOo ZC X

Ve o« SE A uEU i[] % ES] ]%o o E o]* 8]}v ¢ [E% E]Ju vs

(stagiare en Master 2).
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2. Matériel et Méthodes

2.1.Souches bactériennes

Trois souches bactén@es ]*}o <« % &6 h@age[prglevée au sommet duypde Dome
(1465 m) ont été utilisées pour cette étude. Elles ont été sélectionnées parmi 17 souches pour leur

capaité a dégrader rapidement les composés carbonés étyiagilingom et al.2011) Les couples

souches/substrats associés sont présentés dgnsitgeau?

Tableau7 : Souches utilisées dans les expériences de biodégradation

Nom de lasouche E}u o[ * %o St EE£ | ee¢] Substrat étudié
13b-3 Pseudomonas graminis DQ512786 Formiate
14b-10 Pseudomonasp. DQ512794 Acétate
12b-8 Pseudomonas syringae DQ512783 Formaldéhyde

Les bactéries ont été cultivées dans 10awe milieu nutritif R2A liquidéReasoner et Geldreich
1985)sous agitation (200 rpm) a 17°C pendant environ 15h. Les cellules en phase exponentielle de
croissance ont été centrifugées pendant 3 min a 12500 rpm. Le surnageant a été éliminé et le culo
repris et lavé deux fois dans du milieu nuageux artificiel marin 100X. La concentration en cellules a
§ *SJu % €& o u uCE o] velS }%S]<p  (]Jv [} S vV]E pv }v VvS(
de dégradation proche de itactériesmL’. La oncentration a, par la suite, été déterminée
% E ] u vS % E o u $Z} o Jopu3]}ve epu  ee]A o v us 3 v (Jv [

2.2 Substrats étudiés

> Z}1 A& o Ju%o}e o Spu ] e o[ *S %}ES epuE&E o0 (}EuU] S S of
respectives o] (}&u]«p 8 o[ ]ainsi qdd syr le formaldéhyde en raison de leur

relativement forte concentration dans les nuages. Les concentrations moyemegsées au puy de

Domesont reportées dans |@ableau8| Les pKa respectifs des acides formique et acétique sont de

3,75 et 4,76 et par conséquent, ces composés sont majoritairement sous la forme de formiate et

[ § 8 Ve 0 ¢« VU P X

Tableau8 : Concentrations moyennesesurées au puy de Ddrdes trois composés carbonds
cette étudeen fonction o[}E]P]v 0 (Deguillaymp®Et al.2013)

Hautement Marine Marine Continentale Polluée
Formiate (UM) 13,0 6,3 135 73
Acétate (UM) 12,0 49 11,0 16,8
Formaldéhyde (uM) 2,0 18 50 5,0

208



Biotransformation dans les nuages

Dans le cadre des tests de biodégradation, cesiposés ont été ajoutés sous la forme de
formiate de dium (HCO®a, Sigma o E] Z-U [ § § ;0®Nas $igma Aldrich) et de
formaldéhyde non stabilisé au méthanol (CHOH, solution & 16% (m/v), ThermoScientific).

2.3 Milieu nuage artificiel marin

Af]v of %o% E} Z E W u AJupu s E S]}ve 1} PE S]}v
expériences ont été conduitesisun milieu nuageux artificiel de typemarin» en raison du fort
pourcentage de nuagede cette origine prélevés auyde D6me (51%).

La composition du nuage artificiel marin & § Bu]v [ %o Gele«10d[é¥qnements

nuageux prélevés au Puy de Démalileau9). Le milieu a # réalisé a partir de solutions méres de
NH,NG; (Fluka ; MgC}, 6HO Sigma Aldrich; KSQ (Fluka ; CaGl 2HO Sigma Aldrich (NH),SQ
(Fluka). NaOH Merck) ; HSQ (Sigma AldrichLes composés carbonés fréquemment mesurés dans

o[ M v U cRles-earboxyliques et aldéhydes) ont été supprimés du milieu artificiel afin que le
substrat dont la dégradation est suivie soit la seule source de carbone disponible pour les bactéries.
Avant utilisation, le milieu a été stérilisé par filtration aDj2u o[ ] [Uv (JOSE 5 E]o
en polyéthersulfone (PES).

Dans le cadre de cette étude, le milieu nuage artificiel a été concentré par un facteur 100 pour
stabiliser le pH. Il en a été de méme pour les bactéries afin de conserver une proportion
bactéries/substrats identique a celle des nuages
Tableau9 : Composition chimiquet pHdu milieu nuageux artificiel marin utilisé pour les expériences

1} PE S8]}v § }v v8E S]}ve u}C vv « (Enuaje prétevée ausonmiet p
du puy de D6meguillaume et a].2013)

Eau de nuage Eau de nuage
artificielle de type réelle de type
marine marine
Concentration (uM)

CI 24,0 253
NGOy 28,0 24,8
SQ 145 141
Na' 14,0 25,7
NH," 38,0 432
K’ 3,0 3,0
Mg** 40 39
cd” 8,0 8,6
pH 6,0 57
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2.4 Tests de biodégradation

Toutes les manipulations ont été réalisées en conditions stéstes un poste de sécurité
u] &} ]}o}Pl<p ~WAD-U (opZA& [ ]E o u]v ]aBsurersSlatpraesionodd %o Eu &
l'utilisateur, de la manipulation et de I'environnememhie matériel utilisé a été au préalable stérilisé a
o[ u3} o A X vaduné @esldxpétiences de biodégradation a été réalisée en trois réplicats.
30 mL de milieu nuage artificiel 100Xe. concentré par un facteur 10@nt été placés dans 7
erlenmeyers afin de suivre la dégradation sieconcentrations croissantes de substrdéd mM; 0,1
mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 0,7 mM et 1 mM poute formiateet|[ § &t 0 pM; 50 uM; 100 pM;
200 pM; 300 pM; 400 puM pour le formaldéhyde. En paralléle, la concentration en substrat a
également été sA] V O[] e vV S &] ¢« (]v o[ eepE & o 3 ]o]s |
(concentration initialeW i uD % }uE o[ § 8§ § 0 (}E&uU] S U 8ii RD %}uE o
dégradation de ces composés a é@udiée a deux températures 5°C (températre moyenne
annuelle des prélévements de nuages au puy de Ddme) et 17°C (température mariezde lors
[ pprélevementnuageux au puy de Déme
Au cours du temps, 1 mL de milieu a été prélevé dans chaque erlenmeyer et centrifugé 3 min a
12500 rpm. Ent 0,6 et 1 ml de surnageannt été congelé aifi £ ve o[ §8 v§ o[ voCe X
Par ailleurs, la biodégradation des plus fortes concentrations en acétate et en forméate,

1 mM, a également été suivie a pH 7,0 a 17°C.

