%k %k

ANALYSE DE L’ETUDE
MICROBIOLOGIQUE DE LA

GROTTE DE SULZBRUNN

“Microbial megacities fueled by methane oxidation
in a mineral spring cave”

publiée par ISME Journal

* ISME J. 2018 Jan;12(1):87-100. doi: 10.1038/isme].2017.146. Epub 2017 Sep 26

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28949325

Analyse réalisée a partir des résultats présentés dans
I’article “Microbial megacities fueled by methane oxidation
in a mineral spring cave” publié par ISME Journal

KARWAUTZ Clemens’, Kus Giinter?, STockL Michael®, NEu Thomas R®, Luebers Tillmann®

1 Institute of Groundwater Ecology, Helmholtz Zentrum Miinchen - German Research Centre for Environmental
Health, Neuherberg, Germany.

2 Bavarian Environment Agency (LfU), Department 10: Geological Survey, Hof/Saale, Germany.

3 Department of River Ecology, Helmholtz Centre for Environmental Research-UFZ, Magdeburg, Germany.

Par M. Albert Demichelis
Bat. 6 ; Monte Renoso
Résidence les Cimes
20 200 Bastia Cardo
Tél: 06 19 29 35 86

Rapport réalisé de 2017 a 2019

Version finale novembre 2019

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 2


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karwautz%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28949325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kus%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28949325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=St%C3%B6ckl%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28949325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neu%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28949325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lueders%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28949325

RESUME 12
ABSTRACT 425
CHAPITRE 1 / INTRODUCTION 17
1.1 Préface 17
1.2 Traduction de la publication “Microbial megacities fueled by methane 17
oxidation in a mineral spring cave”

1.2.1 Mégalopoles microbiennes d’une grotte alimentée par I’oxydation du méthane 17
1.3 Introduction 18
1.4 Localisation de la grotte 18
1.5 Formation géologique et hydrogéologie de la Baviére 20
1.6 Implantation de la flore biologique dans la grotte 21

1.7 La genése des hydrocarbures (Planéte Energie) 21

1.8 La lente formation d’une roche mére 22
1.9 Formation des biofilms 22
CHAPITRE 2 / METHODE D’ANALYSE DE LA GROTTE 24
2.1 \ Mesure de I'activité 26
CHAPITRE 3 /RESULTATS OBTENUS SUR LA GROTTE 27
3.1 Visualisation des biofilms 27
3.2 Extraction de ’'ADN 27
3.3 Analyse quantitative par CPR de I’ARNr 16s des génes bactériens 28
3.3.1 Analyse phylogénétique en CPR 28
3.4 Caractéristiques physico-chimiques 28
3.5 Nos observations sur les données présentées 30
3.5.1 Tolérance en sel de I'eau 31

3.5.2 Proportion du mélange des eaux dans la grotte 31

3.5.3 Concentration estimée en chlorure de sodium 32
3.5.4 Analyse des résultats physico-chimiques 32
3.5.5 Analyse de I'atmosphére de la grotte 32
3.6 Composition des biofilms 33
3.6.1 Forme sous laquelle se trouvent les biofilms 33
3.6.2 Interprétation de I’analyse des biofilms 33
3.6.3 Equilibre en équivalant de sodium dans I’eau saumatre et le biofilm immergé 34
3.6.4 Composition élémentaire des biofilms 34
3.6.5 Notre interprétation sur la constitution du biofilm 35
3.6.6 Etude élémentaire sur les snottites et les biofilms 36
3.7 Potentiels d’oxydation de méthane in-vitro du biofilm 36
3.7.1 Visualisation des structures du biofilm 36
CHAPITRE 4 / ANALYSE BACTERIOLOGIQUE 38
4.1 Comptage cellulaire 38
4.2 Composition de la communauté bactérienne dans I’eau et des biofilms 38
4.3 Discussion de la partie analytique 42
43.1 Composition de la communauté des biofilms 43
4.3.2 Role possible de I'iode 44

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 3



433 ‘ Observation des auteurs de la publication 45
CHAPITRE5 / CONCLUSION DES AUTEURS 46
ET NOTRE ANALYSE DES RESULTATS
5.1 Particularités de la répartition de la flore microbienne des sols 46
5.2 Les bactéries du sol ont plusieurs roles environnementaux majeurs 47
CHAPITRE 6 / FLORE INITIALE DE LA GROTTE DE SULZBRUNN 48
6.1 Analyse partielle des germes telluriques non-apportés par I’eau de la cavité 48
6.2 Analyse partielle des bactéries aquatiques de ces biosystemes 50
6.3 Analyse partielle des bactéries marines des mémes biosystémes 52
6.4 Analyse partielle de I’activité méthylotrophe de ces biosystémes 53
6.5 Analyse partielle de I’activité photosynthétique 54
CHAPITRE 7 / ANALYSES GENERALES DE LA FLORE DE LA GROTTE 57
7.1 Analyse générale de la flore tellurique de I'ensemble des classes 57
7.2 Les eaux de la grotte de Sulzbrunn et analyse de la flore aquatique 57
7.3 Caractéristiques bactériennes des eaux de la grotte 61
CHAPITRE 8 / GENERALITES DES BIOFILMS ET SNOTTITES 63
8.1 Particularités bactériennes dans les biofilms « submersed » 63
8.2 Caractéristiques de I'aérobiose dans les biofilms 63
8.3 Contaminations atmosphériques des biofilms dans la grotte 65
8.4 Formation des hydrocarbures dans la grotte de Sulzbrunn 66
8.5 Présence de bactéries typiques au parasitisme animal dans la grotte 66
CHAPITRE 9 / FORMATION DES SNOTTITES ET BIOFILMS 68
9.1 Fixation des biofilms 68
9.2 Adhérence des biofilms et des snottites 68
9.3 Fixation de I’azote dans le biofilm 68
9.4 Constitution des biofilms 68
9.5 Diffusion des bactéries entre le biofilm « submersed » et I’eau de mélange 69
9.6 Analyse du transfert bactérien de I’eau de mélange vers le biofilm 70
« submersed »
9.7 Analyse du taux de pénétration des bactéries dans le biofilm en fonction de 70
la teneur bactérienne de I’eau de mélange.
9.8 Graphique du taux de pénétration en fonction du pourcentage bactérien 71
dans I’eau de mélange
Répartitions des groupes bactériens en fonction de leur taux de pénétration
9.9 - 72
dans le biofilm
Analyse des valeurs résiduelles de la droite de régression, entre I’eau de
9.10 . o e 73
mélange et le biofilm
9.11 Valeurs résiduelles et le passage passif, entre I’eau de mélange et le biofilm 74
9.12 Caractéristiques des valeurs résiduelles du graphique 75
Autres comportements dans le transfert bactérien entre biofilm
9.13 R 76
« submersed » et eau de mélange
9.14 Correction graphique des valeurs résiduelles dans la droite de régression 77
9.15 Bactéries sédentaires dans le biofilm « submersed » 77
9.16 Bactéries de I'’eau de mélange ne pénétrant pas dans le biofilm 78
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 4




« submersed »

Morphologique bactérienne en fonction du taux de pénétration dans le
9.17 . g 79

biofilm
9.18 Taux de pénétration dans le biofilm en fonction de la mobilité bactérienne 80
9.19 Influence de I’aérobiose sur la pénétration des bactéries dans le biofilm 81
9.20 Analyse du caractére « bactérie marine » dans la diffusion dans le biofilm 83

Influence de la taille des bactéries dans leur diffusion dans le biofilm
9.21 85

« submersed »

Analyse de la longueur bactérienne dans la diffusion dans le biofilm
9.22 85

« submersed »

Longueurs bactériennes maximales sur la pénétration des bactéries dans le
9.23 . g 88

biofilm
9.24 Le diametre bactérien sur la diffusion dans le biofilm 90
9.25 Les diameétres bactériens minimums pénétrant le biofilm 91
9.26 Les diamétres maximums capables de pénétrer dans le biofilm 92
9.27 Croissance interne des bactéries dans les biofilms 95
9.28 Activité autotrophe de I’écosystéme bactérien 98
9.29 Le caractére autotrophe et les indices de croissance 100
9.30 La flore marine de la grotte de Sulzbrunn 101
CHAPITRE 10 / SPECIATION ET EVOLUTION MICROBIENNE 107
10.1 Apparition de nouvelles espéces 107
10.2 Spéciation « par renforcement » 108
10.3 Les vecteurs de spéciation chez les bactéries 108
10.3.1 Facteurs de spéciation 112
10.3.2 Recherche des nouvelles espéces 115
10.4 Absence de spéciation observée 114
10.5 Dans le cas d’une non-spéciation 116
10.6 Le karst garde ses mystéres 116
10.7 Conclusion de la spéciation 117
CHAPITRE 11 / LA BIOCCENOSE BACTERIENNE 118
111 Biocoenose et association d’espéces 118
11.2 Formation de la bioccenose dans la grotte de Sulzbrunn 120
11.3 La complémentarité entre bactéries 121
114 Bioccenose des biofilms et des snottites 122
11.5 Bilan énergétique dans les biocoenoses internes aux biofilms 124
CHAPITRE 12 / CARACTERISTIQUES DES SNOTTITES ET BIOFILMS 127
CHAPITRE 13 / EVOLUTION ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE DE 12

CETTE BIODIVERSITE MICROBIENNE
13.1 Evolution de cette biodiversité microbienne 129
13.2 Répartition géographique de cette biodiversité microbienne 129
CHAPITRE 14 / BIOTECHNOLOGIE AU SERVICE DE 'ENVIRONNEMENT | 132
14.1 Oxygénation terrestre due aux bactéries 132
14.2 La lutte contre le réchauffement climatique 133
14.3 Action du méthane sur la diversité animale 134
14.4 Utilisation des bactéries pour la diminution de rejet de gaz a effet de serre 135
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 5




dans I'atmosphére
14.5 Conception d’un procédé d’électrosynthése microbienne 136
14.6 Utilisation d’une bioccenose dans le traitement des ordures ménageéres 137
14.7 Biocoenose anoxique de la grotte de Sulzbrunn 137
14.8 La production de méthane par fermentation anaérobie des déchets 138
anthropiques organiques
14.9 L’épandage des résidus de méthanisation 138
14.10 Dégradation spécifique microbiologique des polluants 138
14.11 Elimination des carburants fossiles 140
14.12 Utilisation de I’hydrogéne comme source d’énergie 141
14.13 Bactéries de la grotte de Sulzbrunn fixant de I’azote de I'air 142
14.14 Autres bactéries fixant I’azote de I'air pour produire de I’hydrogéne 142
14.15 Voie biotechnologie dans la production d’hydrogéne 143
14.16 Production de la nitrogénase 143
14.17 Production d’électricité par des piles a combustibles microbiennes 143
Utilisation des bactéries méthanotrophes pour lutter contre les émissions
14.18 p \ . 144
méthanogénes animales.
14.19 Les bactéries dans les voyages interstellaires 146
14.20 Conc!usion sur l'utilisation de la biotechnologie pour la protection de 146
I’environnement
CHAPITRE 15/ NOS REMARQUES 147
15.1 Les études de la microbiologie cavernicole 147
15.2 La grotte de sulzbrunn est une réserve microbienne 149
15.19 Nos observations 149

ANNEXE
CARACTERISTIQUES MICROBIENNES ET BIBLIOGRAPHIE

SUR LES ORDRES, FAMILLES, GENRES ET ESPECES TROUVES
DANS LA GROTTE DE SULZBRUNN

16 CLASSIFICATION PHYLOGENETIQUE 150

16.1 Arbre phylogénétique 150

16.1.1 Les Phyla 151

16.2 Analyse des embranchements bactériens de la flore de la 152
grotte de Sulzbrunn

16.3 Embranchements et familles observés dans la cavité de 153
Sulzbrunn

17 EMBRANCHEMENT SPHINGOBACTERIA (GROUPE FCB) 155

17.1 Phylum Bacteroidetes 155

17.1.1 Ordre Bacteroidales 155

17.1.1.1 Famille Bacteroidaceae 155

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 6




17.1.1.1.1 | Genre Bacteroides 155
17.1.2 Ordre Cytophagales 158
17.1.2.1 Famille Cytophagaceae 158
17.1.2.1.1 | Genre Cytophaga 160
17.1.2.1.2 | Genre Sporocytophaga 162
17.1.2.1.3 | Genre Spirosoma 163
17.1.3 Ordre Flavobacteriales 165
17.1.3.1 Famille Flavobacteriaceae 165
17.1.3.1.1 | Genre Flavobacterium 166
17.1.3.1.2 | Genre Capnocytophaga 170
17.1.3.1.3 | Genre Arenibacter 172
17.1.3.2 Famille Myroidaceae (Grotte de Magura, Bulgarie) 177
17.1.3.2.1 | Genre Myroides (Grotte de Magura, Bulgarie) 178
17.1.4 Ordre Sphingobacteriales 179
17.1.4.1 Famille Sphingobacteriaceae 179
17.1.4.1.1 | Genre Sphingobacterium (Grotte de Magura et grotte de Sulzbrunn) 179
17.1.4.2 Famille Flexibacteraceae 180
17.1.4.2.1 | Genre Flexibacter 180
17.1.4.3 Famille Saprospiraceae 183
17.1.4.3.1 | Genre Aureispira 184
17.1.4.3.2 | Genre Haliscomenobacter 185
17.1.4.3.3 | Genre Lewinella 186
17.1.4.3.4 | Genre Saprospira 187
18 EMBRANCHEMENT PLANCTOMYCETES 190
18.1 Phylum Planctobacteria 190
18.1.1 Ordre Planctomycetales 190
18.1.1.1 Famille Planctomycetaceae 191
18.1.1.1.1 | Genre Planctomyces 193
18.1.1.1.2 | Genre Gemmata 194
18.1.1.1.3 | Genres Souches Planctomycetes Pla 46 (Pir 4) 195
18.2 Phylum Phycisphaerae 197
18.2.1 Ordre Phycisphaerales 197
18.2.1.1 Famille Phycisphaeraceae 197
18.2.1.1.1 | Genre Algisphaera 198
18.2.1.1.2 | Groupe Phycisphaera, souche SM 1A02 200
19 EMBRANCHEMENT NC 10 202
19.1 Phylum Candidatus NC10 202
19.1.1.1.1 | Genre Methylomirabilis 203
20 EMBRANCHEMENT VERRUCOMICROBIZA 213
20.1.1 Ordre Verrucomicrobiales 213
20.1.1.1 Famille Verrucomicrobiaceae 213
20.1.1.1.1 | Genre Verrucomicrobium 213
20.1.1.1.2 | Genre Fuku N18 218
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 7




20.2 Classe Spartobacteria 219
20.2.1 Ordre Chthoniobacterales 219
20.2.1.1 Famille Chthoniobacteraceae 220
20.2.1.1.1 | Genre Chthoniobacter 220
20.2.1.1.2 | Genre Terrimicrobium 221
20.2.1.1.3 | Genre Candidatus Xiphinematobacter 222
21 EMBRANCHEMENT ALPHAPROTEOBACTERIA (BV2) 224
21.1.1 Ordre V Caulobacterales 225
21.1.1.1 Famille Caulobacteraceae 226
21.1.1.1.1 | Genre Caulobacter 226
21.1.1.1.2 | Genre Brevundimonas 228
21.1.2 Ordre DB1-14 229
21.1.3 Ordre VI Rhizobiales 229
21.1.3.1 Famille Rhizobiaceae 231
21.1.3.2 Famille Beijerinckiaceae 232
21.1.3.2.1 | Genre Beijerinckia 233
21.1.3.2.2 | Genre Methylocella 234
21.1.3.2.3 | Genre Methylorosula 241
21.1.33 Famille Methylobacteriaceae 244
21.1.3.3.1 | Genre Methylobacterium 244
21.14 Ordre Ill Rhodobacterales 249
21.14.1 Famille Rhodobacteraceae 249
21.1.4.1.1 | Genre Rhodobacter 251
21.1.4.2 Famille Hyphomicrobiaceae 253
21.1.4.2.1 | Genre Hyphomicrobium 254
21.1.4.3 Famille Hyphomonadaceae 255
21.1.4.3.1 | Genre Hyphomonas 255
21.15 Ordre Rhodospirillales 256
21.1.5.1 Famille Rhodospirillaceae 257
21.1.6 Ordre Rickettsiales 262
21.1.6.1 Famille Rickettsiaceae 262
21.1.6.1.1 | Genre Rickettsia 263
21.1.6.2 Famille Anaplasmataceae 267
21.1.6.2.1 | Genre Anaplasma 268
21.1.6.2.2 | Genre Ehrlichia 270
21.1.6.2.3 | Genre Cowdria 272
21.1.6.2.4 | Genre Neorickettsia 272
21.1.6.2.5 | Genre Eperythrozoon 272
21.1.6.2.6 | Genre Haemobartonella 272
21.1.6.2.7 | Genre Aegyptianella 272
21.1.7 Ordre IV Sphingomonadales 272
21.1.7.1 Famille Sphingomonadaceae 273
21.1.7.1.1 | Genre Sandarakinorhabdus 275
21.1.7.1.2 | Genre Stakelama 275
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 8




21.1.7.1.3 | Genre Porphyrobacter 275
21.1.7.2 Famille des Erythrobacteraceae 279
21.1.7.2.1 | Genre Erythrobacter 280
22 EMBRANCHEMENT DES BETAPROTEOBACTERIA 282
22.1.1 Ordre | Burkholderiales 284
22.1.1.1 Famille Comamonadaceae 284
22.1.1.1.2 | Genre Comamonas 285
22.1.2 Ordre Il Hydrogenophilales 286
22.1.2.1 Famille Hydrogenophilaceae 286
22.1.2.1.1 | Genre Hydrogenophilus 287
22.1.3 Ordre Rhodocyclales 287
22.1.3.1 Famille Rhodocyclaceae 289
22.1.3.1.1 | Genre Rhodocyclus 289
22.1.3.1.2 | Genre Propionivibrio 290
22.1.3.1.3 | Genre Azospira 290
22.1.3.1.4 | Genre Dechloromonas 290
22.1.3.2 Famille Azonexaceae 291
22.1.3.2.1 | Genre Ferribacterium 291
22.1.3.3 Famille Sterolibacteriaceae 292
22.1.3.3.1 | Genre Sulfuritalea 293
22.1.34 Famille Thiobacillaceae 298
22.1.3.4.1 | Genre Thiobacillus 298
22.14 Ordre Nitrosomonadales 303
22.1.4.1 Généralités sur les ferrobactéries 305
22.1.4.2 Famille Gallionellaceae 308
22.1.4.2.1 | Genre Gallionella 310
22.1.4.2.2 | Genre Ferriphaselus 314
22.1.4.2.3 | Genre Siderooxydans 318
22.1.4.2.4 | Genre Sulfuricella 326
22.1.5 Ordre Methylophilales 328
22.1.5.1 Famille Methylophilaceae 329
22.1.5.1.1 | Genre Methylotenera 329
23 EMBRANCHEMENT DES GAMMAPROTEOBACTERIA 332
23.1.1 Ordre IX Pseudomonadales 333
23.1.1.1 | Famille Pseudomonadaceae 333
23.1.1.1.1 | Genre Pseudomonas 336
23.1.2 Ordre IV Methylococcales 345
23.1.2.1 Famille Crenothrichaceae 346
23.1.2.1.1 | Genre Crenothrix 346
23.1.2.2 Famille Methylococcaceae 348
23.1.2.2.1 | Genre Methylovulum 353
23.1.2.2.2 | Genre Methylobacter 355
23.1.2.2.3 | Genre Methylomicrobium 356
23.1.2.2.5 | Genre Methylosoma 364
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 9




23.1.2.3 Famille Methylomonadaceae 364
23.1.2.3.1 | Genre Methylomonas 365
23.1.3 Ordre VI Legionellales 367
23.1.3.1 Famille Legionellaceae 367
23.1.3.1.1 | Genre Legionella 369
23.1.4. | Ordre X Alteromonadales 372
23.14.1 Famille Alteromonadaceae 372
23.1.4.1.1 | Genre Marinobacter 373
23.1.5 Ordre lll Xanthomonadales 376
23.1.5.1 Famille Xanthomonadaceae 377
23.1.5.1.1 | Genre Stenotrophomonas (grotte ornée de Magura et du Rideau de fer) 378
23.1.5.2 Famille Rhodanobacteraceae 380
24 EMBRANCHEMENT DELTAPROTEOBACTERIA 381
24.1 Classe Deltaproteobacteria 381
24.1.1 Ordre Bdellovibrionales (gouffre de Sambuy) 381
24.1.1.1 Famille Bdellovibrionaceae (gouffre de Sambuy) 381
24.1.1.1.1 | Genre Bdellovibrio 381
24.1.2 Ordre Desulfuromonadales (gouffre de Sambuy) 383
24.1.2.1 Famille Geobacteraceae 383
24.1.2.1.1 | Genre Geobacter (gouffre de Sambury) 383
24.1.2.2 Famille Desulfuromonadaceae 386
24.1.3 Ordre Myxococcales 390
24.1.3.1 Famille Cystobacterineae 390
24.1.3.1.1 | Genre Myxococcus (gouffre de Sambury et Magura) 390
25 EMBRANCHEMENT EPSILONPROTEOBACTERIA (BV2) 394
25.1.1 Ordre Campylobacterales 396
25.1.1.1 Famille Helicobacteraceae 396
25.1.1.1.1 | Genre Sulfurimonas 396
25.1.1.1.2 | Genre Helicobacter 404
25.1.1.2 Famille Campylobacteraceae 403
25.1.1.2.1 | Genre Campylobacter 404
25.1.1.3 Famille Phyllobacteriaceae 410
25.1.1.3.1 | Genre Candidatus Magnetobacterium (gouffre de Sambuy) 410
26 EMBRANCHEMENT ARCHAEA 412
26.1 Régne des Archaea 412
26.1.1 Généralités sur les Archaea 412
26.1.2 Historique sur la classification des Archaea 413
26.1.3 Taxonomie des autres Archaea méthanogénes 414
26.1.3.1 Famille Methanobacteriaceae 415
26.1.3.2 Famille Methanothermaceae 415
26.1.3.3 Famille Methanococcaceae 415
26.1.3.4 Famille Methanomicrobiaceae 415
26.1.3.5 Famille Methanocorpusculaceae 415
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 10




26.1.3.6 Famille Methanosarcinaceae 416
26.1.3.7 Famille Methanosaetaceae 416
26.1.3.8 Méthanogénes thermophiles 416
27 EMBRANCHEMENT EURYARCHAEOTA 417
27.1 Phylum Methanomicrobia 417
27.1.1 Ordre Methanomicrobiales 417
27.1.1.1 Famille Methanomicrobiaceae 417
27.1.1.1.1 | Genre Methanolacinia 417
o AUTRES METHANOGENES POSSIBLES 410
DANS LA GROTTE DE SULZBRUNN
28.1 Classe Methanococcus 419
28.1.1 Ordre Méthanococcales 419
28.1.1.1 Famillle Methanococcaceae 419
28.1.1.1.1 | Genre Methanococcus 419
2 OBSERVATIONS GENERALES SUR LES CARACTERISTIQUES 124
BACTERIOLOGIQUES DE LA CAVITE DE SULZBRUNN
29.1 Conclusion des auteurs de la publication 424
BIBLIOGRAPHIE DE LA PUBLICATION :
30 “MICROBIAL MEGACITIES FUELED BY METHANE 429
OXIDATION IN A MINERAL SPRING CAVE”
31 BIBLIOGRAPHIE (FFS) 433
Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 11




RESUME

Cette étude réalisée par des instituts bavarois®, détaillant les formations exceptionnelles de

biofilms étendues, massives et récemment découvertes dans une grotte semi-artificielle située dans
le sud de I'Allemagne préalpine, alimentée par une source thermale historique appelée Sulzbrunn
(Schott, 1858). Les biofilms microbiens subaériens et submergés (« subaerial » = non-immergé ;
« submersed » = immergé), recouvrent complétement les parois et le plafond de cette grotte semi-
naturelle, donnant naissance a de vastes structures muqueuses pendantes jusqu’a 15cm de
longueur, également connues sous le nom de snottites (Hose et Pisgrowicz, 1999).