2.5Analyse des échantillons

>[ wse dela concentration des substrats a éffectuée par chromatographimnique pour le
(JE&u] s § o[ § § S % E endiaie li§lie@ Raure] performance (HPh@)r le
formaldéhyde Les conditions utilisées pour les analyses sont résardéaas |grableaulO
Ve O e U (}E&U] 8 S of] S8 U o°- Z irgoterhent gans S Jvi

o[ v oCs pEX vafi |&ay dd fdfmaldéhyde, ldosage a été adapté a partir de celui décrit

par Vander Heyden et a(2002) ve 0 <p 0 o[ o ZC mé@&nhddraze(é @ar la réaction
présentégFigured42lX > % E} pu]S o} Ee+ u *pE JEE *%}Vv o[@QR4E I}v (}E

dinitrophénylhydrazone) et est proportionnel a la concentratiorf@emnaldéhyde.

Figure42: Réaction de dérivatisation du formaldéhyde par leddtrophénylhydrazine
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Tableaul0 W }v ]8]}ve [ v 0Ce ¢ u (}&Eelds fikmaldétyde par

chromatographe.
Formiate/Acétate Formaldéhyde
Systeme utilisé Dionex DX320 Dionex UV (UVD 340)
lonPac AS11 . :
onrac C18 Interchim Uptisphere Strateg
Type de colonne ~ Z VP pe [ V] 100 A - 5 um - 4.6x250 mm
<10 A; 13 pm ; 4x25 mm + 3 Hm 4
d u%es [ Vv OCe 18 min 15 min
Volume injecté 750 pL 20 pL
Débit 1 mL/min 0,8 mL/min

Tampon phosphate,025 M (pH 4)

A"}oA v3e [ op  KOH et eau ultra pure et acétonitrile

Mode de travail '"E® ] vS [ opus Mode isocratique
O min: 0,2 mM
45 min: 0,43 mM
. 10 min: 5mM 45% Tampon Phosphate/55%
Gradient . s
13 min: 33,5 mM acétonitrile

14 min: 33,5 mM
14,1 min : @ mM
Formiate: 7,5 min;

Temps de rétention , ) 10,5 min
acétate: 7 min
Mode de détection Conductivité Absorbance a 345 nm
Pour dérivatiser le formaldéhyde, 1 mL[ Z vS§]Joo}v § 18]}vv AUd u>

dinitrophénylhydrazine (24DNPH) a 0,%. Le mélange a été vortexé pendant 1 min puis laissé a

S u% & SpPE u]vs % v vS8 A ujJvX > e<}ous]}v § veu]S ¢S Jo]e

tampon phosphat 0,1 M (pH 6,8) et 0,7 mL de NaOH IM.Jv &S]Su *uE 0 U *uE % &

5 [ VAJE}V 69 ~i E % 0] 3 u sucE 0 v vSE S]}ve ](( E vS X

2.6.Calculs de constantes cinétiques

Dans le but de calculer des constantaslisables pour la modélisatignla cinétique de
dégradation aété assimilée a une cinétiqueichaelienne. Caype decinéique est généralement
appliqué puv viCu MV ¢ po °]8 (12#£ 38]1}v <u] S§ 0Ce 0 SCE& ve(}Eu
produit. Ici, la cinétique michaelienne est appliquéeune cellule entiéreLa principale différence
repose sur le fait que les enzymes sont intracellulaires et non en contact direct avec le substrat. Par
conséquent, le substrat doiétre transporté a travers la memiE v Avs [ISE S3SE ve(}EuU
produit.

La cinétigue michaelienne est régiar deux constantefi=igure43) :

- la vitesse maximale M) qui correspod a la vitesse maximale de dégradatiqni

intervientlorsque les cellules se trouvent en conditions saturantes de substrat

211



Biotransformation dans les nuages

-0 } ((1]1vSs [ wOlvdohstante de Michaelis) qui correspond a la concentration
nécessaire en substrat pour que la gdede dégradationsoit la moitié de la vitesse
maximale. Plusley)K ¢S (] 0 U % o0opne o[ ((Jv]S %o}UE O o eSE S 5 PC

Pour chaque concentration en substydt A]3 e PE S]}v -8 (Jvl % & of <

MichaelisMenten telle que:

gy L oia @2 Equation(4)

A%>>i?

ou V est la vitesse initiale, [S] est la concentration en substrat.

Figure43: Représentation graphique o ]Jv §]<u PE S]}v [HV ey *SE S % &E
ul] Z o] vv X > A]S e 3 % VvV V3 o }v VSE S]}v ipgecu[ pv }v
de laquelle la vitesse est constante et maximslgJ X > } ((] ] vS (K €6 ddisi comme

la concentration nécessaire pour que la vitesse soit la moitié de la vitesse maximale

Afin de déterminer les constantes cinétiques €t Vi, il est nécessaire de mesurer
expérimentalementes vitesses de biodégradation pour différentes comiions en substrat. Ces
valeurs sont ensuite traitées par une méthode mathématique, comme par exemple par la
linéarisation de LineweaveBurke. Il existe un grand nombre de méthodes de traitement de ces
données. Celle offrant le meilleur compromis entie facilité a la réaliser et la justesse des
*SJu §]}ve <5 0 u S§Z} [ 1+ vBodvden(Esent@MPrZ;Berges 1994)
Dans cette démarche, une droite est tracée pour chaque point expérimental ayant comme
o Jeo- O[}E]P]vV o0[}%0 %0} 0 }v-€8E Flyuw JEFE S ~0o[}E]P]vV
vitesse de dégradation {MFigure44). Autrement dit, pour chaque point expérimental, la droite

tracée passe par les coordonnéds[;0) et (O;Vo X >[]vS Ee+ S§]}v o[ ve u o e (E}]S -
les deux constantes cinétiques. Dans le cas ou plusieurs intersections sont définies, les constantes

cinétiques sont alors déterminées par la médiane des valeurs des intersections.
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Figure44 : Détermination des constantes cinétiqueseVimax %0 E 0 u $Z} [ ]J* v§8Z 0o § }&E
Bowden. Pour chaque couple de mesure ([S];\&)duite esttracé § o[]vs &+ S]}v o[ ve u o
des droites détermine les valeurs des constantes.