La formation naturelle de cette grotte de Sulzbrunn date de 15 millions d’années lorsque la Baviere
était recouverte par la mer (la mer en Baviere est apparue il y a 30 millions d’année). Les molasses
alpines ont recouvert la cbte bavaroise entrainant ainsi une isolation microbienne anaérobie.

En 2014 des analyses de I'eau trouvée dans ce forage montrent une concentration élevée en iode
jusqu’a 23 mg/l, avec une forte salinité, a I'émergence de I'eau de source minérale, laquelle se
mélange a de I'eau douce d’origine météotitique récente dans la caverne de la source dans, ceci
étant un indicateur de formation d’un « upwelling » (partie cotiére recevant le ressac).

Les dépots de sédiments organiques datant du Landen, en contact avec cette eau, expliquent la
production de pétrole et de gaz (Lu et al., 2015).

En 2015 les instituts bavarois décident de mettre en ceuvre des investigations plus poussées pour
comprendre I'évolution de cette cavité artificielle.

Le 22 septembre 2017, la revue ISME Journal publie les résultats des analyses de la grotte de
Sulzbrunn. Une synthese a pu établir que la géomorphologie de la formation de cette cavité aux
origines marines, date de 15 millions d’années. Malgré le nombre d’années écoulées la microbiologie
marine reste encore active. Cette caractéristique peut permettre de faire des investigations sur les
causes d’une aussi grande longévité microbiologique.

En faisant le parallélisme entre les analyses microbiologiques des sols, des eaux douces et des eaux
de mer, dans les biofilms, les snottites, les eaux présentes dans la grotte, on met en évidence une
différenciation entre les snottites et les biofilms subaerial comparativement a I'eau de la grotte et
aux biofilms « submersed ».

Cette différence porte sur le fait que les parties aériennes des structures (snottites et biofilms) sont
pourvues de bactéries du type Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes, la classe NC10, ainsi
que des Alphaproteobacteria, contrairement aux autres structures comme les eaux, qui en sont
dépourvues. Les biofilms « submersed » eux en sont trés peu pourvus.

L'absence de ces bactéries dans les eaux de la grotte, nous permet de supposer que cette
contamination était présente a la formation de cette cavité, définissant ainsi I'évolution de
I’écosysteme.

Cette observation montre que les snottites ont di étre formés avant les biofilms, hypothese
renforcée par la présence de la flore d’eau douce dans les snottites.

Des Arenibacter et des Porphyrobacter, bactéries marines benthiques, sont absentes dans I'eau de
mélange et dans |'’eau de source, mais présentes dans les snottites et biofilm subaerial, elles sont une
preuve de la formation de ces structures a l'origine de la cavité.

Les méthylotrophes et des méthanotrophes ont di apparaitre bien apres la formation des snottites
et des biofilms « submersed », car cette activité vient de la méthanogenése liée au catabolisme de la
matiére organique.

o °Institute of Groundwater Ecology, Helmholtz Zentrum Miinchen - German Research Centre for
Environmental Health, Neuherberg, Germany.

e Bavarian Environment Agency (LfU), Department 10: Geological Survey, Hof/Saale, Germany.

e Department of River Ecology, Helmholtz Centre for Environmental Research-UFZ, Magdeburg, Germany.
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« Le milieu anoxique ayant subsisté pendant de nombreuses années a di jouer un réle
sélectif dans la flore générale de la cavité. Cette sélection a dii étre alimentée par la source
d’origine profonde, en apportant de ce fait des bactéries anaérobies, des Archaea, ayant
produit le méthane et les hydrocarbures étant actuellement dans I'eau et I'atmosphére de
cette grotte. »

Toutefois, étant plus difficile a comprendre, c’est comment une telle flore microbienne, vivant en
endosymbiose (comme les Rickettsiaceae), puisse vivre sans la présence d’une faune adaptée a son
biotope. De plus comment ont-ils pu s’introduire dans cette cavité étant restée fermée un grand
nombre d’années. Ce parasitisme n’est présent que dans la partie aérienne.

La présence importante de Pseudomonas et de Legionella dans les snottites et les biofilms
« subaerial », fait penser a une contamination aérienne en raison de leur existence dans ces
structures et de leur absence dans les eaux et dans le biofilm « submersed ». Ces bactéries peuvent
étre véhiculées par les gouttelettes d’eau (brumisation, brouillard).

Les snottites et les biofilms jouent un role dans la protection et la conservation microbienne, pour se
défendre des risques de changement de biotope (comme le changement de climat, changement de
luminosité, changement d’oxygénation...) et des agressions extérieures.

Ce n’est donc pas l'activité ni méthanotrophe, ni méthylotrophe, ayant été le seul facteur favorisant
la formation des biofilms et des snottites, mais bien le fait d’'une adaptation a un biotope nouveau,
protégé par une isolation dans un écosystéme nouveau.

De telles structures demandent un écosysteme équilibré. Au départ des colonies vont se regrouper
et se développer, puis faire une fixation dans un emplacement déterminé (comme une colonie dans
une boite de Petri).

Dans les biofilms et les snottites examinés nous pouvons constater qu’il y a un ensemble de bactéries
formant une bioccenose, afin que cette flore bactérienne puisse vivre d'une synusie de
complémentarité commune permettant la pérennité de I'ensemble.

Analyse de la biocoenose

La diversité bactérienne dans le biofilm semble étre un facteur de pérennité de celui-ci. Cette
diversité n’est pas identique d’une structure a l'autre, cela signifie qu’il n’'y a pas d’ordre
taxonomique, mais qu’elle dépend sur tous des caractéristiques physico-chimiques et biochimiques
des bactéries mises en biocoenose.

Ce n’est donc pas la définition de I'espéece étant un facteur de choix, mais la fonction de chacune des
bactéries qu’elles doivent remplir dans I’écosysteme.

Vu la diversité bactérienne observée on ne peut pas dire que les biofilms et les snottites ont été fait
par une souche bactérienne, mais qu’un ensemble bactérien a mis en place une ou des structures
permettant une longévité et une résistance au fil des d’années.

L’équilibre énergétique

Les résultats obtenus donnent un équilibre énergétique relativement bon pour les biofilms
« submersed ». Par contre les snottites et les biofilms « subaerial » semblent moins pourvus a ce
niveau. Il y a donc une plus grande utilisation du méthane atmosphérique, du gaz carbonique, de
I'azote atmosphérique, pour ces deux structures.

Les carences en phosphore dans les biofilms et les snottites « subaerial », ayant fait I'objet d’une
observation dans I'’étude bavaroise, ne semblent pas aussi justifier. Le calcul fait en prenant en
considération la masse de la membrane de ces structures dans I'apport C et N, cette carence semble
minimisée.

Le turnover (mortalité et naissance des bactéries) et les catabolismes microbiens (destruction des
bactéries mortes pour alimenter les bactéries vivantes) jouent un grand réle dans la préservation de
I’équilibre énergétique de I'écosystéme. La famille des Saprospiraceae se trouvant dans les biofilms
« subaerial » et les snottites doit jouer un grand réle dans la fourniture d’éléments alimentaires et
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énergétiques aux bactéries de ces structures. |l en est de-méme pour les Bdellovibrio bactéries endo-
bactériophages ayant la capacité de parasiter et de tuer les autres bactéries (présentes dans 1,4 a
2,2 % dans les snottites et les biofilms).

Transfert bactérien entre I’eau de mélange et les snottites et les biofilms
Mécanisme d’échange entre I'eau de mélange et les biofilms « submersed »
L'étude des transferts possibles entre les biofilms « submersed » et 'eau de mélange en partant du
principe qu’il y a deux possibilités :
¢ Un transfert actif ou il y a un tri ou une sélection des bactéries entrantes dans les biofilms
« submersed ».
¢ Un transfert passif, ou seules les lois de la diffusion physique dans une membrane sont prises
en considération (type : vases communiquant).
L'analyse réalisée dans cette étude est une analyse statique car aucune des données dynamiques
étaient a notre portée.
¢ Mobilité dans le transfert passif
Il a été mis en évidence que les bactéries mobiles étaient plus aptes a un transfert passif entre
I’eau de mélange et le biofilm « submersed » (cette relation est relativement faible, environ
5 % estimée sur le coefficient de corrélation).
¢ Aérobiose dans le transfert passif
L'aérobiose peut étre un facteur limitant par le fait que le biofilm « submersed » est en semi
aérobiose. Dans cette étude nous n’avons pas mis en évidences de lien entre la pénétration
des bactéries entre I'eau et le biofilm.
¢ Bactéries marines dans le transfert passif
Seules les bactéries capables de vivre dans les sols et les eaux se différencient des autres
bactéries.
Ce sont les bactéries aquatiques, étant le mieux tolérées dans le transfert entre I'eau de
mélange et le biofilm « submersed ». Il existe une différence trés faible entre les bactéries
telluriques et les bactéries purement marines dans ce transfert.
¢ Estimation des bactéries de I’eau de mélange ayant pu avoir un passage passif

Dans le cas d’un passage passif

Cette forme de pénétration dans le biofilm « submersed » est estimée aux environs de 42 % de la
flore de I'eau de mélange.

La forme en coque des bactéries semble étre un des criteres favorisant le passage passif.

Dans le passage actif
On peut I'estimer ce type de transfert par la valeur complémentaire du passage passif (toutefois il
y aura une source d’erreur due au développement interne des bactéries dans le biofilm). Par
déduction, on peut donc estimer qu’environ 58 % de la flore de I'eau de mélange a subi un
passage actif.
Dans ces 58 % nous avons :
e Bactéries restant dans le biofilm « submersed » sans en sortir ~ 38 %
e Bactéries présentes dans I'eau de mélange et absentes dans le biofilm « submersed »,
elles représentent = 6 %
e Bactéries de la famille des Methylophilaceae représentant 3 % de I'’eau de mélange.
Soit un total d’environ = 47 % de passage actif de I'eau de mélange vers le biofilm « submersed ».
Sur les 58 % il resterait = 11 % pouvant étre :
e Soit un développement de la flore dans le biofilm « submersed », faisant la différence.
e Soit la mortalité dans I'eau de mélange pouvant étre aussi un biais.
L'absence d’analyse dynamique de la flore des biofilms « submersed », ne nous permet pas de
pouvoir affirmer en toute sécurité les valeurs analysées, mais elles restent quand méme une base
d’estimation.
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¢ Taille des bactéries en fonction du taux de pénétration
L'étude des valeurs théoriques de longueurs et largeurs bactériennes, montre que la diffusion
passive des bactéries de I'’eau de mélange dans le biofilm « submersed », semble plus influencée par
la forme bactérienne que par les dimensions de celle-ci.
La forme coque (Cocci) a plus de facilité pour un passage passif. La longueur des bactéries semble
étre un facteur de moindre importance (si la bactérie est de forme spiralée ou si elle a des flagelles
péritriches ou des flagelles polaires trés longues).
Les dimensions bactériennes étant des valeurs théoriques de la littérature, ces observations doivent
étre confirmées par des mesures en microscopie électronique.

La spéciation bactérienne®
Pendant 15 millions d’années ou la grotte a été isolée du monde extérieur, dans I'épigé I’évolution
des étres vivant faisait son chemin, une partie de la faune et de la flore se transformées et les
hominidés évolués vers... Homo sapiens. Les bactéries dans la grotte de Sulzbrunn semblent avoir
arrété leurs évolutions.
Toutes les formes possibles d’évolutions microbiennes, que les bactéries de la grotte pouvaient
utiliser pour se transformer et s’adapter a un nouveau milieu terrestre, ont été analysées et ont
montré, qu’il n’y avait aucune raison d’avoir d’inhibition ou un arrét de la spéciation.
Suite aux observations précédentes, il est difficile a admettre qu’aprés 15 millions d’années de vie
dans un milieu défavorable, il n'y est pas eu d’évolution et une spéciation nouvelle pour s’adapter au
milieu.
En prenant pour base une anomalie tous les 210 jours™?, étant les cas les plus favorables, cela donne
aprées 15 millions d’années d’isolement bactérien, une valeur d’erreurs de transcriptions génétiques
possibles de plus de 26 millions par lignée de bactéries, par exemple : dans le cas de I'eau de
mélange de la grotte ayant en flore bactérienne 1,6*10°g/l, cela donne en 15 millions d’années un
nombre d’erreurs de transcriptions possible de 4,16%10", soit 7 600 erreurs par jour et par ml.
Les hypotheéses pourraient étre les suivantes :
e Soit une vie au ralenti dans cette cavité, mais sur 15 millions d’années cela n’aurait pas eu
d’influence sur I'inhibition de la spéciation.
¢ Soit une analyse taxonomique insuffisamment poussée pour connaitre les modifications faibles
ayant pu se produire.
e Soit les radiations dont la terre est bombardée et pouvant provoquer des mutations, ont
épargné la cavité.
¢ Soit il y a eu une évolution paralléle entre le karst et I'épigé, couvrant toutes formes évolutives
et de ce fait effagant ainsi le différentiel d’évolution entre ces deux écosystemes.
C’est pour cela que la recherche d’évolution possible dans cette cavité, présente un intérét majeur
dans la connaissance de I’évolution et de la spéciation a travers les ages.

Epidémiologie liée aux bactéries de la flore de Sulzbrunn
Analyse de la géolocalisation de I'épidémiologie actuelle des bactéries présentes dans la grotte.
La répartition mondiale de certaines bactéries identifiées dans cette cavité, fait penser, que dans sa
formation initialeily aeu:
e Soit une homogénéité planétaire de la flore marine et terrestre relativement importante dans
la période de la formation de cette cavité.

¢ Spéciation : évolution processus par lequel les populations évoluent, pour devenir des espéces distinctes. Le biologiste
Orator F. Cook a inventé le terme en 1906 pour cladgénése, la séparation des lignées, par opposition a anagéneésis, évolution
phylétique au sein des lignées. Charles Darwin a été le premier a décrire le role de la sélection naturelle dans la spéciation dans
son livre de 1859 L’origine des espéces, il a également identifié la sélection sexuelle comme un mécanisme probable.

Il existe quatre modes géographiques de la spéciation dans la nature, basée sur la mesure dans laquelle spéciation des
populations sont isolés I'un de l'autre : allopatriques, periptriques, parapatriques, et sympatriques. Spéciation peut également
étre induite artificiellement, par le biais de I'élevage, I'agriculture ou des expériences en laboratoire. Si la dérive génétique est
un contributeur mineur ou majeur a la spéciation est I'objet de nombreuses discussions en cours.
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e Soit il y a un parallélisme évolutif, ayant produit une évolution identique dans la grotte et dans
I’épigé.
L'isolement de la flore marine et terrestre lors du recouvrement (ex: la présence du genre
Arenibacter étant une bactérie isolée d’échantillons de sédiments marins dans la grotte, a été aussi
collectées en Chine et en Inde) cela voudrait dire, que cette bactérie aurait été présente sur la
totalité de notre planéte ou que ses origines ont évolué uniformément sur la terre.

Utilisation de I'analyse de cette cavité au service de I’environnement
Aprées la découverte de la diversité de la grotte de Sulzbrunn, étude aussi importante, la question
pouvant se poser : a quoi sert une telle réalisation ?
L'étude, des écosystémes, n’est jamais une tache inutile, elle permet d’analyser les mécanismes
naturels mis en place pour retrouver I'équilibre écologique protégeant la pérennité de notre planéte.
C’est bien cela que I'on observe dans cette étude. C’'est bien la pérennité, le point important des
15 millions d’années, permettant a cette cavité de continuer a vivre dans un univers complétement
transformé de la vie maritime a la vie terrestre.
Pourquoi ne pas utiliser le savoir-faire-bactérien pour nous sortir de I'impasse dans laquelle notre
société est tombée, par la pollution, par I'utilisation de carburant produisant des gaz a effet de serre,
par I'augmentation démographique...
La connaissance de la vie microbienne, la culture bactérienne et les pratiques d’enrichissement,
c’est-a-dire la biotechnologie nous permettra de résoudre de nombreux problémes que I'évolution
de notre société a engendrés.
La recherche biotechnologique doit s’orienter vers la protection de I'environnement : le but est de
produire des souches natives ou génétiquement modifiées pour répondre aux besoins des
organismes et des industriels, afin d’éliminer les polluants de notre planéte.
Les domaines pouvant étre couvert par la biotechnologie :
e La production de bactéries capables de consommer du méthane, dans le cadre de traiter
biologiquement les productions naturelles de ce gaz a effet de serre.
e La production de bactéries autotrophes capables de consommer le gaz carbonique a des fins
énergétiques, serait |a aussi une mesure de réduire la pollution.
e La production de biomasse anoxique (bioccenose artificielle) pouvant transformer les déchets
anthropiques et industriels dans le procédé de I'enfouissement sans rendre les sols anoxiques.
e La transformation des déchets par méthanisation pour le chauffage urbain et traitement des
résidus de méthanisation par des bactéries capables d’utiliser les hydrocarbures.
e La production de I’hydrogéne par voie microbienne : I’hydrogene peut remplacer les
carburants fossiles, sa production par voie biologique serait possible.
e Faire produire de I'oxygéne par des bactéries comme le Methylomirabilis pour les vols orbitaux
et les voyages interstellaires...
L4 “ee
La grotte de Sulzbrunn est un musée, elle nous raconte la vie passée de notre planéte. Si les bactéries
ont créé la vie, elles peuvent nous aider a la faire subsister encore de nombreuses années.

« La biotechnologie peut étre une clef importante dans I'écologie pour la maitrise du
réchauffement climatique.

Les bactéries ont rectifié le climat il y a 3 milliards d’années. Il y a 1,5 milliards d’année,
elles nous ont permis de pouvoir vivre dans un milieu aérobie nous convenant en oxygéne,
elles ont rendu notre planéte vivable. Elles peuvent donc rectifier notre climat actuel, étant
loin de la pollution de ces périodes géologiques. »
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CHAPITRE 1 / INTRODUCTION

1.1 Préface sur la grotte de Sulzbrunn

Faisant suite a la réception par la commission scientifique de la FFS, d’'une étude sur une grotte
bavaroise réalisée par les institutions suivantes: Institute of Groundwater Ecology, Bavarian
Environment Agency, Department of River Ecology — étude publiée par ISME Journal le 26
september 2017 —, consistant en une analyse géochimique et bactériologique de la grotte de
Sulzbrunn en Baviere, il nous a paru judicieux d’analyser la diversité microbienne de la flore ayant été
identifiée par les auteurs.