2.7 Comparaison des vitesses de dégradation biologique et radicalaire

Les constantes de biodégradation mesurées ont été confrontées a un calcul simple patmett
[ *3Ju E o (}]* 0o A]S - PE S3S]}v ¢ }lu%}e e J]oOoe* % E 0 °
celles biologiques.
Les vitesses de dégradation radicalaire ont été estimées a partir des constantes cinétiques
[}JEC S]}v % E upv E drladittBratine ®hglies %o
&oxuode®H™ ?HDH? Equation(5)
ol Vagicaux€St la vitesse de dégradation par la voie radicalaire (en)Mksest la constante cinétique
PE 3]}v p eu *SE § [§9E[REestila-concéntration en radic&DH ou NG' (en
M) et [S] et la concentration en substrgen M).
Comme la concentration en radicaux suit une variation journaliere et que les constantes
cinétiques <}vs %o V. VS e o] S u% & SpUE ~walle sféfaBSZ v]peeU
environnementaux ont été considérés, a savoir a deux moments de la journée (midi et minuit) et a

deux températures différentes (5°C et 17°Cgsvaleurs des paramétres pris en compte dans ce

modele pour calculer les vitesses de dégradatiadicalaire sont résumées dangTebleaull| Les

valeurs des concentrations en radicaux ont été extraites des simulations proposédsrpaiann et

al. (2010)a l'aide du modele de chimie multiphase nuageuse SPACCIM utilisant le mécanisme en
phase aqueux explicite CAPRAM3.0. Ce modeéle prend en compte la réactivité chimique dans les
différents compartiments (gaz/liquide) ainsi que les transferts entre ces phases. Différents scénarios
chimiques nuageux ont été simulés correspondant a des clisépp continentaux et marins. Pour

une comparaison avec les vitesses de biodégradation mesurées dans cette étude, les concentrations
en 'OH etNQ; ! choisies sont celles simulées par le scénario continentanfote »), la composition
chimique de cette siulation étant la plus proche de celle du milieu nuageux artificiel dans lequel les

bactéries ont été incubées.
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Tableaull: Parametres utilisés pour calculer les vitesses de dégradation par la voie radi¢a)aire.
(Herrmann et al.2010)(b) Exner et al.1994; (9 Ervens et a).2003; (d) Chin and Wingl1994; (e)
Exner et a].1993

Concentration en radicaux (M)

OH® Jour 6,90 10*
Nuit 4,80 10"
NO,(® Jour 1,10 10%
Nuit 1,70 10
k (L mof* s
Formiate®? Acétate®? Formaldéhyde®®
OH 5°C 1,85 10 4,53 10 6,10 1¢
17°C 2,17 16 5,92 14 7,10 16
NG, 5°C 3,00 10 1,16 16 3,40 10
17°C 4,16 10 2,04 16 6,60 16

Les concentrations en composés organiques utilisées sont les valeurs moyennes observées sur

101 évenements nuageux marins prélevésammet du puy de DémE &bleau8).

2.8 Analyses statistiques

>[ ve u o * V OCe ¢ ¢35 S]eS]cpu § E Hammeéket@®.2000}P] ] o W ~d

3. Résultats

3.1 Dégradation des substrats

Le suivi de la concentration en substrat a été réalisé par chromatographie. Des

ZE}U S}PE uu »« SC% ° J](( & vSe S U%oe sur ldFm@edSeRPous chiacn « vS o

des substrats testés, les bactéries ont été capables de dégrader une partie ou la totalité du substrat

%0 E} %o} Ve 0 S U%e° Ju% ES]X > }v VSE S]}v Vv ey *SE 8

bactériesW p pv PE S]}v efre misglen é%idence attestant que ce sont bien les

bactéries qui sont responsables de la disparition du substrat.

Les proportions minimales et maximales dégradées sont présentées ddiableaul?2| Cette

proportion est dépendante de la concentration initiale en substrgiour les plus faibles
}v. vS8& 8]}veU o 8}38 0]8 B (}&EuU] § 8§ of] § § s PE

de manipulation plus important pour voir disparaitre la totalité des plus fortes concentrations.
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Figure45: Exemple de suivi de la concentration des trois substrats étudiés au cours du temps par
chromatographie (a) concentratia initiale en formiate 0,1 mM, températurés°C; (b)
concentration initiale en acétate0,7 mM, température 5°C, (c) concentration initiale en
formaldéhyde 400 pM, températurel7°C
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Tableaul2: Pourcentage ddégradation des substrats en fonction des conditions de températures
testées. Le temps nécessaire a la dégradation est indiqué dans la derniére ligne.

Formiate Acétate Formaldéhyde
5°C 17°C 5°C 17°C 5°C 17°C
Minimum 21 % 15 % 13% 14 % 25% 15%
Maximum 100 % 100 % 100 % 100 % 63 % 63 %
Temps 6 h 3h 24 h 6 h 20 min 20 min

v <pu] v Ev o PE S]}v of § S S M (}JEuU] S U Jo %%
V[uS]o]e v8 %o ¢ 0 ep *SE 3 Juu ] 5 uvs u]e }vv Jeelatdnceuded E A v3§
uE A E] o ~i 01 u]Jv %}uE& o (}E&u] § U oi iit ulv 8§ i6i 061 u
5°C respectivement). Ce décalage dans le temps est visible Bigule 45 pour le formiate par
exemple, la dégradation entre 2h et la 3h gdtis importante que pendant les deux premiéres
Z WE ¢ puUpOo X /O [ P]S U4 8§ U%e v ¢ |E WA § E] ¢ %o}luE
qui leur est proposeé.

> PE S3]}v o[ 8§ 8§ % CEO générppalZcolurd du temps un produit de

PE S3]}v SC%  V]}v]<p <p] o SE H]S %o E O % E ¢ Vv [UV % W
temps de rétention proche de 6,75 min. Deux métabolites anioniques peuvent résulter de la

PE S]}v u] &} ] vv ol &3 W o ouVi destédmus dédaEiehtion 1& X
formation de pyruvate peut étre exclue (temps de rétentid®0 min). En revanche, le lactate, dont
O[ OpuS]}lv 8 % E&} Z OUDd ulJvU % }uEE ]S }EE *%}v E P u S }o]s
précise par résonnanaeagnétique nucléaire (RMN) est en cours.

>1E- 0 PE S§]}v p (}E&uU] s U U UV VIMA p u § }o]s v
chromatogrammes. Il s'agit d'un composé terminal de dégradation dont la transformation par les
enzymes bactériennes ne peut générerecdu dioxyde de carbor1§igure46 .

}v Ev vS o[pu8]o]e S]}v M (}EuU o Z& deukph@Eses distineted sdrit mises

en évidence. Larpmiérephasese caractérise par undgégradation duormaldéhyde qui se maintient

pendant les20 a 100premiéres minuteqFigure 45). Aprés cela, uneseconde phas@apparait se
SE p]e vS % E pv % E} p S]tv (}&uU o zZC <U] %o E PE ipe<H[

stabilise. Cette dualité dégradation/production de formaldéhyde est probablement le résultat de

réactions enzymatiques réversibles telles que, par exemalproduction de méthanol qui peut étre
ensuite re }JVA &3] v (JEuU o ZC ipecy] <u[uv  <plo] E <[]ves oo v

Figure 46). Pour vérifier cette hypotheése, une caractérisation par RMN des métabolites produits

% Vv VvS o[]v u S]}v 8§ v }JuE-X
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Figure46: Voies de biodégradation des composés a 1 atome de carbone chez les bgxiidéirsm
simplifiéa partir deHusérové et al2011). Les enzymes impliquées dans les transformations sont
indiquées eritalique.

3.2 Détermination des vitesses de dégradation

> ¢ AJS oo o PE S§]}v o[ ve u o e o SE S }vs § «<«pu vSs8](]
0 S E] ¢ ¢}vS pn u Alupu oca{ditE apréd Aa] péribde [de Jatence pour le
formiate et o] § § S Ve 0 ¢ % E u] E * UJVUS » %}uE o (}EU o ZC

graphigues de laitesse de dégradation en fonction de la concentration en chacun des substrats sont

présentées sur |&igured?

Deux types de courbes sont identifiabks cette figureX W}uE& o (}E&u] § S o[ § 8 U
PE 3]}v pPuvs A o «p v3]s e *SE S ipe<u[papivde ES v
laguelle la vitesse atteint un plateau maximal (aux environs de 0,4 mM et 0,3 mM pour le formiate a
i6E 3 ARE €& *% 3]JA uvd & u&E VA]JE}ve iUA 8§ 1UTi uD % }p@E
respectivement)En ce qui concerne la dégradationfdumaldéhyde, la vitesse est dépendante de la
concentration en substrat quelles que soit les conditions testées.
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Figure47: Représentations graphiques de la vitesse de dégradation en fonction de la concentration
en (a) formide ; (b) acétate (c) formaldéhyde. Les courbes correspondent aux moyennes des trois
E %] S E o] - Z <p S U% E& SPE ~AE S I0E oX > otypgEE + [ E(
entre les trois réplicats.
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Ces cinétiques sont assimilables aesliiécrites pour des enzymes michaelienfieigure 43).

~

Ve 0O e H (}&EU] 8 S of] 8§38 U o0+ }v VSE S]}ve ¢« SUE v8 « v
qui permet [} » EA E upuv A]S e+ u £Ju o PE 3]}vX v E Av ZU
formaldéhyde, les concentrations initiales en substrat proposées aux bactéries semblent trop faibles
pour atteindre la vitesse maximale.

/o uo & ]S }v <y eellueenti@e@wne cinétique généralement décrite pour des
enzymes soit cohérent. La principale différence repose sur le fait gseeleymes sont
intracellulaires etpar conséquentje substrat doit étre transporté a travers la membrane avant

[!S Gans$ormé en produit.Pour que les caractéristiques de la cinétigue enzymatique soient
maintenues, il est alors nécessaire que le transport soit plus rapide que la conversion du substrat en

produit, ce qui semble étre le cas ici.

3.3Influence du pH du milieu[]v p S]}v

B JUE- o[Jv u §]}v + ou SarGSlbstrad il a été noté que le pH du milieu
[Iv u 31}V %}uA |8 uPu vs8 E ipecpu][ %oope [UW[ #8]FoXe 38 § +](]
lorsque les bactéries sont absentes du milieaci@xprime donc non pasun effet collatéral de la
biodégradation du substrat mais plutdt une réponse des bactéries en présence du milieu artificiel.
AN Zvs «p o] 8]A]8 VvICu 8]<pu 3 % v v3 g u]lo] B Ve O <H O e

les vitesses @ dégradation p (}&u] $§ § a [in pBl ®itial de 6,0 ou de 7,6nt été

comparéegFigure48) X p puv  J(( & v *]PVv](] 8]A VSEE o0 e+ A]§ e o u cuE
pu étre notée (test de Student, pA oy E iUif«X ] o[ E%o0]<p % E o (]85 <

bactériennes impligées das la biodégradation du formiate et o[ § § ¢}vS JvSE oopo |G

par conséquentsont uniquement soumises au pH du milieu cellulaire interne.

Figure48: Comparaison de la vitesse de dégradation bactérienne damslien artificiel nuageux
marina pH 6, 0 et 7,0. Les concentrations initialesudrssats ont été fixées arhM.
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Dans les nuages, le pH peut varier entre 2,2 et(HMjB et al, 2007;Deguillaume et al.2013)
Toutefois, les cellules ont développé des systémes permettant de maintenir a une valeur constante le
pH intracellulaire (faible perméabilité aux protons, pompes a protons, @outampon du
cytoplasmeegtc. ; Booth 1985. Par conséquent, malgré une gamme de pH variables dans les nuages,
IV % US eU%o%o}e EE <Hu O o OOHMO * *}VvS§ % 0 ¢ ujlvs paéeE o[Z}u }

[ 8]})v ]E & [ %, *puE o[ &]A]S § E] vv 1} PE &]}v
%o E ¢ V « VvICu -+ o[]vd8 E] UE <+ o00OpO * *3 IV % ES] po] E u
leur activité.

V %0l [V $1}v, &% pEEJenceSdEdnzymes au niveau intracellulaire implique que
les substrats doivent étrenternalisés avant leur dégradation. Par conséquent, lorsque les bactéries
e E SE}uA VS p e ]v [puv P}uss o 83 inggre® Oes oamposés. L v3 h
substrat es alors prét a étre utilisU  § U ulu <] o P}uss o 85 o[ tAit%NE X |

bactéries de maintenir leur métabolisme méme en dehors des nuages.

3.4Détermination des constantes cinétiques

La détermination des constantes cinétiques a été réali¥ee®& o u SZ} [ 1+ v§Z 0o § }G&E

Bowden Pour chacun des composés et chacune des températures, les constantes cinétjcptes K

Vmax SONt présentées dans|Eableaul3

Tableaul3W }ves v§ ¢ v S]<hu e u *uyE = % E o u SBpwdef.]» v§8Z o §

Vinax (Mol s* bact?) Ky (M)
_ 17°C (2,64+ 1,17)10"® (9,92+ 10,6)10°
Formiate 18 5
5°C (1,15+ 0,17)10 (6,24+ 7,94)10
] 17°C (1,13+ 0,36)10"® (6,25+6,88) 10°
Acetate o -19 5
5°C (3,02+ 1,88)10 (5,45+ 0,73 10
] 17°C (3,61+ 4,65)10"° (1,35+ 164) 10*
Formaldéhyde
y 5°C (4,04+ 1,5510"8 (1,25+ 0,86)10"

Les vitesses maximales calculées desrsix conditions expérimentales sont du méme ordre de

grandeur, comprises entre 3 T0et 4 10" mol s' bact'. En ce qui concerne les valeurs du
}((11vs [ ({]welssvatient entre 5 10 et 10* M. Comme les valeurs des, Kont
supérieuree p&E }v VvSE S]}ve ¢ Ju%o}e e u *pE ¢ Ve O[] U e VU P U ]
gue les bactéries ne se situent pas en conditions saturantes de substrat dans ce milieu et que les
vitesses maximales pour dégrader ces composés ne sont pas attéatesles nuages, les bactéries
ne sont donc pas au maximum de leur efficacité pour dégrader ces composés et leur vitesse est, par
conséquent, dépendante de la concentration en substrat.
0 S u% E SuE AE U o« } ((]] vSe [ Q(hetedr 1:B3ad,6 sy » % E

vitesses maximales de dégradation sont modifiées par un facteur 0,9 a 3,8 par rapport a 17°C. Ces
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différences ne sont toutefois pas significatives (test non paramétrique de Mann et Whitney, p >
TUITAeX > o MAE S U% GVSu%m  V[[Wws S <uE& o 1} PE S§]}v Ve O ¢
testées.