La microbiologie cavernicole est de plus en plus étudiée, elle ouvre une voie nouvelle de la
microbiologie terrestre et nous fait prendre conscience du peu de connaissances que nous avons sur
cette flore microbienne terrestre

« La Terre est un ensemble d’étres vivants et de matiére s’étant fabriqués mutuellement selon des
cycles géochimiques. Autrement dit, les organismes vivants ne sont pas en résidence sur la terre, mais
ils en constituent I’environnement : I’'atmosphére, les sols, les océans, etc. sont fagconnés par eux. C’est
donc une extension de la notion, déja présente chez Charles Darwin, que les vivants sont eux-mémes
les ingénieurs de leur propre monde sans avoir besoin pour cela d’étre guidés par une intention.

Tous les étres vivants sont impliqués dans le processus, mais ce sont les bactéries ayant fait le gros du
travail de transformation de I'atmosphére et de la géologie terrestres depuis 3,7 milliards d’années.
Puis les plantes, les animaux et 'homme ce dernier pendant une courte période seulement, 2,5
millions d’années. » James Lovelock (chimiste britannique)®.

1.2 Traduction de la publication “MICROBIAL MEGACITIES FUELED BY METHANE
OXIDATION IN A MINERAL SPRING CAVE” (ISME Journal)

1.2.1 Mégalopoles microbiennes d’une grotte alimentée par I’oxydation du méthane

Des biofilms massifs ont été découverts dans la grotte d’une ancienne source médicinale riche en
iode dans le sud de I’Allemagne. Les biofilms couvrent complétement les murs et les plafonds de la
grotte, donnant lieu a des spéculations sur leur métabolisme.

Dans un premier apergu, nous présentons la structure et la fonction du microbiote du biofilm,
combinées a I'analyse géochimique, a I'imagerie et a I'analyse moléculaire. Une analyse des isotopes
stables a indiqué que le méthane thermogénique émergeant dans la caverne a joué un réle important
dans la formation du biofilm. L’atmosphére de la caverne non perturbée contenait jusqu’a 3 000 ppm
de méthane et était micro-oxique®.

Une grande abondance et une grande diversité de méthanotrophes aérobies principalement dans
les Methylococcales (Gammaproteobacteria) et méthylotrophe, dans les Methylophilaceae
(Betaproteobacteria) ont été trouvées dans les biofilms, avec une diversité surprenante de bactéries
hétérotrophes associés.

Les potentiels d’oxydation du méthane les plus élevés ont été mesurés pour les biofilms immergés
sur la paroi de la caverne. Des structures globulaires hautement organisées de la matrice de biofilm
ont été révélées par coloration a la lectine fluorescente. Nous proposons que la matrice extracellulaire
serve non seulement de puits d’électrons pour les méthylotrophes des biofilms a teneur limitée en
nutriments, mais aussi potentiellement comme barriére de diffusion contre la toxicité de I'iode
atmosphérique volatilisé. Les liens possibles entre le cycle du carbone et de I'iode dans cet habitat
particulier sont discutés.

1.3 Introduction

Le microbiote naturel s’organise souvent en biofilms, ou les caractéristiques structurelles et les
interactions microbiennes augmentent la capacité du microbiote du biofilm a étre actif et a persister
dans des conditions environnementales difficiles. La production extensive de biofilm a été

4 Micro-oxique : pauvre en oxygéne
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précédemment rapportée principalement pour les systéemes d’eau de surface riches en énergie
dominés par la production primaire phototropique (Battin et al., 2016) ou dans les systémes d’eau
artificiels (Boltz et al., 2017. Dans les systéemes souterrains, les biofilms sont largement considérés
comme oligotrophes (Griebler et Lueders, 2009 ; Ortiz et al. 2014). Néanmoins, il a été rapporté qu’un
certain nombre de grottes et de systemes karstiques hébergeaient des biofilms riches en diversité
microbienne et avec des activités biogéochimiques élevées, principalement lithotrophes (Holmes et
al., 2001 ; Engel et al. ;2010 ; Jane et al., 2010 ; Rusznyak et al. 2012 ; Barton et al., 2014 ; Riquelme
et al, 2015). Dans cette étude, nous rapportons une formation de biofilm exceptionnellement étendue
et massive ayant été récemment découverte dans une grotte semi-artificielle d’'une source médicinale
historique a Sulzbrunn (Schott, 1858), située dans le sud de I’Allemagne préalpine. Les biofilms
microbiens subaériens et submergés recouvrent complétement les parois et le plafond de cette grotte
semi-naturelle, donnant naissance a de vastes structures muqueuses pendantes jusqu’a 15 cm de
longueur, également connues sous le nom de snottites (Hose et Pisgrowicz, 1999) diversifiées dans
des habitats acidophiles, thermophiles ou sulfurés (Bond et al., 2000 ; Holmes et al., 2001 ; Northup et
al., 2003 ; Jones et al.,, 2010; Ziegler et al., 2013). Notre objectif était donc de comprendre les
principaux facteurs biogéochimiques de cet habitat microbien particulier.

1.4 Localisation de la grotte de Sulzbrunn
(ISME Journal)

La grotte de Sulzbrunn est située dans les Alpes « d’Allgéiu »
(Baviére, Allemagne) a une altitude de 875 m.

La grotte se trouve dans un gres bien jointé du « Weissach-
Schichten » constitué par de la molasse d’eau douce subalpine
inférieure. Dans un rayon de 18 km autour de Sulzbrunn, on a
observé a plusieurs reprises que du gaz naturel émergeait de
trous de forage profonds atteignant des formations tertiaires
molasses subalpines.

La grotte semi-artificielle de Sulzbrunn (47,67° N, 10,39° E) est
accessible en descendant une échelle métallique de 8 m.

L’entrée dans la grotte peut se faire sans équipement respiratoire. Les visites ne sont possibles que
pendant les saisons froides ol les échanges d’air entre l'intérieur et I'extérieur sont limités. Pendant
les périodes chaudes ol la température extérieure est élevée, il y a risque de formations micro-
oxydantes. Le gres poreux de « Bausteinschichten » de la Molasse du bassin subalpin est identifié
comme un réservoir d’hydrocarbures migrateurs. Les argiles riches en matiéres organiques sous-
jacentes sont une source potentielle de saumures a fortes concentrations en iode (Hesse et Schmidt-
Thomé, 1975).
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L’eau pénétre dans la grotte sous la forme
d’eau de source minérale « d’upwelling », et
d’eau de percolation d’infiltration. Sous des
régimes hydrauliques normaux, cette -cavité
semi-artificielle est approximativement a moitié
remplie d’eau, le niveau d’eau étant contrélé par
un simple systéme de trop-plein (Schott, 1858),
ainsi que des analyses d’eaux récentes montrent
(LfU-Bavarian Environment Agency,
communication personnelle 2014), des charges
en d’iode élevées dans le mélange aux eaux
souterraines des prélevements de printemps,
allant jusqu’a 23 mg/I, provenant principalement
de I'eau de source minérale.

Ces niveaux élevés d’iode, dépassant mille fois les concentrations normales d’eau douce
(Whitehead, 1984) et la salinité élevée dans I'eau de source minérale, sont un indicateur de I'eau de
formation « d’upwelling »¢, ayant été en contact avec desdépéts de sédiments organiques de-Lénden
riches en pétrole et en gaz (Lu et al., 2015).
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Le modele du upwelling citier des cites péruviennes

Les sources d’hydrocarbures dans la molasse du bassin subalpin sont autochtones, issues des
sédiments mésozoiques (Hiltmann et al., 1999), surmontées par les formations de molasse au cours
de 'orogenése alpine.

La biomasse d’algues fossilisées est généralement fortement enrichie en iode, ayant été trouvé a
des concentrations allant jusqu’a 150 mg/| dans un puits artésien foré dans la région (LfU,
communication personnelle 2014).

Les formations d’hydrocarbures a Sulzbrunn sont plus profondes, dues a des systemes de failles
pénétrantes. On peut supposer que I'upwelling des eaux riches en iode produise les infiltrations de gaz
naturel.

€ Upwelling : traduction : la remontée d’eau, c’est un phénomene océanographique qui se produit lorsque de forts vents marins
(généralement des vents saisonniers) poussent I'eau de surface des océans laissant ainsi un vide ou peuvent remonter les
eaux de fond et avec elles une quantité importante de nutriments.

Les phénomenes de remontée d’eau se localisent par leurs résultats : une mer froide et riche en phytoplancton. Concretement
pour les pécheurs, la remontée d’eau se traduit par une augmentation importante du nombre de poissons.
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1.5 Formation géologique et hydrogéologie de la Baviére®
Les chutes d’eau autour « d’Oberstaufen » (Oberallgdiu)
Description du Bureau géologique bavarois

Pétrographie’

Dis Melaaserore ¥esialghu

Les couches de gres et de conglomérats les plus anciens du dépét de la riviere WeiRach sont
accessibles dans le ravin de Buchenegger. Les couches les plus profonds de WeiRRach sont dans les
couches fluviales les plus basses de la molasse d’eau douce. Le réseau hydrographique des
sédimentations produit dans I’Oligocéne au Miocene, provenant des hautes crétes alpines appartient
d la zone ouest de la riviere amont I'lller. L’origine des conglomérats est marquée de « faciés gris »
partageant les affleurements du ravin de Weissach. Ce faciés « faciés des hautes crétes » se situe en
amont du centre de distribution. On a des affleurements rocheux a la basse Weillach Tobey.

Quand et comment ont été formées les chutes Oberstaufen ?

Les chutes d’eau ont été formées dans les roches de basse molasse d’eau douce. Ceux-ci ont été
déposés sur le continent au cours du Miocéne, il y a 17 & 15 millions d’années. A cette époque, la
vitesse d’écoulement des rivieres torrentielles apporte des graviers de dimension relativement
grossiers. Les couches de conglomérats composées de galets de tailles différentes, ainsi que de beaux
fragments de roches et des minéraux, ont été cimentées par une masse de mortier (pouding). C’est
pourquoi dans la région du lac de Constance ce gravier est appelé gravier « Dominant ». Parfois les
riviéres, avec des vitesses d’écoulement plus faibles, donnent des dépéts de limon — sableux, qui apres
solidification ont fourni les pierres formées d’agglomérats de sable de la Marne, ayant servi a la
construction d’usines aujourd’hui fermées, dont les vestiges sont encore présents. Ces pierres ont
conservé des fossiles d’animaux.

La zone des molasses®

Les dépdts de débris dus aux intempéries dans les montagnes des Alpes du Nord a formé la zone
de molasse détritique terrigéne, il y a environ 35 millions d’années. Ce phénoméne s’est renouvelé au
cours du temps, afin que les anciens débris fussent recouverts a nouveau. Un énorme rocher de
plusieurs milliers de métres d’épaisseur a été inclus sur ses franges sud et méme dans le pli de la

f Pétrographie : science traitant de la description des roches, de leur classification et de leur origine.

9 Molasse : roche sédimentaire, essentiellement détritique, et post-orogénique, s’accumulant dans des bassins d’avant-pays en
périphérie des chaines de montagnes. Les molasses sont souvent des grés a ciment de calcaire argileux, parfois de couleur
verte a cause de la glauconie. lls incorporent aussi régulierement d’épais niveaux conglomératiques. Ce sont généralement des
roches friables, tendres et perméables formant des reliefs modérés.

9 Roche détritique : roche sédimentaire composée d’au moins 50 % de débris. Si les débris sont issus de I'érosion d’autres
roches, alors on la qualifie de roche détritique terrigéne. Si au contraire les débris sont formés par des squelettes d’'organismes
vivants alors la roche est qualifiée de biodétritique ou biogénique.

Les roches détritiques terrigenes représentent entre 80 et 90 % des roches sédimentaires.

Les roches détritiques sont classées en trois groupes selon la taille des débris :

e Rudite (grains de taille supérieure & 2 mm)
® Arénite (grains de taille entre 1/16 et 2 mm)
e | utite (grains de taille inférieure a 1/16 mm).
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montagne. Cette plaque s’étend sur plus de 1 000 km et environ 130 km de large dans la partie
bavaroise (MMO). Alors que la mer a inondé temporairement la zone de molasse au cours de
I’histoire, aprés la mer un lac s’est formé dans le paysage fluvial. En conséquence différents sédiments
se sont déposés, donnant maintenant la formation des molasses de mer et des molasses d’eau douce.
USM : Sédiment de la partie continentale d’eau douce.

UMM : Molasse due a I'inondation par la mer.

OMM : Molasse de dépbts marins de la mer supérieure.

OSM : Terre fine formée par la dégradation des roches supérieures en molasse d’eau douce.

Cette étude bavaroise montre que la formation de la grotte de Sulzbrunn a une origine marine, lui
donnant sa spécificité avec une grande biodiversité dans sa flore microbienne.

1.6 Implantation de la flore biologique dans la grotte
(ISME Journal)

Bien que le microbiote des suintements de gaz marins ait fait I'objet d’études approfondies (Ruff et
al., 2015 ; Paul et al., 2017), il existe relativement peu d’informations sur ces systéemes dans le sous-
sol terrestre. Des méthanotrophes et des biofilms aérobies ont déja été trouvés dans les systemes
d’eau souterraine et d’eau potable, ol ils peuvent étre impliqués dans I'oxydation du méthane ou des
composés méthyles (Newby et al., 2004 ; Stoeker et al., 2006). La grotte de « Movile » en Roumanie,
recevant des eaux thermales profondes riches en sulfure d’hydrogene (Sarbu et al., 1996), héberge
également des tapis microbiens de méthanotrophes actifs (Hutchens et al. 2004 ; Chen et al., 2009).
Récemment, le réle de I'oxydation microbienne du méthane dans les écosystémes des cavernes et des
karsts a été abordé a I’échelle mondiale (Fernandez-Cortes et al., 2015 ; McDonough et al., 2016 ;
Lennon et al., 2017). Les communautés entrainées par le méthane peuvent comprendre une multitude
d’interactions entre les méthanotrophes, les méthylotrophes et les hétérotrophes (beck et al., 2013,
Kalyuznaya et al., 2013 ; Paul et al, 2017). Les contraintes énergétiques imposées par les diverses
voies d’assimilation du carbone sous de faibles concentrations d’oxygéne et de méthane ont entrainé
une production substantielle d’exo-polysaccharides chez les méthanotrophes (Linton et al., 1986 ;
Strong et al., 2015), pouvant expliquer la production d’un tel biofilm massif.

L’apparence et la distribution uniforme des snottites ont montré qu’ils utilisaient un substrat
gazeux pour leur croissance. Ainsi, nous postulons que les apports d’énergie gazeuse profonde
émergeant avec I'eau « d’upwelling », éventuellement des alcanes légers ou du méthane, pourraient
étre un facteur important de formation de biofilm dans la caverne de Sulzbrunn. Nous émettons
I’hypothése que les snottites, ainsi que les biofilms subaériens et submergés, sur le mur devraient étre
dominés par une faible diversité d’autotrophes capitalisant sur les apports énergétiques disponibles.
La compartimentation de la grotte et les distinctions possibles dans I'approvisionnement en substrat
doivent étre reflétées dans des sous-types de biofilm distincts, des taux de renouvellement du substrat
et des signatures isotopiques. Enfin, nous nous demandons si des liens possibles entre le cycle du
méthane et de I'iode peuvent étre déduits pour cet habitat microbien particulier.

1.7 La genése des hydrocarbures (Planéte énergie)

Dans les profondeurs de la Terre, pétrole et gaz naturel naissent d’une transformation de la matiere
organique d’origine végétale ou animale. Leur genese s’étale sur des millions d’années et nécessite
des conditions de pression et de température particulieres. Des millions d’années sont nécessaires a
la formation des hydrocarbures, au cceur des grands plissements géologiques.

Quand un organisme vivant meurt, la matiére le composant est généralement recyclée de deux
maniéres différentes :

e Des charognards ou des bactéries s’en nourrissent...

e Exposée a I'air ambiant ou a des eaux chargées en oxygene, la matiére résiduelle s’oxyde :
carbone, azote, soufre et phosphore qu’elle contient se combinent avec les atomes d’oxygene
et se changent en eau (H,0), en gaz carbonique, en nitrates, en sulfates et en phosphates
pouvant alimenter la croissance des bactéries et des algues marines.
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e En état d’anaérobiose les Archaea (qui sont souvent autotrophes, anaérobies, extrémophiles,
méthanogenes...) sont capables de transformer en absence d’oxygene la matiere organique, en
gaz comme le méthane (méthanogenése) et de se servir de I'azote et de I'oxygene de leurs
substrats pour créer leurs propres organismes. Cette réduction carbonée peut-étre a l'origine
des hydrocarbures.

1.8 La lente formation d’une roche mere

Une infime partie de cette masse organique, de I'ordre de 0,1 %, échappe a ce destin. Transportée
par les cours d’eau, cette matiere se dépose parfois au fond des mers ou au fond de grands lacs
continentaux. Dans ces milieux peu oxygénés, peu agités par les courants, elle est en partie
préservée. Elle se méle a des matiéres minérales (particules d’argile ou sables tres fins), mais aussi au
plancton marin mort (animaux et végétaux microscopiques). Sous I’action de bactéries anaérobies, ce
mélange se transforme en boues sombres et malodorantes.

Au fil du temps, ces boues s’accumulent et durcissent. Si elles contiennent au moins 1 a 2 % de
matiere organique, elles pourront jouer le role de roches méres sédimentaires riches en matiéres
organiques s’étant déposées dans des conditions marines profondes ou lacustres, et qui, a terme
conduiront a des gisements d’hydrocarbure et de gaz.

Un climat chaud favorisant le développement d’'importante quantité de plancton, la proximité de
I’'embouchure de grand fleuve charriant beaucoup de débris végétaux et organiques, I'absence de
montagne a proximité pour retenir les sédiments et limiter le volume de dép6t vont conduire a la
formation des gisements de pétrole et de gaz. Ce pourcentage semble faible.

Ces dépots vont conduire a une activité vivante (coquillages, les algues, le phytoplancton, les
mollusques, les bactéries...).

Trés lentement, la roche mére s’enfonce dans la cro(te terrestre sous le poids des sédiments : elle
parcourt quelques meétres ou quelques centaines de meétres par million d’années. Cet affaissement
progressif porte le nom de subsidence et débouche sur la formation d’un sédiment argilo-calcaire et
organique, allant s’enfoncer petit a petit dans la croQte terrestre par I'intermédiaire des mouvements
des plaques continentales.

En s’enfouissant dans le sol, la roche mére est soumise a des températures de plus en plus fortes et
la matiere organique la composant se retrouve écrasée par le poids des sédiments, la pression
augmentant en moyenne de 25 bars pour 100 métres. A un kilomeétre sous terre, il fait 50 °C pour
une pression de 250 bars ! Ce mélange sédimentaire va transformer le milieu en hydrocarbure et en
gaz.

1.9 Formation des biofilms®

Les bactéries ne peuvent pas vivre en solitaire, elles prosperent au sein d'une population
microbienne lui apportant une protection et une bioccenose par la diversité de ses membres. Or ces
souches structurées sont difficiles a éliminer. La raison de cette résistance, vient du fait qu’elles
s’organisent en groupe pour former une matrice de protection entourée par un film de poly-glycane
et poly-galactane leur permettant de s’isoler de I'extérieur (biofilm). Cette structure fermée leur
permet d’étre résistante aux attaques chimiques ou antimicrobiennes provenant de I'extérieur. La
matrice interne du biofilm contient des molécules d’ADN constituant un réseau de fibres allant
protéger les bactéries des attaques extérieures.

Lorsque les conditions extérieures sont favorables les bactéries peuvent sortir de ce biofilm et
reprendre leurs activités.

La genése du biofilm

Les bactéries commencent par se rassembler grace aux lectines et a la sécrétion de traceurs
chimiques leur permettant de communiquer entr’elles. Elles activent des genes codant des protéines
que les bactéries isolées ne peuvent pas produire. Ces protéines vont leur servir a adhérer sur les
surfaces des parois. Puis elles vont former une enveloppe visqueuse allant les protéger des toxines et
des antibiotiques. Au sein de cette structure elles forment une micro-colonie, envoie des signaux afin
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d’échanger des genes bénéfiques et des nutriments. Lorsqu’il y a un risque de surpopulation, ses
membres envoient un signal biochimique déclenchant la dispersion. Des cellules sont alors libérées
et partent coloniser de nouvelles surfaces.

Biofilms « subaerial » observé sur les plafonds
et les murs de la grotte de Sulzbrunn.

Ce biofilm couvre complétement les murs et les plafonds, donnant lieu
a des spéculations sur le métabolisme de ces complexes microbiens.
Cette structure du microbiote combinant I'analyse géochimique et
microbiologique a un intérét a la fois environnement et médical pour
mieux connaitre les systemes microbiens de défense.

L’écosystéme que représente la vie microbienne dans un biofilm est
d’autant plus intéressant par le fait que le biofilm est un systéme fermé
et auto-régulé.