La dégradation de composés carbonés par ces mémes souches a déja été étudiée dans les
travaux deVaitilingom et al (2010, 2011 eHusarova et al(2011) Les vitesses de biodégradation
mesurées dans leurs études respectives sont du méme ordre de grandeur en ce qui concerne les
acidescarboxyliques (entre I8 et 5 10" mol s' bact* pour le formiate, entre 1&° et 2 10'® mol s*
bact’ % }uE o[ 3§ § X ve O e u (JEU O ZC U 0 ¢ A]S oo PC
Husarova et al(2011)dans des conditions saturantes en substrat (20 mM) sont inférieures a celles
usuE& 171 ~ o [ Y¥Em@Es? bact’). Toutefois, és conditions expérimentales différent
entre les deux étudedV o + A]3 ee ¢ }JvE & u euE ¢ ve Y& ulo] uE [Jv u
savoir du tampon phosphate (0,1 MpH 7,0) pouHuséarova et al(2011)et un milieu mimant la
}Ju%}e]S]}tv o[ M vu P Ve 58§ Su X Kv % puS }v opE <«pu o
[Jv o 8]}v ]Jv(ou e@@ degradlhion et que la souche bactérienne -B2bégrade de
( v %oopue ((] o (}J&u o Z¢C Ve UV Uu]Jo] L ulJu vS8 0o Ju%e}e]S]}v |

35 }u% E Je}v < S pAE PE S]}v ]J}o}P]«u VWAS
par voie radicalaire

ve 0[] pareu les contributions relatives des microorganismes et des radicaux dans la
dégradation des composés organiques, les données obtenues précédemment ont été confrontées
aux valeurs issues de la littérature concernant les voies de dégradation radicalaires.

Pour cela, des vitesses de dégradation biologique et radicalaire ont été calculées en prenant en
compte les concentrations en formiate, en acétate et en formaldéhyde mesurées dans les nuages.
Plusieurs scénarios ont été considérés dans ce madies corributions relatives de lachimie
radicalaire et de la microbiologie ont été calculées a deux températures (5°C etet7aQjeux

momentsextréme de la journéémidi et minuit).

- Vitesses de dégradation bactérienne
La dégradation observée par Ibactéries a été assimilée a une cinétique enzymatique de type
ul] Z o] vv X > A]§ ee 3 }v (Jv] % }pE Z <p  }v vE@).S]}v V ou *
% ES]E 83 g 83]1}vU 0 ¢ A]E oo o PE S3]}v p (JEuU] ¢
formaldéhyde dans les nuages ont été calculées. Il a été considéré que la concentration en bactéries
dans les nuages est de 6,81" bact L' (Vaitilingom et al. 2012)et que toutes és bactéries ont la

méme efficacité pour dégrader ces composés. Les valeurs des vitesses calculées sont présentées

dans l¢Tableaul4
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Tableaul4 W s]§ oo « 1} PE S3]}v o0 po <+ [ % CE-Meottrkp S]}v D] z
concentration en bactéries = 6,81'10 ; [formiate] = 6,3 10 M ; [acétate] = 4,9 10M ;
[formaldéhyde] = 1,8 1OM

Vitesse (mol.L.s™)

5°C 17°C
Formiate 7,19 10% 1,07 10"
Acétate 1,70 10" 5,61 10
Formaldéhyde 3,91 10% 3,24 10

- Vitesses de dégradation radicalaire

Deux radicaux sont connus pour étre les principaux acteurs de la dégradation de la matiere
organique dans lesuages les radicaux hydroxylesi,» }v$§ o[ &]}v 8 u i}E]S ]E o i}
radicaux nitrates (N§) qui dominent la chimie radicalaire de n(ey et al. 2001;Ervens et al.
2003a)

Les vitesses de dégradation radicalaire ont étépad + % ES]E (5).dpswaléil}s des

vitesses sont présentées dangllableaul’)

Tableaul5: Vitesses de dégradation radicalaire calculées ; [formiate] = 6,811:Jacétate] = 4,9
10° M ; [formaldéhyde] = 1,8 1M ; [‘'OH]= 6,9 10 M (le jour) ou 4,8 1& M (la nuit) ;
NG =1,110" (le jour) ou 1,7 1# (la nuit)

Vitesse de dégradation par le: Vitesse de dégradation par le:

radicaux'OH (mol.*.s%) radicaux N@*(mol.L*.s%)

5°C 17°C 5°C 17°C
Formiate Jour 8,03 10" 9,43 10" 2,08 10" 2,88 10"
Nuit 5,58 10" 6,57 10" 3,21 10" 4,46 10
Acétate Jour 1,53 10" 2,00 10 6,24 10° 1,10 10"
Nuit 1,07 10" 1,39 10" 9,64 10 1,70 10"
Formaldéhyde  Jour 7,58 10 8,82 10" 6,73 10'° 1,31 10°
Nuit 5,27 10 6,13 10" 1,04 10" 2,02 10*

- Contributions des radicaux et des microorganismes
Les contributions relatives de la voie radicalaire et de la voie microbienne pour la dégradation du
(J&u] s U of] 8§88 8§ pu(})E&uU o ZC F@wéﬂ%oCE e vS e ouCE o
De jour, les radicau$OH sont les principaux responsables de la dégradation des trois composés
[ Sp A HV % ES] % S]}v Youdh @PhepourvId Eeégradation respective de

~ ~

of] § 8§ Ve s VU P i éenfiate §uelle due soit la température. Le reste de la

dégradation est principalement due & la présence de microorganismes, les radicabw NG v $

impliqués que dans 0,001 a 0,03 % de la dégradation.
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Figure49: Contributiongelatives de la biodégradation et de la photodégradation pour la
dégradation des composés organiques étudiés (a) lg[jEdH] = 6,9 1% M et [NQ = 1,1 10°M) ;
(b) la nuit (fOH] = 4,8 1 M et [NQ ] = 1,7 13 M).