Photo : ISME Journal
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CHAPITRE 2 / METHODE D’ANALYSE DE LA GROTTE
(ISME Journal)

Les biofilms de la galerie artificielle cimentée de la grotte et les parois distales du substratum

rocheux ont été échantillonnés au cours de deux années consécutives (novembre 2012 et décembre
2013) pour des analyses moléculaires. En octobre 2015, des échantillons de biofilm supplémentaires
ont été prélevés pour la microscopie.

Afin d’échantillonner les biofilms et I'eau de source minérale provenant des fissures rocheuses a
I'extrémité de la grotte, I'eau remplissant la galerie a été pompée. Des échantillons de biofilm ont été
collectés dans trois compartiments différents : des biofilms submergés (~ 30 cm du fond du mur), des
biofilms subaériens (~ 20 cm sous le plafond) et des snottites prélevés au plafond. A chaque point
temporel d’échantillonnage, les trois compartiments ont été échantillonnés en répétitions le long d’un
transect horizontal couvrant 16 m de la galerie de la grotte. Les échantillons de biofilms ont été
directement transférés par raclage dans des tubes de polypropyléne stériles (Falcon, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) et tous les échantillons ont été congelés (-20° C) dans les 6 heures
apreés I'analyse moléculaire.

Des échantillons d’eau d’infiltration par percolation, d’eau de source minérale et d’eau souterraine
mélangée ont été recueillis dans des bouteilles en verre stériles de 1 litre pour des analyses
microbiologiques et physico-chimiques. Une eau de source minérale a été prélevée a plusieurs reprises
(novembre 2012, décembre 2013) a partir d’un canal d’échantillonnage en acier inoxydable installé
dans une fissure a I'arriére de la grotte, alors que I'eau d’infiltration a été recueillie (décembre 2013).
L’eau des grottes mixtes a été collectée a plusieurs occasions (octobre 2012, novembre 2013,
décembre 2014, octobre 2015) a I'aide d’un échantillonneur « Ruttner » (KC Denmark A / S, Silkeborg,
Danemark). Les cellules microbiennes dans les échantillons d’eau ont été comptées en utilisant
SybrGreen pour la coloration de I’ADN sur un cytometre de flux (Beckmann Coulter FC 500, Beckmann
Coulter, Miinchen, Allemagne) comme décrit précédemment (Bayer et al., 2016).

La température, le pH, I'oxygéne dissous et la conductivité spécifique des échantillons d’eau ont
été mesurés a I'aide de capteurs de champ étalonnés (Hach, Diisseldorf, Allemagne).

Les échantillons d’eau ont été analysés pour le carbone organique dissous (COD) en utilisant un
TOC-V (Shimadzu, Neufahrn, Allemagne). Avant I'injection, les échantillons de COD (0,45 um filtré)
ont été automatiquement acidifiés (pH <2), aspergés d’oxygéne pour éliminer le carbone inorganique
et analysés par combustion a haute température (Mathis et al., 2007). Les principaux cations
(calcium, magnésium, potassium, ammonium, sodium) et les anions (nitrite, nitrate, chlorure,
bromure, sulfate) ont été mesurés sur un chromatographe ionique DX-100 (Dionex, Germering,
Allemagne) comme décrit (Stoewer et al., 2015)".

Le CH, et CO, ont été quantifiés par injection de 250 ul de gaz dans une colonne HayeSep' (80-100

" Echantillonneur Ruttner d’eau limnologique avec intérieur sans métal. L’échantillonneur d’eau industriel est une

version spécialisée de I'échantillonneur d’eau standard selon Ruttner. Il a été développé pour répondre aux exigences d'une
analyse chimique plus précise des échantillons d’eau.

"TOC-v- Analyse du COD (Carbone organique dissous) Table Catalytique Oxydation NDIR méthode modele

%

PR

La fonctionnalité de mesure automatique continue a abeille, ajouté a la capacité de la combustion
catalytique oxydation/NDIR TOC-V Séries pour mesure de haute performance, haute sensibilité de substances
organiques.La table des matieres-V en ligne peut étre utilisée pour une surveillance permanente haute sensibilité
automatique des échantillons d’eau comme l'eau pure et I'eau du robinet.

"Colonne HayeSep D : matrice HayeSep D, 100-120 mesh, bouteille de 75 cc
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mesh, 6 mx 1/8 ‘) d’un chromatographe en phase gazeuse (GC) équipé de détecteurs & ionisation
d’hélium et de conductivité thermique (SRI Instruments, Bad Honnef, Allemagne).

Les concentrations d’iode total dans les échantillons d’eau ont été analysées par spectrométrie de
masse a couplage inductif et par chromatographie ionique (Michalke et Witte, 2015).

L’analyse des isotopes stables a I'eau a été réalisée par spectrométrie a cavités cavitaires (Picarro
L2120-I, Picarro, Santa Clara, CA, USA) pour °H et *°0 et avec comptage par scintillation liquide pour
*H et a été utilisée pour estimer le mélange d’eau ratios (Stoewer et al., 2015).

Les échantillons de gaz ont été prélevés directement en recueillant des bulles de gaz émergeant du
bassin a ressorts distal dans des bouteilles inversées remplies d’eau ou en pompant I’'atmosphére de
la grotte non perturbée vers I'extérieur de la caverne par des tuyaux installés au plafond.

Le volume de la tubulure a été purgé cing fois avant la collecte de I’échantillon. Le méthane et le
CO, ont été quantifiés dans les 24 heures suivant I’échantillonnage des gaz, tandis que les gaz pour
I'analyse isotopique ont été conservés dans I'obscurité a 4 C dans des récipients en verre appropriés
jusqu’a la mesure.

Le méthane dissous dans 'eau a été quantifié a I'aide de la méthode d’équilibrage de I'espace de
téte (Kampbell et vandegrift, 1998). L’abondance des gaz >C et °H a été mesurée par séparation sur
une colonne RT-QPLOT (30 mx 0,32, Restek, Bad Homburg, Allemagne) et mesurée a I'aide d’un
TRACE GC Ultra (Thermo Fisher Scientific, Miinchen, Allemagne), couplée a un spectrométre Finnigan
MAT 253 (Thermo Fisher Scientific) via une interface Finnigan GC Combustion Il comme décrit
précédemment (Bergmann et al., 2011).

Pour I'analyse isotopique et élémentaire, les biofilms ont été lyophilisés et broyés en poudre.
L’abondance des C et °N a été mesurée sur un analyseur élémentaire (EA, Euro Vector SPA,
Redavalle, Italie) avec une unité de combustion (Hekatech, Wegberg, Allemagne) connectée a un
IRMS Mat 253 comme décrit précédemment (Bernstein et al., 2010).

L’analyse des éléments traces de biofilms lyophilisés a été réalisée pour I'iode total, le phosphore,
le fer et le soufre par spectrométrie d’émission plasma-plasma a couplage inductif (Hou et al., 2006).

Propriétés Adsorbent Analytique /Chromatographie phase gaz
Catégories apparentées, Ai Sep Poreux polymeére absorbant Plus...
Emballage Bouteille de 75 cc

Parameétre 290 ° C temp. Limite de

Application (s) Chromatographie en phase gazeuse (GC) : adapté
Matrice HayeSep D

Taille des particules 100-120 mesh

Surface spécifique ~ 795 m?/g

Densité ~0.33 g/ml (densité de chute libre)

Description

Les polymeéres poreux sont I'adsorbant plus adapté pour les applications basées sur I'analyse des gaz, acides, amines,
composés organiques de faible teneur en carbone et eau, ils sont plus adaptés pour la chromatographie en phase gazeuse et
sont essentiellement des copolyméres de poly-di-vinylbenzéne (DVB), qui sont trés poreux dans la nature allant de méso-
poreux & microporeux.

« HayeSep » posséde une surface importante en raison de ses micropores ce qui en fait un candidat approprié pour la
séparation des gaz et des composés organiques volatils (COV). En outre ils sont relativement inertes et hydrophobe.
Application : D HayeSep en association avec Tenax TA a été utilisé pour analyser les composés polaires, de faible poids
moléculaire de poids, tels que le méthanol et I'éthanol et des composés organiques volatils non polaires, tels que le benzéne et
du toluéne dans une désorption programmeées par température combinée a la masse spectrométrie et spectroscopie Infra-rouge
a transformées Fourier (FTIR).

'Mesh : La mesure en mesh est une mesure inverse de la taille d’'une maille : la valeur en mesh diminue quand la taille de la
maille augmente. La correspondance n’est toutefois pas parfaitement proportionnelle : doubler la taille d’'une maille ne divise
pas toujours exactement sa mesure en mesh par deux (nombre de mailles par pouce carrée).
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2.1 Mesure de I'activité
(ISME Journal)

Les vitesses d’oxydation du méthane ont été mesurées pour des « triplicats »* d’échantillons de
biofilm frais prélevés dans les trois compartiments différents Pour cela, ~ 6 g d’échantillons de biofilm
ont été dispersés dans 20 ml de nitrate de milieu minéral (Whittenbury et al., 1970) rempli dans des
bouteilles en verre de 250 ml et scellé avec des bouchons en caoutchouc butyle. En tout, 16 000 ppm
de CH, (Linde, Miinchen, Allemagne) ont été ajoutées aux bouteilles remplies d’air et I'oxydation du
méthane a été suivie au cours du temps en utilisant les mesures de GC décrites ci-dessus. Les
incubations ont été continuellement secouées (150 tr/min) et maintenues a I'obscurité a 12 °C. Les
analyses de gaz ont été effectuées apres 0, 24, 48 et 72 h d’incubation. Les taux d’absorption de
méthane ont été normalisés en poids frais de biofilm (g rw).’

Triplicats :_une analyse caryotypique, a I'aide de plusieurs techniques de coloration, a été réalisée en triplicat. Normalement,
on utilise un triplicat d’échantillons, a cause de la trés grande disparité dans la répartition des cellules d’algues dans les
échantillons d’eau.

Exemple de l'unité de mesure :
Taille du tamis (um) | 4750 | 3350 | 2360 | 1 000 | 500 | 250 | 149 | 125 | 74 | 37
Taille de mesh 4 6 8 18 35 | 60 | 100 120 | 200 | 400

Pour des mailles assez petites, on peut utiliser la correspondance grossiére : mesure en um = 15 000 / mesure en mesh.
Equipement de chromatographie phase gaz couplée avec un détecteur une spectroscopie de masse.
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CHAPITRE 3/ RESULTATS OBTENUS SUR LA GROTTE

3.1 Visualisation des biofilms
(ISME Journal)

Les caractéristiques structurales des biofilms ont été examinées par microscopie confocale a
balayage laser de substances polymeéres extracellulaires et de glycoconjugués avec des lectines
marquées par fluorescence comme décrit (Zang et al., 2015).

Les biofilms ont été utilisés frais, fixés dans du paraformaldéhyde ou incorporés dans un composé
OCT (Tissue-Tek, Sakura GmbH, Staufen, Allemagne).

Les échantillons ont été coupés en coupes fines en utilisant une lame de rasoir ou un cryotome
™CM 30508 (Leica, Wetzlar, Allemagne).

Divers colorants spécifiques a I'acide nucléique, par exemple SybrGreen, Syto 9 et Syto 60
(Molecular Probes, Leiden, Pays-Bas) ont été utilisés pour la coloration de cellules bactériennes. Les
glycoconjugués ont été mis en contraste avec la lectine AAL" spécifique au fructose (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) marquée avec des fluorochromes Alexa-488, Alexa-568 ou Alexa-
633 (Molecular Probes). Un microscope confocal a balayage laser (TCS SP5X, Leica)’ équipé d’une
source de lumiére super continuum et contrélé par le logiciel LAS AF (version 2.6.1., Leica) a été utilisé
pour I'imagerie.

Les images ont été collectées a des intervalles de coupe de 1 um en utilisant les lentilles d’objectif
25 x NA 0,95 wi et 63 x NA 1,2 wi. Les rapports signal / bruit ont été optimisés a I'aide de la table de
conversion glow-over-under’. Des ensembles de données d’images multicanaux ont été projetés en
utilisant le logiciel Imaris (version 8.2.0, Bitplane, Zurich, Suisse).

3.2 Extraction de ’ADN
(ISME Journal)

L’ADN a été extrait a partir d’échantillons biologiquement répliqués (n = 2-4). Les biofilms congelés
ont été remis en suspension dans un tampon salin tamponné au phosphate 1X et dispersés par
sonication? (Cury et Koo, 2007). Une « sonication » répétitive (3x) (35 kHz, Sonorex RK102, Bandelin
Electronic GmbH & Co., Berlin, Allemagne), secouée et centrifugée (5500 g pendant 10 minutes a 4° C)

™ Cryotome : I'équipement microtome cryotome en microscopes est réalisé par un congélateur constitué d’un réservoir d’azote
liquide, qui est I'unité de froid, positionnée adjacente au couteau du microtome de maniére que les fragments soient aspirés et
retirés simultanément ou immédiatement aprés leur production.

" Lectine AAL :_des tests cellulaires montrent que, la lectine d’Agrocybe aegerita AAL-2 séparée par la présente invention a
une excellente activité anti-tumorale, et peuvent induire une apoptose significative.

°TCS SP5X, Leica: le microscope confocal TCS SP5 Leica répond a une large gamme d’applications dans le domaine du
confocal et de I'imagerie multiphoton tout en offrant une excellente performance générale. Le systéme fournit toutes les
différentes vitesses de balayage a la plus haute résolution possible. Grace a sa détection SP éprouvée et hautement
performante (cinq canaux en simultané), ainsi qu'un AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter — pour séparateur de faisceaux
acousto-optiques) en option, le Leica TCS SP5 offre des images claires, sans bruit avec des photo-dommages minimes en
haute vitesse.

P Imagerie micrographique de zooplancton

Image d’un zooplancton trouvé dans la grotte de Sulzbrunn

Zooplancton : plancton animal, extrémement varié, comprenant des représentants d’a
peu pres tous les grands groupes d’animaux marins: Protistes, Coelenteres,
Cténophores, vers, mollusques, Crustacés, Echinodermes, Tuniciers, Poissons.

Sur cette photo on peut penser a un type de Cténophore.

Photo : (ISME Journal advance online publication 26 september 2017)

9 Sonication : Ultrasons Lyse pour Western Blot Le western blot est une méthode d’analyse pour la détection de protéines
spécifiques dans un échantillon d’homogénat de tissu ou d’un extrait cellulaire. Pour exécuter un transfert Western ou pour
mesurer I'activité enzymatique, de nombreux tests nécessitent un accés aux matériaux (par exemple les protéines, 'ADN, des
fragments subcellulaires) piégées dans la cellule. Le traitement par ultrasons est une méthode fiable et facile & manipuler pour
la rupture et la lyse cellulaire controlée.
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a été utilisée pour interrompre la matrice extracellulaire. L’ADN des pastilles cellulaires et des filtres
provenant de I’échantillonnage de I'eau ont été extraits en suivant les protocoles précédemment
publiés (Pilloni et al., 2012).

3.3 Analyse quantitative par CPR de I’ARNr 16s des genes bactériens
3.3.1 Analyse phylogénétique en CPR
(ISME Journal)

La PCR quantitative des génes de I’ARNr bactérien dans 'ADN extrait des échantillons de biofilm et
d’eau a été réalisée telle que publiée par Pilloni et al. (2011)

De plus, un criblage préliminaire de la diversité des génes marqueurs méthanotrophes dans les
biofilms a été effectué par empreinte digitale de polymorphisme de longueur de fragment de
restriction terminal comme décrit par la méthode.

Des amplicons'codés codant pour les génes de I’ARNr 16S, couvrant la région V1-3, ont été générés
et séquencés sur un séquenceur de génome FLX + (454 Sciences de la vie, Roche, Indianapolis, IN,
USA) comme décrit précédemment (Pilloni et al., 2014 ; Lueders, 2014)° mais analysées et classées d
I'aide de la plate-forme d’analyse de données SILVAngs (Pruesse al., 2012 ; Quast et al., 2013). Les
paramétres par défaut ont été utilisés pour le contréle de la qualité, la déduplication, le
regroupement des unités taxonomiques opérationnelles (OTU) et la classification a un niveau
d’identité de séquence de 97 %. Les assignations taxonomiques étaient basées sur la version de base
de données SILVA 123 (24 juillet 2014). L’ensemble de données de séquencage a ensuite été traité a
I'aide du progiciel phyloseq (McMurdie et Holmes, 2013) dans la version 3.1.2 de I'environnement
(R_Development CoreTeam, 2013). L’‘abondance moyenne des taxons les plus répandus (abondance
relative> 3 %) provenant d’échantillons répétés a été représentée sous forme de parcelles de Krona
(Ondov et al., 2011) Toutes les données de séquengage ont été déposées avec I'archive de lecture de
séquence EBI sous I’ID BioProject PRJEB14605.

3.4 Caractéristiques physico-chimiques
(ISME Journal)

L’eau de source minérale était saline, micro-oxique et ne contenait que de faibles quantités de
COD, d’éléments nutritifs, de phosphate et autres accepteurs d’électrons, tels que le nitrate ou le
sulfate. La concentration totale d’iode était d’environ 20 mg | * dans I'eau de source et diluée jusqu’a
environ 3 mg | * dans I'eau souterraine mélangée.

La température de I'eau de la grotte mixte se situait entre 8 et 11° C selon les points temporels
d’échantillonnage, tandis que la source minérale semblait constante a ~7°C Le pH de l'eau
souterraine mélangée était pratiquement neutre (pH ~7,5).

L’analyse des isotopes stables a I'eau (6 20 et & °H) a permis d’estimer les rapports de mélange
entre I'eau de source profonde et I'eau météorique récente dans la caverne, d’aprés les calculs de
mélange des membres terminaux.

A deux dates d’échantillonnage de I'eau, la contribution de I'eau d’infiltration météorique de la
surface a été estimée a 58 + 17 % ou 54 + 18 % de I'eau souterraine mélangée, respectivement.

L’eau de source minérale était saline, micro-oxique et ne contenait que de faibles quantités de
COD, d’éléments nutritifs, de phosphate et d’autres accepteurs d’électrons, tels que le nitrate ou le
sulfate. La concentration totale d’iode était d’environ 20 mg | * dans I'eau de source et diluée jusqu’a
environ 3 mg | ™ dans I'eau souterraine mélangée.

' Amplicon : fragment d’ADN amplifié par PCR (réaction en chaine par polymérase).
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Température, pH, dissolution de I'oxygéne et conductivité spécifique des échantillons d’eau »
(Hach, Diisseldorf Germany)

Résultats : (ISME Journal)

Abreéviations du tableau ci-dessous :

¢) Données de suivi LfU (n = 4)
d’octobre 2011 a avril 2012.

TU= unités de tritium définies comme
rapport de 1 atome d’hydrogene a 10
atomes de carbone. d) Cette étude (n = 3) et les
a) une mesure unique en données de surveillance LfU (n =
décembre 2012. 4).
b) Cette étude (n = 4) et les (Analyse de la publication)
données de surveillance de routine
de LfU (n=4).

DOC = carbone organique dissous ;
CE = conductivité électrique (en
microsiemens) ;

Bd = non décelable

Nd = non-analysé et non défini

Analyse physico-chimique des différentes origines d’eaux dans la grotte

Caractéristiques Mélange des eaux Eau de la source minérale Eau météorique
Physico-chimiques Médiane Min/Max Médiane Min/Max Médiane /“ICII:X
T°_°Cde I'eau 7,9 7,2 /11,7 7,2 S.R. 8,6° S.R.
Cond. (1S/cm) 2100 2020/2200 6200 5890/6900b 526° S.R.
pH 7,5 7,2/7,6 7,6 7,2/8,3° 83° S.R.
0,(mg /1) 4,3 2,3/5,5 3,2 2,3/3,4 8,5° S.R.
DOC (mg/l) 1,2 0,8/1,4 0,7 0,5/09°" 0,6° S.R.
NO, mg/I 1,9 0,8/3,4 Bd Bd/0,2 5,6 4/5,6
PO, mg/I Bd Bd Bd Bd /0,02 0,01 0,01
/0,02
SO, mg/l 2,1 1,1/3 Bd Bd/1,7 4,2 34/4,2
Fer (total) mg/I Nd 0,8 0.73 0,46/1 Nd Nd.
Na* mg/| 93,9 51,9/328,6 649,8 561,3/1131,1 5 5/18,8
K* mg/| 1,6 1,2/3 4,6 4,2/8,6 1 1/1,4
Mg mg/I 22,8 20,7 / 140,7 24,4 23,1/55,3 23 22,2/
23,3
ca’ mg/| 97,2 62,1/205,1 51,5 50,2 /111,9 82,2 76,9/
82,5
Cl' mg/l 154 77,5/ 606,6 1301,7 1237,9/2248,3 1,1 1,1/4;6
Br mg/I 1,3 0,7/1,6 19,2 16,1/29,4 0,01 0,01/
0,03
Isotopes de I’eau
o~ -10,5 -108/ - -8 -96/-7,7 -11 -11,8/ -
12,2 10
2yt -73,9 -74,7 /- -67,2 -69,1/-66,5 -75,4 -82,3/-
73,2 68
TU 7,1 4,8 83

« L’eau météorique est une eau de pH basique avec une teneur en calcium plus fort que
I’'eau de source, cela défini le passage de cette eau dans une zone karstique entre I’épigé et
I’endo-karst. La composition trés marquée dans I’eau de source comparativement a 'eau
météorique : en Na, Br, Cl, peut laisser penser a un origine marine lointaine. »*

® « Web. BioProject » est un portail central permettant de représenter le plus haut ordre organisation, description et
classification des données présentées sur plusieurs bases de données d’archivage « NCBI ». Il constitue un cadre souple
permettant de décrire la portée et les objectifs du projet, pour regrouper les sous-projets et les projets connexes et de
rassembler des dérivés des enregistrements de données qui seraient autrement dispersées. La base de données échantillon
fournit un espace dédié permettant de décrire les matiéres biologiques sous enquéte dans un projet et favorise I'utilisation de
descriptions des échantillons structurées et cohérentes. « Objets BioProject » et échantillon peuvent étre mutuellement liés
entre eux et aux données expérimentales correspondantes dans le quelconque des bases de données d’archivage. Ni la base
de données est limitée par la taxonomie et ce titre inclut des informations couvrant les procaryotes, les eucaryotes et les
échantillons environnementaux. Pour prendre en charge ces bases de données et les données principales archives a NCBI,
élabore actuellement un nouveau portail de présentation de NCBI pour guider et encourager les auteurs de la communication
pour fournir le projet riche et exemple de métadonnées ainsi que leurs données expérimentales.
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3.5 Nos observations sur les données présentées

Equilibre en équivalent des eaux, calculé sur les valeurs médianes

Les résultats ont été traités en milliéquivalent (méqv) afin de pouvoir analyser I'équilibre
stoechiométrique.

Equilibre ionique de I'eau :

Différence en milliéquivalent (méqv) pris sur les moyennes :

Méqv = (anions - cations) en méqv

Méqgv = (méqv NO, + méqv PO, + méqv SiO, + méqgv Cl + méqv Br) - (mégv Na+ méqv K + méqv Mg+
méqv Ca + méqv Fe)

Valeurs moyennes en milliéquivalent

Caractéristiques | Mélange des eaux | Eau de la source minérale | Eau météorique
NO, 0,034 0,003 0,1018
PO, 0 0 0,0003
SO, 0,0456 0,0004 0,0912
Fer (total) Nd 0,042 Nd
Na* 4,0844 28,2644 0,21748
K" 0,0409 0,1176 0,0255
Mg 1,8756 2,0072 1,8920
Ca"” 4,76 2,5245 4,0294
cr 4,3437 36,716 0,03102
Br 0,0162 0,2403 0,0001
L’équilibre (anions - cations) de I'eau de mélange =-5,986 méqv /I
L’équilibre (anions- cations) de I'eau de source minérale =-4,002 méqv/I
L’équilibre (anion — cations) de I'eau météorique =-5,9405 méqv /I

Considérons que le déséquilibre ionique peut étre d a la présence d’acide carbonique dans I'eau.
Nous obtenons les concentrations suivantes en acide carbonique (C0;”) dans les eaux de la grotte :

Teneurs estimées en CO*” dissous obtenue sur méqv exprimée mg/|

Mélange des eaux en CO;3~ =263,4 mg/l.

Eau de source minérale en CO;”~ =176,0 mg/|

Eau météorique en CO;5~ =261,4 mg/I

L'état des carbonates dans I'eau nous permet de définir I'état d’incrustation de I'eau et les dépots
calciques.

Dissociations ioniques
La dissociation ionique s’exprimée par le logarithme base 10 du rapport forme salifier(S) /forme libre
(L). Le pH définit le taux de carbonate libre et salifié par la formule :
pH — pK = => log ;) (S/L) log (S/L) log) * (forme : Salifié/Libre)
pKa' CO;H 6,4 ; pKa® C0;~ 10,25

Taux de la forme libre ou de la forme salifiée du dioxyde de carbone (CO; ) a 15°C

. C0; ou CO
Les eaux CO;H f(':'°) e Cz
Mélange des eaux (pH 7,5) 242,5 mg/| 20,9 mg/I
Eau de source minérale (pH 7,6) 164,9 mg/| 11,1 mg/I
Eau météorique (pH 8,3) 258,1 mg/I 3,3 mg/l
Le mécanisme de la dissolution du gaz carbonique se divise en deux phases :
La premieére constante de la dissociation
CO, CO, + H,0 H,CO0;
Atmosphére (eau ou eau mer) acide carbonique
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La deuxiéme constante de dissociation (variation)
HCO; + H* CO;™ +2H"
Les bicarbonates avec variation de pH les carbonates avec variation de pH (2H")

Formation des concrétions dans le karst :
(COgH)zca + choc (stalagmites) ou évaporation (stalactites) Hzo + coz + C03Cai (insolubilisation)
Bicarbonate de calcium soluble dans I’eau Eau + Gaz + Concrétions insolubles

La régulation du pH a cette valeur légérement alcaline en dépit de toutes les causes chimiques et
biologiques de variation, est essentiellement le fait d’'un enchainement de réactions de dissociation
réversibles réunissant les différentes formes minérales sous lesquelles le carbone est présent, selon
le schéma précédant.

Un tel systeme inclue plusieurs constantes de dissociation et plusieurs vitesses de réactions.

Dans les conditions habituelles, environ 90 % du carbone de I'eau de mer se trouve sous la forme de
bicarbonates HCO;", 9 % sous la forme de carbonates CO;~, 1 % sous la forme de CO, moléculaire
(Morel, 1989).

Dans la grotte, I'eau météorique est plus incrustante et apporte plus de calcaire pour les concrétions.
Cette caractéristique doit venir des terrains traversés par I'’eau dans épi-karst la grotte devant d’étre
calcaire. Le taux de calcium est plus fort dans cette eau et le pH plus fort dii a la neutralisation de
I'eau.

3.5.1 Tolérance en sel de I’eau
Dans les zones désertiques, |'utilisation des eaux fortement salées présente des difficultés en raison
du go(t et de l'action laxative des sels associés. Toutefois les eaux contenant 3 a 5g/l de
minéralisation (1 g/l de Na) paraissent physiologiquement tolérables, que le sujet soit acclimaté ou
non.
Du point de vue agricole, le sodium est un élément des bases alcalines et alcalino-terreuses jouant un
role dans le maintien de la perméabilité des sols pour l'irrigation. On utilise assez souvent un
coefficient correspondant au pourcentage de sodium, celui-ci est donné par la formule suivante :
Coefficient de salinité (ou coefficient neuro musculaire) :
(Na + K) * 100
% Na' =

(Ca+ Mg) + (Na+K)

Ce coefficient doit étre inférieur a 60 % pour que I’eau soit considérée comme eau a usage agricole :
Dans les eaux de la grotte :

L’eau minérale : 89,5 Na % (eau non-utilisable pour la culture et irrigation)
L’eau météorique : 7,5 Na %
L’eau de mélange : 44,3  Na % (limite a I'utilisation ou la consommation eau saumatre)

L’eau source minérale de la grotte n’est pas bonne pour I'utilisation agricole, seule I'’eau de mélange
peut éventuellement étre utilisée.

3.5.2 Proportion du mélange des eaux dans la grotte

Calcul fait sur le coefficient de salinité :

Nous pouvons nous baser sur ces rapports pour établir la constitution de I'eau de mélange :
L’eau minérale : 44,8 %

L’eau météorique : 55,2 %

'Na pourcentage : Dans I'eau de mer la salinité globale tourne autour de 35 %, (pour mille) c’est-a-dire 35 g de sel par kg
d’eau de mer. La densité de I'eau est alors de 1,026 a la température de 15 °C.

Cette salinité est variable selon les mers : 40 %, pour la Mer Rouge en raison d’une forte évaporation autour; 38 %, en
Méditerranée ; 35,5 % Atlantique Nord ; 10 %0 en certains point de la Mer Baltique en raison d’apports d’eau douce de cette
mer tres fermée (et moins a proximité des estuaires du monde entier, ot il y a passage d’eau douce dans la mer).
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3.5.3 Concentration estimée en chlorure de sodium

En prenant I'’eau de mer a 3,5 % de NaCl la différence entre le nombre d’équivalent de chlore et le
nombre d’équivalent de sodium nous donne une estimation de la présence de chlorure de sodium (le
chlore est un acide fort) dans I'eau, valeur en méqv :

e L’eau source minérale : 28,2644 (Na*) - 36,716 (ClI') = - 8,4516 ; soit 8,4516 d’excés de chlore
en méqv. Soit 23 % de (CI') sur les chlores totaux n’étant pas neutralisé pas I'ion sodium. Le
taux de chlorure en NaCl réel en chlore dans I'eau est estimé a 1002 mg/I de Cl, correspondant
a 4,7 % d’eau de mer dans I'eau de source minérale.

e |’eau météorique : 0,21748 (Na’) - 0,03102 (CI') = 0,18646 méqv (Na*) soit 100 % du chlore
neutralisé le sodium en chlore en NaCl et 85% du sodium n’étant pas neutralisé par le chlore
mais par d’autres anions (sulfate, carbonate, et autres).

L’équivalent en eau de mer sera 0,005 % (soit une absence d’eau de mer).

e L’eau de mélange : 4,0844 (Na*) - 4,3437 (ClI') = - 0,27 méqv (Na*) soit 0,27 méqv (Cl') soit un
exces de chlorure. Il y a 6,2 % de chlorures n’étant pas du NaCl. La teneur réelle en chlorure de
sodium en chlore de 144 mg/I Cl, soit une équivalence en eau de mer de 0,7 % dans I'eau de
mélange.

3.5.4 Analyse des résultats physico-chimiques

e L’eau météorique : ayant un pH de 8,2, a un excés de sodium non neutralisé pouvant étre en
partie sous forme de base, de bicarbonate, de carbonate.

e L’eau source minérale: ayant un pH de 7,6, a un excés de chlore non NaCl de 20 %,
comparativement a une eau de mer standard ayant un excés de chlore non NaCl de 11,5 % et
un rapport en équivalent Na/Cl de 88,5 %.

L’eau minérale correspondrait a une eau saumatre, contenant 4,7 % d’eau de mer. L’eau de mélange
serait d’apres les analyses a 0,75 % d’eau de mer (Il y a eu slrement un rééquilibrage ionique dans
les chlorures, du au pH élevé de I'eau météorique).

Le taux d’iode de I'eau minérale de 20 mg/| est trés élevé, comparativement a I'eau de mer étant de
0,05 mg/| soit 400 fois plus élevé que I’eau de mer.

L'iode vient de la décomposition de la flore marine (algues) a I'origine du recouvrement par les
molasses (il y a 15 millions d’années).

Il faudrait établir les flux hydriques de la grotte, afin de définir les pertes en sel et en iode depuis le
recouvrement par les molasses.

3.5.5 Analyse de I'atmosphére de la grotte
(ISME Journal)

Le gaz naturel s’échappant directement des fissures de la roche dans la cavité a été capturé et
caractérisé par spectrométrie de masse a rapport isotopique GC (chromatographie phase gaz).

Les signatures isotopiques I'identifient comme du méthane thermogénique, indiqué par ses valeurs
S5 BCet 5 °H est respectivement de -43,6 + 0,2 %o et de -164,9 + 2,2 %o. Des concentrations élevées de
méthane allant jusqu’a 50 % ont été mesurées dans le gaz émergeant.

Les concentrations moyennes de méthane dans I'’eau mélangé de la grotte était 6 000 ppm et dans
I'atmosphére de la grotte était de 3 000 ppm. La signature isotopique du carbone dans I'atmosphére
souterraine non perturbée était de -36,8 + 0,1 %0 6 3¢,

Les concentrations moyennes de dioxyde de carbone (CO,) de 8 000 ppm dans I'air de la grotte
étaient également nettement plus élevées que les concentrations ambiantes.

Le & °C du €O, dans le gaz de fuite était de -33,2 + 0,1 %o et dans I'atmosphére de la grotte était
de et de -25,2 + 0,1 %o.

Les concentrations d’oxygéne dissous dans I'eau de source était de 3,2 % et dans les eaux de
mélange souterraines était de 4,3 % en moyenne.

L’échantillonnage de I'atmosphere de la grotte non-perturbée prélevé par des tubes a gaz a révélé
des conditions micro-oxiques stationnaires de (O, : 15,1 +4 %, n = 5).
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Rapports  isotopiques  mesurés  pour  des
g i compartiments distincts de biofilm, ils sont stables
‘gf < Subaariat pour le carbone et de I'azote
ﬁp - Signatures isotopiques stables du méthane et du
§ : & dioxyde de carbone dans les bulles de gaz s’échappant
g:: . de la nappe du fond de la cavité.
X Dans le graphique I'atmosphére de la grotte est

indiquée en gris.

Le domaine de variations des mesures est indiqué
par la longueur de la boite (snottites et biofilms
« subaerial »), représentant les quartiles et le réticule
dans l'intervalle (min, max.) des mesures d’isotopes
pour les snottites.
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3.6 Composition des biofilms
(ISME Journal)

Le pH des échantillons de biofilm était similaire a celui de 'eau (pH~7,5). L’analyse élémentaire des
biofilms lyophilisés a permis de retrouver une signature isotopique du carbone léger (-44,4 %o),
correspondant directement au méthane infiltrant, en particulier dans les biofilms submergés.

Les snottites et les biofilms subaériens présentent une signature 5C* significativement plus élevé (-
30,7 + 1,1 %o) que celle observée dans I'atmosphére de la grotte, pouvant signifier une séquestration
de ces isotopes dans ces formations.

Un modéle similaire de signatures isotopiques, quoique moins prononcé, a également été récupéré
pour les isotopes stables de I'azote. Le nitrate était la forme azotée la plus répandue dans I'eau,
tandis que 'ammonium et le nitrite étaient inférieurs aux limites de détection. La teneur totale en
azote est plus faible dans les biofilms du plafond. Cependant, les signatures azotées distinctes dans
I’eau et les biofilms n’ont pas été analysées indépendamment.

3.6.1 Forme sous laquelle se trouvent les biofilms
e Soit immergée par I'eau, ils seront dits « anoxique »
e Soit non-immergée par I'eau, ils seront dits « oxique »

Tableau résultat : ICP MS/OES

Echantillons Ca (OES) mg/I Fe (OES) mg/I K (OES) mg/I Mn (OES) mg/l | Cu (MS) mg/I
Biofilms anoxic 393,001 2628 6 27,800,1 32,54 0,06 210,500,4
Biofilms oxic 433,63 0,03 28075 39,730,01 34,79 0,07 214,00 2

Delta (anoxi-oxic) - 40,63 -179 -11,93 -2,25 ™ -35™
" -1,99 méqv -9,12 méqv - 0,30 méqv -0,12 méqv -0,11 méqv
Delta en mqu (Ca++) (Fe3+) (K+) (Mn3+) (Cu++)
Echantillons P (OES) mg/I S (OES) mg/I Na (OES) mg/I Ni (MS) mg /I V (MS) mg/I
Biofilms anoxic 8,80,2 29499 251,800,3 5277 66,5 0,8
Biofilms oxic 9,30,2 31259 157,59 0,009 5785 61,000,5
Delta fanoxic-oxic) | ¢ s -176 +94,21 -51,00 +1,50
en mg/l
p -0,08 méqv -32,2 méqv +4,1 méqv -2,6 méqv + 0,08 méqv
Delta en méqv P*) (s (Na") (Ni*) v

3.6.2

(Notre interprétation)
Dans ce tableau, il existe une différence entre les biofilms « oxic » (oxiques) et « anoxic » (anoxiques).
Cette différence semble étre due a la dilution de certains composants dans la partie immergée des

biofilms.

Interprétation de I’analyse des biofilms
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Diminution des ions dans le biofilm anoxique comparativement a I'ensemble des biofilms en % due
sGrement a I'équilibre ionique osmotique entre I'eau saumatre et le biofilm :

Camg/I Fe K S Ni P Mn Cu
9,83 % 6,58 % 3,53% 5,79 % 9,2% 5,52 6,6 1,64

La diminution dans le biofilm immergé est en moyenne pour ces ions de : 6.08 % + 2.39

Pour le sodium, il semble y avoir un phénomeéne d’osmose, répondant a la loi de Fick, augmentant sa
teneur interne du biofilm immergé de 59,8 % de Na, comparativement au biofilm submergé. Cette
augmentation est sGrement due a I'équilibre osmotique entre I’eau saumatre riche en sodium et le
biofilm faible en sodium.

La membrane du biofilm peut jouer un réle de membrane osmotique, entre I'eau externe et I'eau
interne du biofilm répondant a un équilibre et jouant un role dans la concentration des ions.

3.6.3 Equilibre en équivalant de sodium dans I’'eau saumatre et le biofilm immergé

¢ Sodium biofilm méqv / sodium de I'eau saumatre en méqv =0,38

¢ Sodium biofilm méqv / sodium de 'eau de mélange en méqv = 2,68
Pour que I'on puisse faire un calcul de I'’équilibre osmotique entre la source saumatre et le biofilm, il
faudrait avoir fait les mémes analyses dans le biofilm et dans I’eau de la source saumatre (n’étant pas
le cas), afin de définir les forces osmotiques étant de part et d’autre du biofilm.
De plus il ne nous est pas spécifié si le biofilm était dans I’eau saumatre ?
Mais nous voyons que I’hypothése d’un équilibre osmotique entre biofilm et eau est possible. Ceci
pouvant expliquer que la différence analytique ionique entre les biofilms immergés et les biofilms
submergés soit possible.

Rapport ionique en méqv a souligner

Echantillon ca* />  re®/Mn*®  cu®?/s* Fe*/cu® Na /K Fe/s*
Biofilms anoxic 13,80 79,78 0,012 21,31 15,37 0,25
Biofilms oxic 14,42 79,32 0,0115 22,39 6,75 0,25
Delta des
rapports -0,6 -0,46 - 0,0005 -1,08 + 8,62 0
(anoxi-oxic)

La différence entre rapport (biofilm anoxic - biofilm oxic) :
¢ Dans I'ensemble seul le rapport (Na/K) a eu une différence forte entre (biofilm anoxic - biofilm
oxic). Montrant qu’il y a bien un phénomene osmotique entre I'eau et le biofilm.
e Pour les autres rapports la différence a été tres faible
e Le rapport Ca/P et le pH définissent la solubilité du phosphore et du Calcium, donc leurs
disponibilités plus le rapport est faible plus la disponibilité en Ca et P est grande.
Le Fer, Cu et le Soufre entrent dans le transfert d’électrons pour la respiration anaérobie.
Nous voyons que le soufre, le fer, le cuivre sont relativement abondants dans les biofilms. Mais leur
équilibre reste identique, aussi bien dans le biofilm immergé que le biofilm submergé, malgré la
dilution.

3.6.4 Composition élémentaire des biofilms
(ISME Journal)

Le pH du biofilm est identique au pH de I'’eau c’est-a-dire 7,5.

Les éléments de carbone analysé dans les biofilms ont une signature isotopique de C* de 44,4 pour
mille, correspondant a la valeur observée dans le méthane.

Snottites et biofilms submergés possédent une signification en C de 30,7 + 1,1 pour mille étant
entre les signatures de CH, et de CO, de I’'atmosphere de la grotte.

Les analyses effectuées de I'eau des biofilms ont donné une valeur en ion ammonium et en nitrites
inférieures aux limites de détection.

Les éléments fer et sulfure sont comparativement plus abondants dans les biofilms
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Une teneur totale en carbone totale de ~ 372 mg g DW -1 en moyenne a été mesurée pour les
snottites.

Les concentrations d’azote et de phosphore étaient faibles, en particulier pour les snottites au
plafond, donnant une composition élémentaire de :

Composition des snottites
Résultats :(ISME Journal)

Composants Rapports
37%C, C/N 61 rapport élevé,
0,6 % N, C/P 4727 rapport élevé
0,01% P N/P 82 ratios

3.6.5 Notre interprétation sur la constitution du biofilm

Dans la constitution des snottites, il faut considérer la biomasse répondant aux lois de I’équilibre vital
microbien et la partie enveloppe étant une partie carbonée (glycoconjugués)” étant inerte et ne
rentrant pas dans I'équilibre vital.

Cette partie va engendrer un déséquilibre de I'ensemble carboné comparativement a I’équilibre vital.
Le rapport C/N de 61 est trés important pour une matiére vivante, devant étre comprise entre 6 et
10 dans une biomasse normale, signifiant que le taux de carbone est plus important que la matiére
vivante, ceci peut provenir des structures de I'enveloppe des snottites, étant une structure carbonée
(glycoconjugués).

Voulant dire que la part de constituant chimique de la biomasse est relativement faible
comparativement a la masse de de constituant de I'enveloppe des snottites.

Si nous prenons un rapport C/N de 6 pour la biomasse active du snottite nous avons dans ce cas un
taux de la biomasse de 10% du carbone pour la biomasse et dans ce cas les parois des snottites
représente aurait 27% du carbone analysé.

Cette valeur forte rejoint le rapport C/N par le fait que la structure de I'enveloppe du snottite est un
polymeére organique non-phosphoré.

La teneur en phosphore présentée dans le rapport est une teneur globale du snottite et non la teneur
de la biomasse, il est donc difficile d’estimer le rapport N/P pour la biomasse, car il peut y avoir une
partie de l'azote fixé dans I'enveloppe du snottite, dans ce cas, fausserait la valeur en carbone
biomasse.