vu]sSU v o[ < wuoprodubtahldes radicaux hydroxyles, les contributions relatives des
§ E] » MPu v8 v38 § <[ <p]Jo] & vSs AvsP X > §38 § o (}J&u o
facon plus équitable par les microorganismes et les radic@, voire majoritairement pales
bactériesW 66 9 0 PE 3]}v o[ 3§38 %5 0 %E « vt < u] E
v[]vd EA] vv v3 <u %} pdEe la ddgiadatidnidu formaldéhyde et pour environ 2% 3
0 PE S§]}v ol § 8§ X v forpihte,}de niity lesoradicaux hydroxyles
demeurent les principaux acteurs de sa dégradation. Les bactéries et les radicgune [$6nt alors
E *%}ve 0 « <p [ vAYELWaiB6 dei$a dégradation respectivement.
> S u% & SUE v[ ekt sholgs pdrticipations relatives des radicaux et des
microorganismes pour la dégradation du formiate (moins d®@ 3| &S VvSE& A § i6 £ ¢« §
(JEu o ZC ~u}]ve 69 [ &S VEE f 3 i6f£ X v EAvVZUO
dégra % E 0 ° § E] ¢« {i60E£ «u[] AE X
De tels résultats ont déja été mis en avant paitilingom et al(2010, ®11) etHuséarova et al.
(2011)avec toutefois quelques différences. En effet, dans les études précédentes, la vitesse a été
calculée pour une concentration donnée en substrat puis a été considérée comme constante quelle
gue soit la quantité de substrat ce qui peut potentiellement cangla des surestimations des voies
bactériennes. Pour la premiéere fois dans cette étude, il a été pris en compte, que la vitesse de
dégradation des microorganismes est dépendante de la concentration en substrat du milieu. Cette
correction confirme toutef@d les résultats des précédentes études, a savoir que les bactéries
peuvent intervenir sur la dégradation de composés carbonés dans les nuages a des contributions
équivalentes voire supérieures aux radicdOx et NQ
Toutefois, il est important de rappml quelques limites concernant ces estimations. Tout
[ TE U v <u] v E&v o ]} PE S]}vU o0 ¢ }ved vS o Jv S]cu ¢ }v
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* MO *}u Z S E] VvV %o}pE Z pVv ¢ Ju%o}e X > ¢ SE}]e Iu Z ¢ |
genrePseudmonas le genre cultivable le plus fréquemment rencontré dans les nuages au sommet

du puy de DomgVaitilingom et al. 2012)X Ve 0 U} o U o0 A]3 «- o[ ws u o .
présentes dans les nuages a été considérée comme équivalente a ces trois souches. Cependant, ces
souches ont été sélectionnées en raison de leur capacité a dégrader rapidement ces composeés et

extrapoler leur vitesse de dégradation entraine certainemem¢ surestimation de la participation

biologique.
En outre, aucune mesure directe de la concentration en radicauk et NQ! vl i ul]e §
E o] Ve 0 * VU P eX [ ¢S 0 @& ]J*}v %}uE 0 <p 00 0 }v VSE §]

théoriques @mulées par un modele de chimie nuageuse. Cependant, ces concentrations sont a

utiliser avec précautions pour différentes raisons

Malgré le grand nombre de réactions et de composés chimiques considérés dans le modele
[} }vs s /A S @ngentratmns en radicaux (SPACCIM), une grande partie de la
matiere orgav ] < Ve O ¢ VU P o Uu uE Jv }vvpe 8 v[ ¢S v % o S|
V }u%S X * Ju%o}e o i}pu VS %o}pES vS pv EE€o0 [Ju%}ES v
radicalaire des nuagemiisque <p[]oe E % E& * vS vS UV %oft]Se v § E ] upAE
- [ USE % ESU o }v v3§EOHSWQY vaEe fhrtamént en fonction de la
concentration en matiére organique présente. Les valeurs considérées dans cette étude sont
]Jeep ¢ [nv <dn paséd sur une composition nuageuse de type continentale.-Celle
[ %% E VS§ 0 }u%}e]S]}v Z]Ju]lcy pS]o]e ve 0 u]Jo] p vu P |
Toutefois, les concentrations e®Het NQ ! simulées sont fortement augmentées dans les
scv E]}s ulJu vs pv vu P u EJv ~ide<u] % E - OHi s¢dfls %oo e
% & * vSe Vv i}JuEV ¢ § ¢}vS Ju]Jvpu ¢ Ve O e [uv vu P %}oopu
deX > ¢ }VEE] psl}ve & 0 3]A «+ + E | PAE § emodifiledE] » E]e<p
- Il a récemment été mis en évidence que les bactéries peuvent dégradefragt®n non
négligeable des oxydants présents dans les nuddgestilingom et al. 2013)et donc agir
Juu pv Y%op]Se E ] pAEX d}us (}]*U ve 0 ¢ u} o U 83§ §]1A]
considérée actuellement
- Les valeurs des concentrations en radicaux prises en compte dans cette étude sont issues de
simulations estivales de nuages. En hiver, le flux actinique est diminué et par conséquent, la
concentration en radicaux'OH est moindre. Les contributionsadicalaires relatives
présentées igbeuvent donc étre considéréeemmme des contributions maximales
- v(JvU o[ *3Ju 8]}v + }VEE] psd]lve & o 3]A -« o ]} PE S]}v
par Vaitilingom et al.(2011)a été réalisée a la fois en considérant des valeur§d¢ issues
de la littérature et en mesurant directement des vitesses de photodégradation. Ainsi, les

auteurs ont montré que lesontributions radicalaires expérimentalementesurées sont
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inférieures a celles simulées par les modeles ce qui suggere que la participasioadicaux
estsurestimée quand on considéresl valeurs de maglisation.
Il est donc maintenant crucial de quantifier les radicaux dans les nuages afin de déterminer si les

concentrations employées sont cohérentes ou surestimées.

4. Conclusion

Ladégr S]}v SE}]s Ju%o}e - E }v e %E& » v8e ve 0 ¢ VU P ¢« ~0 (}
formaldéhyde) par trois souches bactériennes isolées des nuages a été suivie. Des constantes
cinétiques de biodégradation ont pu étre mesurées a différentes tempégatul apparait que la
S u% & SpPE [ Su ~AE S i0E « v] [Ju%e S v] su@®& of ((]v]s . 0 (
leur vitesse maximale de dégradation.

Un calcul théorigue basé sur la comparaison de vitesses de dégradation radicalainegigbi

% EUule [ %o%opnpC E o (]S «<p U Ve ES ]Jv ¢ }v ]8]}veU o0 - s E&]
part non négligeable de la dégradation de la matiére organique dans les nuages, voire majoritaire.

Cette premiére estimation des contributions thigues des voies biologiques et radicalaires sur
0 Ju%}e]S]}tv Ju%}e ¢ YEP Vv]<h o o5 eJu%0o U E %o] u SSE
accessible et utilisée dans le cadre de plusieurs ét@dagtilingom et al. 2010, 2011Husérova et
al.,, 2011) Cependant, comme les expériences en laboratoire, les parametres pris en compte sont
% M Viu E HAE ~% s équilibtes chimiques des acides/bases et des transferts de masse de

Ju%}e ¢« VEE o P11 & o[ pU % « [Jv(op v 0 u] E}%ZCe]cp -

Ve UV MHAE] U S u%e+U Jo ¢35 ¢ vs] 0 *[JE] v8 E Aa@dapv u} o
variabilité temporelle et environnementale de paramétres sensibles tels que le modéle numérique
DI 7T A 0}%% M >DWX /o [ P]8 [uv }ud]o <p] % Eu 3 u} oJe ¢
multiphasiques dans les nuages sous différentes conditionganementalesSs oo ¢ <u o[]vS ve]§
lumineuse ou le degré de pollution.

u} o *S }ves]spu [ imodieddit Wk «Ehimie multiphasique> qui considéere
différents mécanismes chimiques ayant lieu au sein de la phase gazeuse et aguauseahsme
en phase gaz a été élaboré a partir du mécanisme de chimie atmospaéigphase gazeuse MCM
(Master Mechanism) développé initialement pavladronich and Calver{1990) et décrit les
transformations bimiques se déroulant au sein de la troposphére. Le mécanisme en phase aqueuse
a été développé pakeriche et al(2000, 2003, 2007).ong et al(2013)et Deguillaume et al(2004,
2010)sur la base des données mécanistiques de la littérature. Il est constamment remis a jour en
fonction des nouvelles données expérimentales disponibles. Ce mécanisme permet de représenter
explicitement la chimie p *}u(E U o[ 1}3 U *u s pAkE SE ve]S]i@U e }u%:
(les radicaux comméOH et HG/O, U o[} £ GO, eicXe & o[}AE£C 8]}v ¢ }u%e}e » }EP
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ige<pu][ S&E}]* S}u - & }v X > u v]eu V %oZ CU M Ju% E Vv
environ 300 pour la réactivité des composés organiques. Enfin, le transfert entre la phase gazeuse et
agueuse est un processus dynamique paramétré dans le model@ M#gant la théorie d&chwartz
(1986) Cette paramétrisation est contrainte par la constante de Henry qui définit la solubilité des
Ju%}e ¢ ZJul<p o 8§ % E O }((J1vsS [ 3tuu}l SJ}v <u] & % E  vs
composé chimique puisse passef]vs & ( ]JEIP}usSs X
Le deuxieme module est un module de microphysique des nuages liquides incluant les processus
[ §]A §]}v e % ES] po ¢ [ &}*}o Vv P}us8s o 8§38 - vh P U v
conversionde gouttelettes nuageuses en gouttes de pluie par les processus de collision/coalescence.
Jve]lU 0o u} o & %E& «vsS o (}&u S]}v [uv vup P S o u} J(] §
U] E}% ZCe]<u » ipecu] o (}EuU S]}v 0 %oou] tén /fem andBre & o} &+ O
P}uss o 88 ¢« vu P pe o § PIusSs -« %oOU] Jve] <p 0 E %o%o}ES u
o[ M %00 ] X
He<u[ u Jv8 v vi8U o u} o DI @E-[ 5[ $nu o[]Jv(ou v o &
chimique sur la compositiochimique des nuages et de facon plus généraleodeSu}+*%Z E X Vve 0
MS (Jv]E o[]Ju%}ES v . S &)l + veoO Z]u] Su}le%Z E]Jcpn U
[JvE PE E =« A}] - PE 3]}v ]}o}P]l<p e ve i &} [pPVXSZIE A Jo
Laboratoire de Météorologie Physiq@ieaMP) % ES]E& [} §} & 1iiioX
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1. Conclusiorgénérale

Ces travaux de thése se sont intéressés a décrire les interactions réciproques entre les
microorganismes et les conditions physitimiques dans les nuages en essayant de répondre a
plusieurs questions scientifiques.

Dans un premier temps,o[} iS]( S [ %0% }ES E * O U VSe E 9
interrogations suivantes YU 00 S 0 Ju%}e]8]tv ZJul<pu S u] &} J}olP]<«u
nuages au puy de D6m#M >[Z]*S}E]«N 0 u eelle ipfli€BEcetsdapcomposition
physicachimique des nuage® Peut}v ]Jve] J(( E v ] E 0¢° uU-°ee []JE Vv (}v
Jv(op v ¢ <pu[ oo » }vd epu] A vs [ 35 ]v E o ePuEkistet-ilude%opnC €
paramétres environnementaux influencant le nombre de microorganismes dans les nuages et/ ou
leur viabilité ? Dans ce cadreg$ composantes physiathimiques et microbiologiques des nuages
ont été mieux définies en complétanne étude a longerme basée sur des prélévements nuageux
au sommet du puy de DOome. Ces 12 et 9 années respectives de psyisicechimique et
u] &} J}o}Plcp  }vS % Eu]e E E pv . }vv e puv]cp vV 0
site http://wwwobs.univbpclermont.fr/SO/beam/data.php.

‘He<pu[ & uu vSU o[pV]<H %o}ee] ]JO]S %}uE S Eu]Jv Esan % E }ucC
EE]A H sJuu 8§ M % uC €u E % }e ]drajegtGres\viades gnodeles E 3 E}
numériques €.9. ,z"W>/deX % v VvsSU §§ u S$zZ} U ] v <p[]v J<u v8 Oo[}E]P
E (085 % ¢ 0O[Ju%}ES vV e Z VP PEGpYvel ovd FSAE uofeVvA[ [EX p }u
e« SE A uE §Z « U o[ ve u O e JvVv ¢ %ZCe]l<p e 8§ Z]ul<p o }ooO
O°* VUP e« }vs8 § €& *e¢cuo - SU o[ ] [uv VvV 0C- V. }Ju%o}e v o
u e« o [ ]Eenigs(afieurant le puy de Ddme ont pu étre identifiéds Jo <[ P]S§ u e [ ]C
ayant subi des influences hautement marines, marines, continentales ou polluées. Les particularités

physicechimiques de chacun de ces groupes ont été décrites afin derditer les caractéristiques
propres a chaque groupe et afin de constituer une base de données pouvant étre utilisée afin de
créer des scénarios chimiques idéalisés pour les modéles simulant la réactivité chimique
UMOS]%0Z *]<H o[ Su}e%oZs@ migpophysigiesE } o

Par ailleurs, le suivi microbiologique des nuages prélevés au puy de Ddme pendant la période
20042013 a permis de constituer la plus grande base de données sur la microflore nuageuse a ce
jour. La présence en moyenne de ~4,fiéctéies et 2918 Z u%]Pv}ve % E u> [ H VU P p
été mise en évidence. Cette concentration ne présente pas de variabilité en fonction de la période de
o[ vv % v Vv3 0 <u 00 0 %E o A u vs S (( Sp U Vv] v (}v S]}v
Cependant, a une échelle plus fine, il a été montré que la concentration en microorganismes est
corrélée avec la quantité de Narésent ce qui suppose une importance des régions océaniques dans
o[ ule*]}v e« JEP v]eu X W E ]des mi@odganismgsassi k& mjlehsR2A a