Le rapport observé N/P de 82, au lieu de 7 pour une biomasse, est un rapport relativement élevé,
pouvant nous faire penser a un déficit en phosphore.

Si on admet une biomasse marine normale avec un rapport N/P de 7 (donné par Redfied)".

Dans le cas ou il n’y a pas de déficit en phosphore, I'azote de la biomasse du snottite serait de 0,07 %
au lieu de 0,6 % en ramenant le rapport de C/N & 528,5 au lieu de 617,

Dans ce cas on aurait dans les snottites :

Carbone provenant de la biomasse =0,416 %
Carbone provenant de la paroi glycoconjugué =36,58 %
Azote provenant de la biomasse =0,07%
Azote provenant de la paroi glycoconjugué =0,53%

Dans ce cas la paroi glycoconjugué aurait un rapport C/N de 69,01.

u Des oligosaccharides se lient a des protéines ou a des lipides pour former des glycoconjugués.

Le terme glycoconjugué définit des produits d'association covalente de glucides, qui prennent alors le nom de glycanes ou
glycannes (les deux orthographes sont permises), soit avec une protéine, soit avec un lipide. On parle alors de glycoprotéine,
ou de glycolipide. Dans la majorité des cas, les glycanes sont des oligosaccharides liés aux protéines ou aux lipides par leur
extrémité réductrice.

Les protéoglycanes se distinguent des autres glycoconjugués par le fait que leurs glycanes ne sont pas des oligosaccharides,
mais des polysaccharides pouvant atteindre une centaine de résidus.

¥ Ratio de Redfield stoechiométrique : rapport atomique du carbone, azote et phosphore, trouvé dans le phytoplancton dans
les profondeurs des océans. Ce rapport empirique de la description stoechiométrique développé a été reconnu comme une
constante C /N/ P égale a la proportion 106 /16 /1. Cette proportion est nommée par I’Américan Océanographe Alfred C.
Redfield ayant décrit ce ratio dans I'article écrit en 1934.

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 35



Un déficit en phosphore, ayant une pérennité aussi longue dans une structure vivante est difficile a
admettre. C'est pour cela que ce dernier calcul semble plus probable.
Redfield donne pour une biomasse marine séchée la valeur de 35,8 % de carbone.

« Dans ce cas, la part de biomasse séchée des snottites serait exprimée a 1,2 % du poids
sec du snottite et son enveloppe a 98.8 % du poids sec. Au lieu de 26 % de biomasse obtenu
avec les 10 % du premier calcul sur la valeur C/N. Dans le cas d’un déficit en phosphore, la
seule possibilité de survie de la flore des snottites est un recyclage permanant de la
biomasse morte, car il ne semble pas y avoir un apport suffisant de phosphore par les eaux
de la grotte pour entretenir la biocaenose de I’ensemble ».

La vitesse de recyclage et de minéralisation de I'ensemble microbien a, dans ce cas une importance
primordiale pour la pérennité de la flore et demande un bon équilibre de cette bioccenose.

Toute fois la présence bactérienne de l'ordre des Caulobacterales peut étre une hypothese
explicative de cette pérennité avec un tel déficit. Le Caulobacterales est une bactérie fixant le
phosphore sous forme de tiges minérales pouvant servir de réserve en phosphore pour I'ensemble
de la flore microbienne.

3.6.6 Etude élémentaire sur les snottites et les biofilms
(ISME Journal)

Les nutriments, plus le fer et le soufre, étaient comparativement plus abondants dans les biofilms
submergés tout en restant dans des proportions stcechiométriques équilibrés quelque-soit le biofilm
(voir rapport Fe/S).

En revanche, les concentrations totales d’iode dans les biofilms étaient les plus élevées au plafond,
mais variaient considérablement dans I'ensemble des sites d’échantillonnage et étaient en moyenne
de 482,1 + 197,6 ug g DW -1.

3.7 Potentiels d’oxydation de méthane in-vitro du biofilm
(ISME Journal)

Les taux potentiels d’oxydation du méthane ont été quantifiés pour les biofilms des trois

compartiments afin d’étayer notre hypothése selon laquelle le méthane est un facteur important de la
formation de biofilm.
En laboratoire des échantillons de biofilms frais dispersés dans un milieu composé de sels minéraux
nitrés ont été mis en contact avec 16 000 ppm de CH, dans un récipient fermé, afin de mesurer le taux
d’oxydation di a la présence de nitrite et nitrate, I'augmentation des taux d’oxydation ont été
enregistrés par chromatographie phase gaz.

Pour tous les échantillons de biofilm, les taux d’oxydation du méthane substantiels ont été
enregistrés dans des conditions de laboratoire. lls étaient 3 ~umol g biofilm FW —1jour—1 pour les
biofilms subaériennes et snottites et presque un ordre de grandeur plus élevé (~ 26umol g biofilm
FW —1jour—1) pour les biofilms « submersed ».

Cette différence nous montre que dans les biofilms « submergés » I'activité méthylotrophe et
méthanotrophe est plus importante due a la vivacité microbienne entretenue par son Aw du milieu.

La différence d’oxydation du méthane, alors que ce biofilm est dans une condition « anoxique »
peut étre expliqué par la diversification microbienne dans les biofilms « submersed ».

3.7.1 Visualisation des structures du biofilm
(ISME Journal)

Les premiers apercus structuraux dans les matrices de biofilm ont été générés par microscopie
confocale laser en combinaison avec la coloration de lectines de glycoconjugués.

Les données d’image ont révélé des structures de type capsule inhabituellement grandes, semblant
intégrer un petit nombre de cellules étant partiellement connectées (image a).
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Souvent, ces glycoconjugués formaient des brins multicouches plus grands avec des vides (zones
non colorées par la lectine) entre les deux ( b).

Les structures de glycoconjugués sont apparues uniformément distribuées avec des cellules
bactériennes uniques incorporées dans certaines images (mage a et b), alors que seulement une
partie des cellules formait des glycoconjugués spécifiques d’AAL dans d’autres (image c). Des
caractéristiques globulaires multicouches avec des groupes de structures semblables a des capsules,
ainsi que des globules avec des niveaux d’organisation plus élevés, ont également été observés
(image d).

-

Visualisation des structures de biofilm dans
snottites par microscopie laser en combinaison avec
la coloration de la lectine.

(a) formes globulaires glycoconjugués avec
signaux (verts) environnants individuelle des cellules
bactériennes (rouge)).

(b) brins des formes glycoconjugués avec signaux
(rouge)...

SBE X 664 - rescarchgate . net

(ISME Journal)

Le criblage par PCR de génes marqueurs fonctionnels indicatifs de méthanotrophes ou de
méthylotrophes a été réalisé comme premier test qualitatif de la présence de tels microbes dans le
systéme. Tous les échantillons d’eau et de biofilm testés étaient positifs a la PCR (données non
présentées) pour les génes codant pour le méthanol déshydrogénase (mxaF) et la méthane mono-
oxygénase particulaire (pbmoA), mais pas pour la méthane mono-oxygénase soluble.
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CHAPITRE 4 / ANALYSE BACTERIOLOGIQUE

4.1 Comptage cellulaire

Résultats : (ISME Journal)

Les abondances microbiennes déterminées par cyrtométrie de flux étaient d’environ 3,1 x 10°
cellules mI™* dans I'eau de source minérale et beaucoup plus élevées d’environ 1,6 x 10° dans 'eau
souterraine mélangée.

Résultats des analyses de comptage cellulaire dans les eaux

(ISME Journal)
Caractéristiques . Eau de la source s s
Mélange des eaux ., Eau météorique
Des comptages minérale
cellulaires Médiane Min/Max Médiane Min/Max Médiane | Min/ Max
Nombres de cellules . 46 3,1%10°/ a3 2,7%10°/ £ 3 6,6*10°/
par ml 16710 1,9*10° 31710 1,9%10° 6,710 2,4 10°
pH 7,5 7,2/7,6 7,6 7,2/8,3 8,3 S.R.

Le nombre de cellules comptées semble augmenter avec le pH. La moyenne du nombre de cellules
semble liée au pH mais les variations observées rendent ces observations non-significatives.
Numération des cellules par comptage électronique

(ISME Journal)

La numération des cellules d’eau des grottes mixtes était en grande partie compatible avec la
quantification du gene de I'ARNr 16S, mais les comptes de PCR quantitatifs pour I'eau de source
étaient plus élevés que les numérations cellulaires. La quantification des génes a révélé une
abondance élevée de ~ 3,6 x 10° génes de I’ARNr 16S bactérien g biofilm FW -1 pour les biofilms
submergeés.

Donc les biofilms ont une activité bactérienne supérieure a I'eau de la grotte. C’est donc dans les
biofilms que I'on a I’activité microbienne maximale.

4.2 Composition de la communauté bactérienne dans I’eau et des biofilms
(ISME Journal)

Des banques de séquencage d’amplicon” répliquées ont été générées pour les trois échantillons de
compartiment de biofilm et d’eau. Le traitement des données a abouti a 482 UTO dffiliées a la
bactérie. Parmi ceux-ci, 363 UTO ont été trouvés dans des échantillons de biofilm et 297 UTO dans
I’eau, avec un chevauchement de 178 UTO.
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Analyse microbiologique de I’eau et des biofilms (analyse par CPR)

BIOFILM SAMPLES WATER SAMPLES
SNOTTITES SUBAERIAL  SUBMERSED MINERAL SPRING MIXED CAVE WATER
w2

w4}

o3 [ (no3y

 Bactercidetes

1.3 %
[+ 0.2]

Pianctomycetales

H Pranctomyesiocess <1% <1%
Pg‘asphema‘cs
PEISPRAECOne P

‘ Gammaprotecbacteria

_ M 3
!
|_u
Lo
B Peeugomonacaies by
%cmmonadam £
¥ Xaathomonacales

@ Deltaprotecbacteria

¢ | No affiliation

0%  25% 50% 100%

Tableau publié dans ISME Journal

L’empreinte digitale du polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminale du pool
de génes pmoA a révélé une diversité considérable de T-RF de pmoA* dans tous les biofilms. Au total,
13 des 30 fragments pmoA détectés se chevauchaient entre les échantillons, tandis que 14
apparaissaient uniques pour I’eau souterraine mélangée (non représentée).

Outre les Proteobacteria (en particulier les Alphaproteobacteria, les Betaproteobacteria et les
Gammaproteobacteria), les Planctomycetes, les Bacteroidetes et les Verrucomicrobia ont également
apporté une contribution substantielle aux communautés. Un total de huit phylums étaient présents a
une abondance > 1 % dans au moins un des échantillons.

X T-RF de pmoA : structure de la diversité et de la communauté d’aérobie bactéries oxydant le méthane dans les sédiments
littoraux du lac de Constance a été étudiée par clonage analyse et terminale restriction fragment longueur le polymorphisme T-
empreintes de 'pmoA géne. L'analyse phylogénétique a révélé une grande diversité de type | et type || méthanotrophes dans
le centimetre sommital oxygéné du sédiment.

Profils T-RFLP a indiqué une grande similarité entre la communauté méthanotrophe active dans la couche oxique et la
communauté inactive dans une couche de sédiments anoxiques a une profondeur de 10 cm. Il n'y a également aucun
changement majeur dans la structure de la communauté entre les carottes de sédiments littoraux échantillonnés en été comme
en hiver.
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Les Betaproteobacteria étaient particuliérement abondantes (59 %) directement dans I'eau de
source, détectables a une abondance notable dans les eaux souterraines mixtes et les biofilms
submergés (respectivement 44 % et 25 %), mais presque absentes des biofilms subaériens et des
snottites. En revanche, les membres des Alphaproteobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes et
Verrucomicrobia étaient généralement plus abondants dans les biofilms subaériens que dans les
échantillons submergés

Toutes les classes phyla (Planctobateria) ou protéobactériennes (Proteobacteria)abondantes
(abondance relative >3%) sont représentées sous la forme de parcelles composites de Krona
« graphique circulaire » (Ondoy et al, 2011)) résolues jusqu’au niveau de la famille. Les taxons
sélectionnés mentionnés dans le texte sont montrés au niveau du genre. Le diametre des cercles de
couronnes est proportionnel a I'abondance moyenne des phylums ou des classes. Les variations
d’abondance des taxons entre les échantillons répétés, soit données en tant que pourcentage, soit
I’écart par rapport a la moyenne (si n = 2), sont représentées par des barres diagonales.

Une analyse taxonomique approfondie dans les biofilms a révélé de nombreuses populations
méthylotrophes et méthanotrophes connues (Knief, 2015) Les Alphaproteobacteria méthylotrophes
potentielles étaient apparentes comme les Beijerinckiaceae, Hyphomicrobiaceae, Rhodobacteraceae,
Erythrobacteraceae et Sphingomonadaceae, détectées en particulier dans les biofilms subaériens.

Plusieurs méthanotrophes facultatives au sein des Alphaproteobacteria, telles que Methylocella,
Methylorosula et Methylobacterium spp’, ont également été identifiés mais seulement & faible
abondance (tous<1 %).
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Snottites Subaerial Submersed Mineral Mixed cave
spring water

Chez les Betaproteobacteria, les membres des Methylophilaceae (dont beaucoup sont
méthylotrophes) étaient abondants dans les biofilms submergés (14 %), mais aussi dans les
échantillons d’eau minérale de source (4 %) et d’eau souterraine mélangée (8 %). Les taxons
dominants de ce groupe étaient associés a Methylotenera spp Plus particulierement, une dominance

Y spp : comme en botanique ou en mycologie :
® Le rang de sous-espéce est admis et noté subsp. (subspecies) suivi du nom latin en italiques (ou souligné).

e |’appartenance d’'une souche isolée a un genre, sans précision de I'espéce, est notée du nom du genre suivi de sp.
(species) tant que l'isolat n’est pas identifié a une espéce.

e Pour désigner toutes les espéces d’'un genre, on fait suivre le nom du genre de spp.
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d’Hydrogenophilaceae (27 %) et de Gallionellaceae (14 %) a été observée dans I'eau de source, alors
qu’elle était presque absente de tous les autres échantillons. Les Rhodocyclaceae ont également
contribué a la communauté bactérienne de 'eau de source, de I’eau souterraine mixte et des biofilms
submergeés.

Les Methylococcales (Gammaproteobacteria) représentaient les groupes les plus connus de
méthanotrophiques (Kneif, 2015) dans tous les échantillons.

Au total, 15 lignées divergentes ont été trouvées, les Crenothrichaceae et les Methylococcaceae
étant les plus abondantes.

Les taxons dominants dans I'eau de mélange dans la grotte étaient associés au Methylovulum
spp. (28 %). Crenothrix et Methylobacter spp étaient abondants dans les biofilms submergés (13 % et
10 %, respectivement) mais apparemment remplacés par Methylomicrobium spp dans les biofilms
subaériens (4 %). Les membres des Pseudomonadaceae étaient également abondants dans les
snottites et les biofilms subaériens (8 % et 6%, respectivement) De facon inattendue, les
communautés aériennes sont apparues plus diversifiées et moins clairement dominées par des taxons
méthanotrophiques ou méthylotrophes connus que les biofilms submergés et les eaux souterraines
mixtes.

Les Planctomycetes dans les biofilms aériens étaient principalement associés a la lignée Pird et a
Planctomyces spp. (Planctomycetaceae), ainsi que les Phycisphaeraceae. Le phylum candidat NC10
récemment découvert, y compris les méthanotrophes Methylomirabilis spp. (Ettwig et al., 2010), a
été détecté uniquement dans des biofilms submergés. Les Bacteroidetes, principalement présents
dans les biofilms subaériens et les snottites, comprenaient une population notable d’Arenibacter spp.

Résumant I'abondance des taxons méthanotrophiques et méthylotrophiques les plus connus, les
biofilms subaériens et les snottites contenaient significativement moins de lignées respectives que les
biofilms submergés et I’eau souterraine mixte (t =3,9,;y =2,7 ; P <0,05).

En plus des antioxydants connus C,, d’autres taxons de connotation fonctionnelle ont également
été détectés, tels que Sulfuritalea (Betaproteobacteria), Sulfurimonas (Epsilonproteobacteria) et
Sulfuricella spp (Betaproteobacteria) dans I'eau de source minérale, tous sont bien connus pour étre
capables d’oxydation du soufre. En outre, plusieurs taxons putatifs oxydant le fer tels que
Siderooxydans, Ferriphaselus et Gallionella spp. (Gallionellaceae), ainsi que des proches parents de
Ferribacterium spp. (Rhodocyclaceae), ont été trouvés avec une distribution distincte entre les
prélevements et 'eau de mélange de la grotte.

Quantité de méthylotrophe dans les différents éléments de la cavité en pourcentage

) Biofilms Biofilms Eau de source .
Snottites . . . Eau de mélange
« subaerial » « submersed » minérale
10 +5,2 12,6 + 10,5 46,3 +14,2 8,4 +36,8 47,4 + 36,8

Nos observations :
Les valeurs des coefficients de variation des méthylotrophes, en prenant I'intervalle de confiance
comme variation en % on obtient :

. Biofilms Biofilms Eau de source ,
Snottites . . Eau de mélange
« subaerial » « submersed » minérale
52 % 83,3% 30,6 % 438 % 77,6 %

Dans les biofilms « submersed » la variation reste proche des snottites ;

Dans les biofilms « subaerial » les variations en méthylotrophes sont proches des valeurs de I'eau de
mélange, mais plus fortes que dans les biofilms « submersed », les snottites. Dans I'eau de source
cette variation est tres forte en fonction des prélévements, ceci peut provenir de la faible présence
de méthylotrophes dans cette eau.
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4.3 Discussion de la partie analytique
(ISME Journal)

L’eau de source minérale était saline, micro-oxique et ne contenait que de faibles quantités de
COD, d’éléments nutritifs, de phosphates et autres accepteurs d’électrons, tels que le nitrate ou le
sulfate. La concentration totale d’iode était d’environ 20 mg | * dans I'eau de source et diluée jusqu’a
environ 3 mg | ! dans I'eau souterraine mélangée. La température de I'eau de la grotte mixte se
situait entre 8 et 11 °C selon les points d’échantillonnage, tandis que la source minérale semblait
constante a ~ 7 °C. Le pH de I’eau souterraine mélangée était pratiquement neutre (pH ~ 7,5).

L’analyse des isotopes stables a I'eau (6™ O et & H) a permis d’estimer les rapports de mélange
entre I'eau de source profonde et I'eau météorique récente dans la caverne, d’aprés les calculs de
mélange il a été défini :

Suivant deux dates d’échantillonnage de I'eau, la contribution de I'’eau d’infiltration météorique de
la surface a été estimée a 58 + 17 % ou 54 + 18 % pour les dates respectives, comparativement a I'eau
souterraine de mélange.

La signature 87C identifie le méthane thermogénique comme le principal moteur de la formation
de biofilms. En particulier pour les biofilms submergés présentant des taux d’oxydation du méthane
les plus élevés et une abondance de méthanotrophes comparativement aux méthylotrophes.

Les taux de consommation de CH, atteignaient 25 umol par biofilm/ jour étant quatre fois plus
élevé que les taux récemment rapportés pour la colonne d’eau au-dessus des suintements de
méthane dans le lac de Constance (Bornemenn et al., 2016) et un niveau élevé similaire a celui
observé pour d’autres sites géothermiques de dégagement de méthane (Gagliano et al., 2016 ;
Lennon et al., 2007).

En extrapolant cela pour les estimations de masse de biofilm dans la grotte, un renouvellement
potentiel du méthane de ~ 1,6 mol jour- * (~ 35,8 | CH, jour ) peut étre estimé pour les biofilms
submergeés.

Dans cette étude, les taux d’oxydation du méthane n’ont malheureusement pas été déterminés
pour l'eau souterraine mélangée. La forte abondance de méthanotrophes dans I'eau et les
concentrations d’oxygéne réduites par rapport aux eaux d’infiltration de surface suggérent qu’au
moins une partie de I'oxydation du méthane aurait pu également étre attribuée au plan d’eau lui-
méme. Cependant, les populations bactériennes beaucoup plus faibles dans I'eau de mélange avec un
débit régulier, impliquent donc une purge des populations lotiques® pouvant encore conduire d ce que
les biofilms soient les plus pertinents pour le renouvellement total du méthane. Contrairement aux
biofilms immergés, la signature §2C des biofilms « subaerial » et des snottites montre, qu’ils sont
moins concernés dans I'utilisation du méthane thermogénique.

Cependant, les signatures isotopiques de CH, et CO, dans I'atmosphére de cette grotte étaient
toutes deux plus marquées ayant suggéré dans I'atmosphére de la grotte un fort fractionnement des
isotopes stables (Preuss et al. 2013).

Les biofilms aériens avec une signature d’environ — 31% de §"C entre les deux extrémités gazeuses
de I'atmosphére de la caverne indique une importance méthanotrophique égale a la fixation du CO,
autotrophique ou hétérotrophique pour I'accumulation du carbone dans les biofilms comme en
déduisent Sarby et al., 1996 ; Cen et al., 2009.

Néanmoins, les faibles taux d’oxydation du méthane et I'abaissement de I’‘abondance des
microbes potentiellement oxydants en C; semblent tous deux indiquer un réle possible des donneurs
d’électrons autres que le méthane dans les biofilms aériens.