229



Conclusion générale

U}JVSE pv A E] Jo]d =« ]Je}vv] E *uPP E v3 <u 0 % E]} o[ vv
oopo J&E U <}]S o JA E+]8 u] E} ] VvV % E + Vv$§ Ve 0 ¢ vu P X .
été réalisées afin [ *3Ju E o A] ]o]s . OOHO * Ve 0 ¢ VU P ¢ § }lvs }v

précédemment observés, a savoir que la majorité des microorganismes sont viables dans les nuages.
I a également été montré que la composition physico]Ju]<p o[ puse pdurrait
influencer la viabilité cellulair®V v (( SU 0 % E =« Vv v PEvV <«uvs]s [ 1 « @

NH* <8 0] 0 % @E vV [UV %ope PE v viu E u] €}}EP v]eu -
fortes concentration en ATP. Ceci appud [ ] <u 0« u] E}IEP v]eu * }vs (( 3]A u v
[HS]o]e CE e Ju%o}e ¢ }tuu }uCE VUSE]Ju vSe S [ v EP] Ve

parameétres ont également été identifies comme influengant la survie des microorganismes dans les

nuages L0, NQ, c&', etc.) mais des études complémentaires sont nécessaires afin de mieux

Ju% E v E of (( S * Ju%o}e X

V %00l o[ (( 8 e Ju%}e ¢ Z]ulcpu ¢ cuE o <pEA] e u] E}}EI
vu P «U [ uSE « ( 3§ gaEemeti iptkvertdr tels que la lumiére solaire, les oxydants, les
(103 u% ESUuE » 30+ A E] 8]}ve }v. vSE S]}v }eul}Sl<p o} E-

v ve §]}v O U Su}le%Z E]J<u X [ *8 %o}uE<pu}] ve ethégeE] u S U
se sont focalisés sur les questions suivant®sielle importance ont ces facteurs de stress sur la
viabilité des microorganisme8 Existet-il un facteur de stress particulierement limitant pour la
survie des cellules microbiennes dans les nua@elLa présence de souches récurrentes parmi la
microflore des nuages estlle liée a une meilleure adaptation a cet environnementUne fois
aérosolisée, quelles sont les chances pour une bactérie de rester viable suffisamment longtemps
pour coloniser denouveaux environnement® v E U puv Z %]SE §§ S§Z -
intéressé a décrireo[Ju% 3 ]v JAppuopu] E <}o JE U p % E}AEC [ZC E}F
osmotiques et des cycles de gel et de dégelsssouches microbiennes modéles isoté o[
nuages au puy de Ddme. Ces souches ont été sélectionnées endeaitoprésence de leur genre
microbien dans unéarge proportion des nuages prélevéso}Es <p o opu] E <}o JE S of .

H % E}EC [zC E}P v tions assinmilablesSdelles rencontrées dans les nuages
VI}IVSE % ¢ [Ju%o 3 Ju%}ES vS «pE o A] ]Jo]s e O0OHO *U 0 « A E] §]
et de dégel peuvent entrainer des pertes de viabilités non négligealleemblerait que laouche
de Dioszegia hungaricatudiée soit celle présentant la meilleure adaptation globale aux stress de

o[ Su}e%zZ E X ] 8 }Z @ vd A o (18 <u[lo o[ P]Jes u P VE u]
]*}o of B VU P e g %uC €u X

Une aute étude réalisée cette foisi en chambre a nuage (AIDA, Allemagne) a permis de suivre

la survie de bactéries dans des conditipghss E  0]*S o[ Su}*%zZ & X /o Jvel] § wu
population de cellules totales voit son effectif diminuer de téotoutes les 6 heures par des

phénoménes de sédimentation ou de dépdt sur les parois de la chambre de simulation. En ce qui
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concerne la population bactérienne cultivable, elle est fortement impactée par les conditions
rencontréeset décroit de moitié totes les ~3h, cette diminution étant un cumul des effets de

déposition et de mortalité au cours du temps.

Apres avoir étudié le role des conditions physitdimiques sur la survie des microorganismes,
ces travaux de these se sont intéréssaux roles que peuvent avaes organismes sur ces mémes
conditions, en particulier sur les processus microphysiques et sur la composition organique des
nuages.
Dans une premiére étude, les questions scientifiques suivantes ont été poE&egtet-il des
S E&E] » Po }P v » ve o[ f Si euivpewrentlles influencer la formation de
cristaux de glace dans les nuagesPeuvertelles également participer o[]v]8] S]}v .
précipitations? :pe<u[ o} E-U . § E] « Po }Bentifi€eshajfmv Se rombreux
VA]JE}VvV u v3e ¢} ]+ pn Co o[ M u ] i wolws deveette thésg, Sepe X
souches bactériennes isolées de la phase agueuse des nuages ont été identifiées comme glagogénes
a des températures auxquelldss autres types de noyaux glacogenes (poussiéres minérales, suies,
etc) ne sont pas actifs. Les fractions cellulaires glagcogénes ont été mesurées et ont montré une
grande variabilité entre les souchesntre 6 10 et 4% des cellules se sont avérédfeetivement
glacogenes &6°C et cette proportion augmente lorsque la température décroit. En paralléle, il a été
mis en évidence que par une analyse phylogénétique que les populatiddssyeingaegencontrées
dans les nuages appartiennent a des genrgsve] €& ¢ }uu €& & - ve o[ VA]J]E}vv u
pourraient donc avoir préférentiellement été sélectionnées dans les nuages.
>[ §]A]8 Po }P v o[uv o e}l Z o vVeul]s S Su ] Ve UV
simulant les conditions thermodynamiques o[ Su}*% Z & v ulJol] p ( Eu X /o Jve]
<U[ %o @E » @E}+}o]e 3]1}vU o[ 3]A]8 Po }P v . S E] * % E PE %o
17h. Par conséquent, les bactéries exprimant les protéines glagcogenes avant méme leur émission
dans [ 3u}e%Z E %}IUEE ] vd8 A}]JE pv Ju%k 3§ *pE o (}Eu 3]}v Po
§ u]e v A VS <pu[ % E » 0o (}Eu 8]}v [pv vup P Ve 0 Z u &
glacogene des bactéries est fortement diminuée, en particulier aushutes températures, ce qui
suggere que les populations bactériennes actives ont été préférentiellement éliminées par les
précipitations résultant de la formation de glace dans les nuages.
v(]vU e U °uE + [ 3]A]3 Po }P v 3}é&écéalisées]dicckRingnt shv $
o[ M < vpeRtre <l et 200 noyaux glagogenes actifd@C sont présents dans les nuages et
ils sont majoritairement représentés par des particules biologiques. Pour chacun des prélévements
réalisés, les particules pp}PJ<pu o ¢« ¢}vd E A o ¢ E *%}ve 0 ° o[ 3]A]18 P
hautes températures. Il a été mis en évidence grace a une analyse en composantes principales une
probable différenciation de la nature des noyaux glacogene0eCW o[ $]A ]Jtdmpératures
%oOUe Z U ¢ o E ]S % E]V |% 0 u v8 o €& +pos § e v}1C u/&E Po }P v
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