L’interprétation des signatures d’isotopes d’azote observées dans les biofilms n’a pas été possible
en raison de I'absence de signaux d’entrée définis. Les valeurs isotopiques 6N appauvries des

? Lotique : en écologie le systéme lotique est I'étude des interactions biotiques (du vivant sur le vivant) et abiotiques (du vivant
sur les actions des parameétres physiques extérieures) dans les flux d’eaux courantes continentales. Contrairement a I'écologie
des systemes lentisques, qui implique des eaux continentales moins dynamiques comme celle des lacs ou des étangs ces
domaines forment le champ d’études plus générale de I'eau douce ou de I'écologie aquatique.

Les milieux lotiques prennent des formes trés diverses, allant du ruisseau peu large au grand fleuve, mais présentent des
invariances qui justifient leur étude commune. On observe donc quelques caractéristiques communes rendant I'écologie des
eaux coulantes unigue par rapport aux autres habitats aquatiques :

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 42



biofilms « submersed » (-11 %o) étaient comparables aux valeurs trouvées dans les biofilms dans la
partie basse de la grotte (Sarbu et al., 1996). Les valeurs beaucoup plus élevées des biofilms
« subaerial » suggérent des intrants distincts (éléments entrant dans un processus de produit),
possiblement liées a la capacité connue de nombreux méthanotrophes de fixer le diazote
atmosphérique « N, » (Knief, 2015). Néanmoins, les principales sources et voies du cycle de I'azote
dans le systéme de cavernes restent a élucider.

4.3.1 Composition de la communauté des biofilms

La formation de snottites pendantes et d’autres structures de biofilms macroscopiques dans
d’autres grottes a été observée, mais surtout dans des conditions acides ou extrémes. Par rapport aux
structures de biofilm massives (pH ~ 7,5) maintenant rapporté pour la grotte Sulzbrunn, les snottites
précédemment découverts dans les autres structures sont apparus étre en forme beaucoup plus
mince, ont été moins densément répartis et formaient des quantités plus faibles de substances
polyméres extracellulaires (Bond et al., 2000 ; Holmes et al., 2001 ; Northupet al, 2003 ; Ziegler et al.,
2013).

La riche diversité des méthylotrophes et d’autres lignées bactériennes découvertes dans les
biofilms de la grotte de Sulzbrunn, indique que des facteurs biogéochimiques (lithoautotrophe,
lithohétérotrophe °° et écophysiologiques [ex: photosynthése]) distincts interviennent dans la
formation de biofilms dans les différents systémes.

Nous suggérons que les compartiments de biofilms identifiés soient fonction de I'afflux de
méthane, de I'immersion dans I'eau et de I'apport d’oxygéne et de nutriments dans la grotte. La forte
abondance de méthanotrophes et de méthylotrophes allant jusqu’a ~ 45 % dans les biofilms
submergés et entre 10 et 20 % dans les autres compartiments de biofilms était en accord avec
I'importance du méthane comme facteur de formation du biofilm.

Une abondance de méthanotrophes aérobies allant jusqu’a 40 % a déja été rapportée pour un
suintement terrestre de méthane (Gagliano et al., 2016).

Cependant, des questions centrales demeurent : comment les flux de carbone et d’énergie sont-ils
partagés entre les méthanotrophes, les autres méthylotrophes et les diverses lignées non-
méthylotrophes découvertes dans les biofilms de Sulzbrunn.

La distinction entre les méthanotrophes obligatoires et facultatives nécessite des informations
génomiques et protéomiques, n’étant pas encore disponibles pour le systéeme étudié. Cependant,
I’écophysiologie de certains des microbes détectés peut étre extrapolée avec prudence a partir de la
littérature. Par exemple, Methylobacter spp sont généralement considérés comme des
méthanotrophes obligatoires (Knief, 2015), tandis que Methylotenera spp et d’autres
méthylophilacées sont principalement connus sous le nom de méthylotrophes non-méthanogénes
(Kalvuzhnava et al, 2012)%.

La concurrence de ces méthanotrophes et méthylotrophes, en particulier dans les biofilms
submergés, suggere une plus grande affinité pour I'utilisation du méthane (Chen et al., 2009).

Des membres de la famille des Methylococcaceae et des Methylophilaceae ont déja été signalés
comme ayant des interactions trophiques dans des systemes alimentés en méthane dans des
conditions oxiques et micro-oxiques (Beck et al., 2013 ; Oshkin et al., 2015). Il a été montré que les
membres des Methanococcaceae shuntaient le carbone vers divers membres de la communauté non-
méthylotrophes dans des tapis microbiens situés au niveau des suintements d’hydrocarbures marins
(Paulet et al., 2017).

Ainsi, dans les biofilms de Sulzbrunn, des communautés complexes et des réseaux d’interactions
peuvent étre considérés comme catalysant I'oxydation du méthane plutét que comme des espéces
microbiennes uniques.

Les méthanotrophes sont également bien connus en tant que producteurs de polysaccharides
extracellulaires abondants (Linton et al., 1986 ; Strong et al., 2015)°. Beaucoup d’entre eux possédent

#Lithohétérotrophe : qui utilise les minéraux pour produire leur énergie.

% Protéomique : désigne la science qui étudie les protéomes, c’est-a-dire 'ensemble des protéines d’une cellule, d’un organite,
d’un tissu, d’'un organe ou d’un organisme a un moment donné et sous des conditions données.
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la voie du monophosphate de ribulose pour fixer les dérivés du groupe méthyle du carbone.

La production de polysaccharides extracellulaires a partir du méthanol est équilibrée en termes
d’adénosine triphosphate et d’équivalents réducteurs (Linton et al., 1986). La production d’exo-
polysaccharides observée est concevable comme une réaction de gaspillage d’énergie, empéchant
I'accumulation de formaldéhyde toxique sous un excés de méthane et fournissant du carbone réduit
dérivé du méthane a d’autres membres hétérotrophes de la communauté du biofilm.

Il a été démontré que certains méthanotrophes fermentent le méthane et libérent de grandes
quantités de carbone réduit dans des conditions limitées en oxygéne (Kalyuzhnava et al.2013).

La limitation de la croissance par une carence limité d’azote ou de phosphore, comme cela est
montré dans la formation des biofilms « subaerial » par les ratios C : N : P élevés, étayerait cette
limitation.

Bien que de nombreux méthanotrophes soient capables de fixer le diazote atmosphérique (N,)
(Knief, 2015)™, la limitation du phosphore ne sera pas facilement complétée dans les biofilms aériens.
Les rapports C: P (~4700) et N : P (~ 80) observés dans les biofilms sont nettement plus élevés que les
ratios canoniques Redfield ou que les rapports C : N : P suggérant une limitation bactérienne du
phosphore (Vrede et al., 2002). Par conséquent, nous proposons que la matrice extracellulaire
massive formée dans les biofilms Sulzbrunn serve, au moins en partie, comme un puits d’électrons
pour les méthylotrophes limités en nutriments.

En plus des méthanotrophes et des méthylotrophes protéobactériens bien connus, des membres
du genre candidat Methylomirabilis ont également été détectés mais semblaient restreints aux
biofilms submergés a Sulzbrunn. Ceux-ci sont connus sous le nom d’oxydants méthaniques anaérobies
dépendants des nitrates, proposés pour "oxydation intra-aérobie du méthane sous dis-mutation du
NO (Ettwia et al., 2010), La détection de 'oxydation anaérobie reste une possibilité de I'oxydation
méthanique anaérobie dans des micro-niches spécifiques des biofilms de Sulzbrunn.

En outre, nous étudions actuellement si Archaea pourrait également étre impliqué dans le cycle du
méthane dans le systéme. Les données préliminaires suggérent qu’une faible abondance de lignées
d’'Archaea en grande partie non cultivées peut étre trouvée dans les biofilms submergés et les
échantillons d’eau, mais pas dans les biofilms aériens.

En outre, la détection abondante de I’'oxydation putative du soufre (connu pour étre I'oxydant du
soufre, mais dans notre cas sans certitude scientifiques) (Watanabe et al. 2014) et de I’'oxydation du
fer (Emerson et al., 2013), ainsi que la réduction du fer (Cumminas et al, 1999), sont des
Betaproteobacteria, surtout au printemps et dans les eaux souterraines mixtes, les points vers le
soufre actif et le cycle du fer dans la grotte. Cependant, ces processus, ainsi que leur lien possible avec
le cycle du carbone, n’ont pu étre retracés dans la présente étude mais feront 'objet de travaux
futurs.

4.3.2 Role possible de I'iode

La visualisation de la matrice de biofilm a révélé des caractéristiques structurelles uniques des
biofilms.

Bien que de grandes structures globulaires aient déja été observées pour des biofilms dans
d’autres systemes de biofilms (Okabe et al., 1999 ; Weissbordt et al 2013), un enrobage relativement
massif de cellules uniques ou de petites formations de capsules avec des réseaux de glycoconjugués
de la grotte de Sulzbrunn, n’a pas été observé dans les autres structures a notre connaissance.

Il est tentant de spéculer qu’en plus d’un réle possible en tant que puits d’électrons, la matrice de
biofilm pourrait également servir de barriére protectrice contre les agents nocifs éventuellement
présents dans le systeme de Sulzbrunn.

Le concept de biofilms en tant que barriére diffusive contre les antimicrobiens est bien établi
(Flemmeing et al., 2016). Dans les eaux riches en iode et les biofilms de la grotte de Sulzbrunn, la
possibilité d’activité bactéricide des espéces d’iode devrait étre discutée.

L’iode est bien connu comme désinfectant, mais il est intéressant de noter que les mécanismes de
sa toxicité ne sont pas encore complétement élucidés, probablement en raison de sa chimie complexe
(Kiipper et al. 2011).
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L’iode élémentaire (I,) n’est pas stable en solution aqueuse, ou il s’hydrolyse facilement en jodure
(I'), en acide hypo-iodeux (HOI) et en plusieurs autres espéces d’iode (Gottardi, 1999). En cas de pH
élevé, la formation d’iodate (10;°) par disproportionnassions™ chimique est également possible.
L’iodure et I'iodate sont considérés comme non toxiques, tandis que l'iode élémentaire, I'acide hypo-
iodeux et le tri-iodure (I¥’) sont suggérés comme agents oxydants bactéricides (Gottardi, 1999). En
raison de son comportement complexe en tant que soluté, la caractérisation complete de I'iode est
difficile et n’a pas encore été accomplie pour différents échantillons de Sulzbrunn.

Bien que nous présumions que la plus grande partie de I'iode total émergé avec I'eau minérale
sous forme réduite était de I'iodure, cela pourrait subir un certain nombre de réactions d’oxydation et
de volatilisation entrainées par les microbes dans la caverne (le microbisme pour se défendre de I'iode
produit des méthylations de I’iode pour le rendre volatile).

L’oxydation de I'iodure en iode élémentaire en présence de polysaccharides a été démontrée pour
Pseudomonas iodooxidans (Gazlan et Mararlith, 1974) et les Alphaproteobacteria distinctes (Amachi
et al., 2005), ayant méme été stimulées sous de fortes concentrations d’iodure (Arakawa et al., 2002).

Un Arenibacter sp. (Bacteroidetes) a été signalé pour accumuler de I'iode au cours de ce processus
(Ito et al., 2016).

De plus, divers isolats provenant d’habitats riches en iode, notamment Erythrobacter,
Pseudomonas et Rhizobium spp se sont révélés étre des formes méthylées d’iodures volatiles ainsi en
tant qu’iodo-méthane hautement réactif (CH;l) (Amachi et al., 2005, Fujimori et al., 2012).

Et enfin, pour Pseudomonas sp., on a montré que le SCT était capable de croissance anaérobie
avec de l'iodate comme seul accepteur d’électrons ou tout en réduisant simultanément le nitrate
(Amachi et al., 2007).

La détection abondante de tous les genres ci-dessus dans les biofilms de Sulzbrunn, ainsi que les
concentrations d’iode plus élevées trouvées dans les snottites, impliquent que des processus de
volatilisation peuvent effectivement avoir été entrepris dans la grotte. La volatilisation sous forme
d’iodo-méthane et I'oxydation subséquente par les oxydants a I’halogénure de méthyle dans les
biofilms aériens (McDonald et al., 2002) semblent plausibles et pourraient établir un lien dans le
systéme entre le cycle du méthane et celui de I'iode.

On peut spéculer avec précaution que l'iodure libéré lors de I'oxydation de I'iodo-méthane par les
méthylotrophes des snottites pourrait ensuite étre oxydé en iode par d’autres membres de la
communauté, pouvant contribuer au stress iodé et a la production de glycoconjugués dans les
biofilms. Dans un premier temps, nous avons tenté de quantifier I'iodo-méthane dans I'atmosphére
de la grotte par chromatographie en phase gazeuse. Bien que nous ayons pu le détecter a plusieurs
reprises (données non présentées), une quantification cohérente et reproductible n’a pas été réalisée
jusqu’a présent, peut-étre en raison de la nature hautement réactive de cet agent de méthylation.

4.3.3 Observation des auteurs

La grotte de Sulzbrunn a été visitée a des époques bien déterminées afin de ne pas perturber la
flore microbienne ambiante. Ces visites se font au printemps période ol les échanges d’air entre
endo-karst et épi-karst sont les plus faibles. Cette grotte est décrite comme un habitat unique pour la
croissance du biofilm microbien.

Bien que la grotte soit située a quelques meétres sous la surface, des communautés microbiennes
largement indépendantes des apports de carbone et d’énergie de surface ont été découvertes.
Contrairement a nos attentes initiales, le microbiote du biofilm était étonnamment diversifié, avec
une foule de populations apparentées a des méthanotrophes, des méthylotrophes bien connus et
également des bactéries potentiellement méthylant I'iode.

Ces résultats fournissent des preuves pertinentes supplémentaires de I'intervention du microbisme
des puits de méthane souterrains (McDonouah et al., 2016, Lennon et al.,2017).

oo Disproportionassion : parfois appelé dismutation, c’est une réaction d’oxydo-réduction dans laquelle un composé de I'état
d’oxydation intermédiaire convertit en deux composés oxydations différents, les uns plus élevés et les autres plus faibles. Bien
que pas toujours acceptée, la dismutation est parfois utilisée pour décrire toute réaction de-symétrique du type suivant: 2 A —
A’ + A », indépendamment de tout processus d’oxydo-réduction.
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CHAPITRE 5/ CONCLUSION DES AUTEURS ET NOTRE ANALYSE DES
RESULTATS

La production massive de substances extracellulaires polymériques observée peut servir de puits

d’électrons pour les méthylotrophes limités en nutriments et donc limités en croissance. Bien que ces
premiers apercus d’un systeme de biofilm souterrain apparemment unique soient tres intrigants, de
nombreuses questions de recherche restent ouvertes. L’application de substrats de méthane et de
méthylotrophes marqués au >C en combinaison avec des sondes d’isotopes stables a base d’acide
nucléique est actuellement en cours et aidera a mieux comprendre les schémas complexes de partage
de carbone et d’énergie a prévoir dans les biofilms. Les recherches futures devraient également porter
sur l'organisation spatiale et le répertoire métagénomique du microbiote du biofilm, ainsi que sur le
réle possible des archaea, des protozoaires, des phages et de la faune dans le réseau trophique de cet
écosystéme apparemment dominé par les procaryotes.

« Comment sont apparues les millions d’espéces peuplant notre planéte ? Grdce a la sélection
naturelle, répond Charles Darwin en 1859.

Selon lui, ce processus sélectionne au fil des générations les individus les plus adaptés aux
changements de I'environnement, provoquant I’évolution des organismes. Or, a cette époque on
n’avait pas encore découvert les génes. Depuis, les mécanismes sous-tendant la sélection naturelle
continuent de révéler de nouvelles interactions complexes entre génes, hasard et environnement.
L’évolution est donc encore loin d’avoir livré tous ses secrets® ». Emmanuel Douzery (biologiste)

5.1 Particularités de la répartition de la flore microbienne des sols
Flore tellurique généralité
Le sol constitue a la fois un matériau généralement poreux recouvrant les roches inaltérées a la
surface de la terre et un milieu de vie abritant de trés nombreux organismes, dont les bactéries.
Par sa structure complexe il est constitué de minéraux et de matieres organiques végétales et
animales, produisant un biotope naturel convenable a I'entretien et la protection d’une flore
microbienne.
La rétention en eau du sol va apporter I'"humidité nécessaire a cette vie, les charges ioniques des
argiles (potentiel z&ta) vont permettre aux bactéries d’étre retenue et de pouvoir vivre en colonies.
Les matiéres organiques vont permettre aux bactéries hétérotrophes de trouver une alimentation
convenable a leurs croissances. Le pH du sol sera un facteur sélectif de cette flore permettant aux
bactéries chimio-lithotrophes “de pouvoir faire les échanges ioniques entrant dans leurs respirations.
Cette diversité de constitution va étre le facteur de la diversité de la flore microbienne du sol'.

Généralités de la diversité bactérienne des sols

L. Flore des lacs, des
Bactéries rivieres
Non cultivables Bactéries des sols Bactéries des sols .
3 Des zones humides du
et non classées
sol

OD1, OP11 Proteobacteria Dictyoglomales Chlorobi
OP1, TMG Moraxellaceae Dictyoglomus Caulobacterales
OP8, OSN Nitrospirales Fusobacteriales Rhodobacterales
OP5, XS/ Nitrospira, Fusobacteria Rhodosphirillales
SPAM, BRC1 Acidobacteriales Deferribacteriales Sphingomonadales
OP3, WS5 Acidobacter Deferribacter Saprospira
SR1, 1C1 Bacteroidetes Verrucomicrobia, Flavobacteriales

° Chimio-lithotrophique : dans ce terme « rophique », il faut comprendre la maniére dont un organisme vivant constitue sa
propre matiére organique.
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NKB 19 Cytophaga Chthoniobacteraceae Cyanobacteria

Fibrobacteres Spartobacteria Planctomycetes
Coprothermobacterota Lentisphaerae, Thermotogae
Coprothermobacter Chlamydailes Fervibacteriaceae
Firmicutes Chlamydia Bacteries non sulfureuses
Actinobacter Gemmatimonadetes vertes

(Syno. : Clostridium) Chrysiogenetes Kosmotogaceae
Thermoanaerobacter Aqualificeae

Thermodesulfobacteriales
Thermodesulfobacterium
Chloroflexi,

Thermus

deinococcus

Thermium

Deinococcus™

Cette diversité nous montre que les sols est un lieu de vie instance, d’abord recensée a partir de la
microflore cultivable, est aujourd’hui caractérisée par des approches de communautés microbiennes.

5.2 Les bactéries du sol ont plusieurs réles environnementaux majeurs

¢ Dans la formation des sols : Les bactéries autotrophes et chimio-litho-autotrophes jouent un
grand role dans la formation des sols, par I'altération des éléments minéraux, la fixation du gaz
carbonique de l'air pour former leurs structures organiques, la fixation de I'azote de I'air pour
faire leurs protéines. Certaine comme les Planctomycetes sont capables de modifier de I'azote
ammoniacale en nitrites et en nitrates.

e Dans les cycles nutritifs : les bactéries du sol sont impliquées dans la décomposition de la
matiere organique, formant I’"humus et libérant des nutriments disponibles pour les plantes.
Certaines sont méme capables comme Cytophaga de décomposer des biopolymeres
complexes comme la cellulose et la lignine ou la chitine. Elles permettent au sol d’entretenir
les cycles de I'azote, du carbone, du phosphore, du soufre, du fer en rendant la biosphéere
vivable.

e En association symbiotique avec les plantes: certaines bactéries comme les Rhizobium
forment des nodules fixateurs d’azote.

e En produisant des antibiotiques : les Actinomycétes, Streptomycetes et Nocardia bactéries
filamenteuses du sol (voir ci-contre), représentent une source prodigieuse d’antibiotiques. Ces
antibiotiques vont permettre aux bactéries de vivre en semble en régularisant leur
développement.

e En utilisant pour le développement de procédés de bioremédiation: exploitation des
procédés de dégradation naturelle pour dépolluer. Les applications concernent en particulier
la décomposition de polluants organiques (hydrocarbures, biphényles polychlorés,
pesticides...) ou la dépollution en métaux toxiques (par volatilisation ou bioaccumulation).
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CHAPITRE 6 / FLORE INITIALE DE LA GROTTE DE SULZBRUNN

Résultats de I’analyse CPR ISME Journal

Flore générale des bactéries de la cavité de Sulzbrunn

- . Biofilms Biofilms Eau de source Eau de

Classes bactériennes Snottites . . . 2

« Subaerial » | « Submersed » minérale mélange
Bacteroidetes 11,6 11,7 1,2+0,6 1,4+0,2 1,2+0,04
Planctomycetes 18,4 21,5 5,5 <1 <1
Verrucomicrobia 10,7 2,7+0,5 <1+ 0.6 <1 <1
NC 10 Nd Nd 4,7 Nd Nd
Alphaproteobacteria 28,6 25,3 16,3 <1 2,5+1,2
Betaproteobacteria 2,4 2,9 34,5 63,8 43,6
Proteobacteria 21,4 25,3 38,0 12,6 40,4
Proteobacteria 1,41 2,2%0,2 1,9+0,2 4,8 1,3+0,5
Non identifié 5,5 8,8 4,4 14,4 9,0

Dans ce tableau il existe une scission de la diversité entre la flore microbienne des snottites et
biofilms, comparativement a la diversité des eaux de la grotte.

La présence de bactéries de la classification comprise entre Bacteroidetes et Betaproteobacteria
(domaine de classification retenu) est propre aux snottites et aux biofilms, mais elle est absente dans
I’eau de la source et dans I'eau de mélange donc absente dans I'eau météoritique (I'eau de mélange
contient une forte proportion d’eau météorique).

Cette différence porte a penser que cette flore microbienne soit une flore dont les origines sont
relatives a la formation de la grotte.

Cette hypotheése est trés importante, car elle nous permet de pouvoir remonter le temps et de faire
la distinction entre la flore initiale et la flore d’acquisition.

« L’absence de certaines bactéries dans les eaux de la grotte, mais présentes dans les
parties séches de cette cavité, nous permet de supposer que la contamination était
présente a la formation de cette cavité ».

Observation :

N’ayant qu’un résultat quantitatif entre classes, ordres, familles, genres ou espéces. Les
interprétations statistiques seront: une analyse quantitative des variations dans la
diversité et non une analyse de la reproductivité analytique de la population de chaque
groupe de cette diversité.

6.1 Analyse partielle des germes telluriques non-apportés par l'eau de la

cavité

Les eaux provenant de I'extérieur de la grotte ont été les seuls moyens de contamination et de
renouvellement de la biomasse de cette cavité.

En considérant la flore tellurique constituée de bactéries ayant pour biotope le sol et ne se
retrouvant pas ou peu dans les eaux, on peut établir le tableau suivant :
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Bactéries telluriques en pourcentage de la flore de chacune des structures

Noms bactéries Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »
Sphingobacteriaceae 0,15 4,6
Chthoniobacteraceae 2
Verrucomicrobium 2,1
DB1-14 3,9 0,6 1,5
Rhizobiales 0,9 3,5 0,4
Beijerinckiaceae 3,5 5,2
Rickettsiaceae 2,3 3,9 9
Sphingomonadales 0,4 0,1 2
Total des lignes % 15,25 17,9 12,5
Dlve.r5|te en nombre de 3 6 4
familles ou genres

Ce tableau fait ressortir dans les résultats en nombre % de bactéries principalement telluriques. Il
montre une similitude entre les snottites et les biofilms « subaerial », mais avec une forte différence
pour les biofilms « submersed ».

La diversité en nombre de familles ou de genres (dans ce tableau) est plus marquée chez les snotittes
un peu moins chez les biofilms « subaerial » et plus faible chez les biofilms « submersed ».

Le caractere tellurique des bactéries comprises entre Bacteroidetes et les Betaproteobacteria nous
laisser supposer que cette contamination tellurique viendrait des molasses alpines, ayant recouvert
et fermé cette cavité.

Flore tellurique des différentes structures de la partie
restreinte entre Bactéroidetes et o Proteobacteria
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Ce graphique montre, qu’il existe une différence significative entre les snottites et les biofilms
« subaerial », pouvant laisser penser a une différenciation dans la formation de ces deux structures.
Ceci fait ressortir que les snottites sont différents des biofilms « subaerial » aussi bien sur le plan de
la diversité microbienne en nombre, qu’en % de bactéries dans les structures, avec un intervalle de
confiance confirmant cette observation.

Par contre, le biofilm « submersed » a une différence forte et significative, comparativement aux
structures seches. Les biofilms « submersed » ont une concentration faible en germes et en
biodiversité tellurique.

La présence en nombre % et en nombre de diversité dans les snottites de Verrucomicrobium, de
Sphingobacteriaceae, Chthoniobacteraceae, DB1-14, bactéries typiques des sols, montre que les
snottites et les biofilm « submersed » ont d{i étre issu des molasses alpines.

« Il semble que les snottites ont dii étre formés avant les biofilms. »
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6.2 Analyse partielle des bactéries aquatiques de ces biosystemes
Le méme examen fait sur les bactéries aquatiques d’eau douce entre les Bacteroidetes et les
Betaproteobacteria nous donne la répartition suivante :

Bactéries des lacs et des vases en pourcentage de la flore de chacune des structures
(La flore marine est exclue du comptage)

Noms Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »
Cytophagales 5,9 2,3 0,1
Saprospiraceae 0,15 44
Flavobacteriales 0,1 0,1 0,1
Planctomycetes 0,5 2,6
Planctomyces 3,5 2,7 0,9
Fuku N 18 6,8
Hyphomonadaceae 1,3 0,2 0,6
Hyphomicrobiaceae 8,1 0,1
Methylobacteriaceae 4,7 8,4
Methylorosula 0,2 0,2 0,2
Rhodospirillaceae 3,4 2,8 5,4
Total lignes % 34,65 23,8 7,3
Dlver5|?e en nombre 11 10 6
de familles et de genres

Les snottites sont plus riches en flore aquatique d’eau douce, laissant supposer que les sédiments
alpins apportés par les eaux météoriques lors de la formation de la cavité ont pu étre un point de
différenciation avec les biofilms.

Cette différence est aussi marquée par la diversité de la flore :

Les Planctomycetes sont plus abondants dans les biofilms « subaerial » que dans les snottites.
Les Hyphomonadaceae : sont plus abondants dans les snottites que dans les autres structures.
Les Saprospiraceae : sont peu abondants dans les snottites, mais bien présents dans les
biofilms « subaerial ».

Les Verrucomicrobia : comprennent les bactéries Fuku N°18, présentes seulement dans les
snottites et étant une flore typique de la flore tellurique et d’eau douce.

« Ces bactéries sont représentées par une quinzaine de groupes de bactéries diversifiées d’eau
douce typiques dans quinze lacs en Europe du Nord, elle a été étudiée a I'aide d’hybridation
inverse. Elle donne des grappes bactériennes préjugées typiques ».

Ce groupe présent dans les sources d’eau douce et dans les lacs de montagnes, pourraient
provenir des molasses alpines.

Les Verrucomicrobia semblent étre beaucoup plus répandus dans les sols qu’on ne le pensait ;
leur abondance moyenne dans le sol de 23 % est comparable a celui des autres phylums
considérés comme phylums dominants du sol.

Flore aquatique des differentes structures de la partie
restreinte des Bacteroidetes au o. Proteobacteria
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Total de la flore en % de la
structure
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Ce graphique montre dans ce domaine de classification, une grosse différence en flore aquatique
entre les structures snottites et les biofilms « subaerial » (différence significative). Cette observation
montre que les snottites n’ont pas tout a fait la méme origine que les biofilms « subaerial ».

Les biofilm « submersed » eux sont tres faibles en nombre % de bactéries dans cette méme partie, ils
sont influencés par I'eau de mélange, dont la flore entre les Bacteroidetes et les Betaproteobacteria
est pratiquement absente (les résultats en pourcentage font un biais sur le fait que les valeurs en %
sont une forme fermée de définition).

Equilibre entre flore tellurique et flore aquatique.

Le rapport entre les germes telluriques en fonction des germes des rivieres et des lacs de montagne
va permettre de différencier la part des structures ayant été contaminées par les sédiments lors de la
formation de la cavité.

Rapport pourcentage bactéries telluriques / pourcentage bactéries d’eau douce

Rapport Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »
Rapports sur les
pourcentages des
bactéries 0,440 0,752 1,712
telluriques/bactéries
d’eau douce
Méme rapport sur la
diversité bactérienne

0,72 0,6 0,66

Dans cette partie de la classification, les rapports sur la diversité restent relativement proches entre
les différentes structures, plus marqués pour les snottites contenant une plus grande diversité en
flore aquatique et tellurique.

En pourcentage de chacune des structures : les snottites sont plus riches en bactéries aquatiques
comparativement aux bactéries telluriques. Cette différenciation peut venir d’un biotope mieux
adapté pour ce type de bactéries ou du fait d’'une origine différente. Voulant dire que les snottites
ont dd avoir une formation antérieure au biofilm et qu’ils aient pu étre formés par les molasses
alpines.

De méme dans cette partie, les biofilms « submersed » doivent étre de formation plus récente ayant
été faite au remplissage de la grotte par les eaux de la source et les eaux météoriques (c’est-a-dire
des eaux profondes).

« La flore d’eau douce dans les snottites appuie I’hypothése d’une formation premiére de
cette structure dans la cavité. »
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6.3 Analyse partielle des bactéries marines des mémes biosystémes
Dans cette méme zone de la classification entre Bacteroidetes aux Betaproteobacteria, |'étude des
bactéries marines nous informe sur I'implication de la présence maritime dans les bio-structures.

Pourcentage des Bactéries marines par structures dans ce domaine de classification :
de Bacteroidetes aux Betaproteobacteria

Noms Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »
Arenibacter 2,7 2,7
Pir4 7,7 7,2 1,9
SM1-02 4,4 6,5 1,8
Phycisphaeraceae 0,3 0,2 0,5
Methylomirabilis 4,7
Rhodobacteraceae 3,9 3,4 2,4
Sphingomonadales 0,4 0,1 2
Erythrobacteraceae 0,7 0,1 0,1
Porphyrobacter 1,4 3,0 1,8
Total % des lignes 21,5 23,2 15,2
Diversité en nombre 8 8 8

Ce tableau montre, une diversité identique quelque-soit la structure étudiée.

Par contre entre les snottites et les biofilms « subaerial » : ont une égalité de contamination en flore
marine prise dans cette tranche dans ce domaine de classification, contrairement au biofilm

« submersed ».

Flore marine des différentes structures dans la parite
restreinte entre Bacteroidetes et a Proteobacteria
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Le biofilm « submersed » est relativement pauvre en bactéries marines comparativement aux
snottites et au biofilms « subaerial » (m = 7.15 significative p > 0.99).

Il y a une différence restant significative entre les snottites et les biofilm « subaerial ». Les biofilms
« submersed » sont la encore trés différents des autres structures par le fait de l'influence, de
I'apport en flore bactérienne, provenant de I'eau de mélange (car nous sommes dans des valeurs en
pourcentage créant un biais dans les calculs).

« La présence des Arenibacter et des Porphyrobacter, bactéries marines benthiques
absentes dans I'eau de mélange et I'eau de source, mais présentes dans les snottites et
biofilm « subaerial », sont une preuve de leur présence a l’origine de la cavité. »

Graphique général de I’analyse partielle dans le domaine de la classification
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Valeur en pourcentage de la flore de chacune des
structures, comprises dans le domaine de la classification
entre la classification
des Bacteroidetes et Betaproteobacteria

E 17,9 m

SNOTTITES BIOFILMS SUBAERIAL BIOFILMS SUBMERSED

m Telluriques d'eaux douces marines

6.4 Analyse partielle de I'activité méthylotrophe de ces biosystemes

Seule la présence de Methylomirabilis (faisant partie de I'embranchement de CN 10) dans le biofilm
« submersed » reste plus importante dans les méthylotrophe.

Dans les snottites et biofilms « subaerial » les méthanotrophes comme Methylocella, Methylorosula
et Methylobacterium des Alphaproteobacteria sont en faibles quantités soit < 1 %.

Flore méthylotrophe des structures en pourcentage
dans la partie Bacteroidetes aux Betaproteobacteria

Noms Snottites % Eltlns «ysubaenal » Biofilms « submersed » %
(]

Methylomirabilis 0.0 0 4,7
Methylobacteriaceae 4,7 8,4
Methylocella 0,2 0,2 0,2
Methylorosula 0,2 0,2 0,2
Methylobacterium 0,2 0,2 0,2

Noms Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »

Méthylotrophes 53% 9,0% 53%
Diversité en nombre 4 4 4

La diversité en nombre reste semblable quelque-soit la structure, mais elle n’est pas identique en
familles -en genres.

Les Methylobacteriaceae sont présents seulement dans les snottites et les biofilms « subaerial » et
absents dans les biofilms « submersed »; ces derniers ont la présence exclusive du Candidatus
Methylomirabilis.

e Methylobacteriaceae : bactérie aérobie; en forme de batonnet. La couleur rose tres
caractéristique de ses colonies est due aux caroténoides qu’elle produit. Elle produit
également de la bactériochlorophylle. Le seul genre ayant été actuellement défini dans cette
famille est Methylobacterium étant divisé en deux groupes selon I'activité métabolique basse
ou élevée des espéces.

Methylobacterium radiotolerans appartient au groupe a l'activité métabolique élevée. lls
forment des tapis a l'interface entre I'eau et les hydrocarbures, ayant une forte cohésion
brute. Ces chimio-films ayant pour origine, la formation de biofilms, étant généralement riches
en azote. Lorsque I'on retire de ceux-ci la phase polaire (phase hydrophile) les biofilms sont
également éliminés.

Methylobacterium a d{ jouer un réle important dans la fixation des hydrocarbures de la grotte
et dans la formation des snottites et des biofilms.

4 Ces observations ont été obtenues par la Deutsche Forschungsgemeinschaft (Subvention du 377/1 : 1) et par le programme
Biotchnologie moléculaire ; éd par 'académie russe des Sciences.
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e Le phylum NC 10 représente le Candidatus Methylomirabilis oxyfera, se trouvant uniquement
dans les biofilms « submersed ».
Ce germe marin, étant capnophylle et produisant de I'oxygene, sa présence dans le biofilm
« submersed » peut étre une explication de la présence de bactéries aérobies dans cette
structure.
Le Candidatus Methylomirabilis oxyfera est un oxydant du méthane, ni aérobie, ni anaérobie
mais grace a la AMO en utilisant les nitrites et les nitrates comme donneurs d’oxygene pour
I’oxydation et de O,, d’azote atmosphérique N, et de I’hydrogene H,. Il pourrait étre rattaché
au consortium de méthanotrophe Archaea et des bactéries sulfato-réductrices par sa
spécificité. En 2006, une université néerlandaise a prélevé un échantillon de boue dans des
marais des Pays-Bas. Dans un premier temps I'équipe de chercheurs découvre cette bactérie
anaérobie dans ces prélévements. lls se sont rendus comptes en laboratoire que cette bactérie
était capable d’oxyder le méthane, tres présent dans I'atmospheére primitive, il y a 3,5 milliards
d’années, sans utiliser I'oxygene de Iair.
Et c’est cela, faisant dire aux scientifiques - sous le sceau de I’hypothése, que certaines
bactéries, alors que I'atmosphére terrestre et la photosynthése n’existaient pas, produisaient
déja de I'oxygene, il y a quelques 3,5 milliards d’années.

«La présence des méthylotrophes et méthanotrophes a di apparaitre aprés la formation
des snottites et des biofilm « submersed », car cette activité vient de la méthanogenése
liée au catabolisme de la matiere organique, elle a di apparaitre bien plus tardivement
dans I’évolution de la cavité. »

6.5 Analyse partielle de I’activité photosynthétique

La photosynthése des bactéries a pour seule raison: I'utilisation du CO, atmosphérique par
I'intermédiaire de la lumiere (visible et UV), afin de fixer le carbone du gaz carbonique pour faire de
la matiére organique bactérienne.

Lorsque la cavité s’est fermée, cette photosynthése a perdu son sens logique. La photosynthése
n’ayant plus de possibilité d’étre utilisée par les bactéries, ce caractéere devient donc un indicateur de
la présence bactérienne photosynthétique avant le recouvrement par les molasses alpines.

L'analyse de I'activité photosynthétique de la grotte toutes familles confondues est d’environ 21.8 %
du total bactérien.

L'apport extérieur des bactéries photosynthétiques par les eaux de la grotte est de 7.6% cette apport
est tres spécifique se portant sur deux familles les Rhodocyclaceae et les Siderooxydans. Il provient
principalement de I'eau tellurique pour les Rhodocyclaceae et de I'eau de source ainsi que I'eau
tellurique pour les Siderooxydans.

La liste des bactéries photosynthétiques présentes dans la grotte est répartie par embranchement
dans le tableau suivant :

Tableau des familles comportant des bactéries avec une photosynthése dans les différentes
embronchements (avec le pourcentage calculé sur le total de la cavité)

a-proteobacteria [-proteobacteria y-proteobacteria

Planctomyces 6.2% | Rhodospirillaceae 0.8 % Rhodocyclaceae 6.3% | RAS
Rhodobacteraceae 2.1% Siderooxydans 1.3%
Rhizobacteriales  3.7%
Sphingomonadales 0.6%
Erythrobacteraceae 0.8%

Total de la 6.2% 8.0% 7.6%
grotte

Ce tableau fait ressortir que les Alphaproteobacteria représentent I'embranchement le plus riche en
bactéries photosynthétiques. C'est dans les Alphaproteobacteria que les taux de bactéries
photosynthétiques présentent leur plus grande diversité.
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Répartition des familles comportant une activité photosynthétique.
Code du répertoire des familles

1. Planctomycetes 5. Rhizobacteriales

2. Rhodocyclaceae 6. Sphingomonadales
3. Rhodospirillaceae 7. Erythrobacteraceae
4. Rhodobacteraceae 8. Siderooxydans

Pourcentage des bactéries photosynthétiques de chacune des structures

IN" de code desI . Biofilms Biofilms Eau de
Snottites . Eau de source !
Noms Subaerial Submersed mélange
1 15,6 12,5 2,8 <1 <1
2 <0,2 <0,2 3,2 8,3 20
3 2,3 1,4 0,3 <1 <1
4 5,6 2,8 2,1 <1 <1
5 7,2 6,6 4,8 <1 <1
6 1,8 2,4 3,8 <1 <1
7 2,7 1,4 Na <1 <1
8 Nd Nd 0.1 1,6 5
Pourcentage
total de 354 27,3 17,1 9,9 25
chacune des
structures

Lorsque I’on analyse ces valeurs par structure sous forme de graphique :

Moyenne pourcentage par famille bactérienne de la structure en fonction des

différentes structures

12
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4
2
0
Snottites Biofilms Biofilm Eau de source  Eau de mélange
Subaerial sumersed

B moyenne par famille bactérienne M Ecart type par famille

Les snottites et les biofilms « subaerial » ont des valeurs trés proches en bactéries photosynthétiques
contrairement aux eaux de source et aux biofilms « submersed », ceux-ci ayant une composition en
germes photosynthétiques influencées par les eaux de la grotte.

La diversité des familles comportant une activité photosynthétique est identiques pour les snottites
et biofilms confondus c’est-a dire de la valeur de 7 familles, alors que pour les eaux de la grotte elles
sont représenté que par deux familles, celle-ci étant absentes dans les snottites et dans les biofilms
« subaerial ».

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 55



Cette observation montre qu’il y a une différence dans la genése de ces snottites et des biofilms
« subaerial » et que ces deux structures n’ont pas de lien avec les eaux de la grotte. Ceci confirme
bien que la formation de ces deux structures est indépendante du reste de la cavité.

Les biofilms « Submersed » ont eu une contamination des eaux de la cavité due au fait qu’ils étaient
immergés dans celle-ci. Dans les biofilms submersed le types telluriques comme ordre
Rhizobacteriales, et Sphingomonadales, ou marine Erythrobacteraceae ne sont pas présentes. Ceci
pouvant étre un critére de différenciation dans la formation de ces biofilms comparativement aux
biofilms « Subaerial ». Cette différenciation pouvant étre aussi un critere de distinction dans
I’historique de la formation de ces structures ou une inadaptation au biotope aquatique des
bactéries citées.

Genres phototrophes anoxygéniques identifiés dans la cavité

Noms Snottites B|of|In?s Biofilms Eau de source Ea'\u de
Subaerial Submersed mélange
Porphyrobacter | 1.7 % 29% 1.2 % <1% <2%
Erythrobacter 29% 1.3% Nd <1% <1%

Cette présence de bactéries pouvant avoir une activité photosynthétique en anaérobiose montre que
la photosynthése peut se produire dans certain cas en milieu anoxique.

« Ceci nous renforce dans le fait que les snottites et les biofilms « subaerial » ont di
apparaitre a la suite du recouvrement de la céte marine bavaroise et que leur formation
c’est différencier de I’'ensemble de la cavité ».
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CHAPITRE 7 / ANALYSES GENERALES DE LA FLORE DE LA GROTTE

’
L analyse partielle nous a permis de remonter le temps et de faire des hypothéses sur la formation

de ces structures. L'analyse globale va nous ouvrir sur les fonctionnements de ces écosystemes

7.1 Analyse générale de la flore tellurique de I’ensemble des classes
Les bactéries telluriques sont dans notre cas, les bactéries se trouvant dans le so,l exceptées les
bactéries du sol ayant la possibilité de vivre également dans les milieux aquatiques.

Pourcentage des bactéries telluriques dans les différentes structures
(en marron)
Diversité en nombre des familles et des genres

ml ol I N _

BIOFILMS SUBMERSED BIOFILMS SUBAERIAL SNOTTITES EAU DE SOURCE EAU DE MELANGE

% des bactéries et Nb de
diversité

Les eaux de mélange et de source ont un apport identique en concentration % et avec des valeurs
trés faibles en diversité.
Il y a une forte variation de la diversité des bactéries telluriques en fonction des structures. La
diversité est la plus faible dans les eaux de la grotte, par contre, elle est plus forte dans les biofilms
« submersed ».
Cette différenciation est une preuve qu’il n’y a pas de transfert actif entre I'eau de la grotte et le
biofilm « submersed ». Ceci étant remarquable dans ce graphique, c’est la teneur en bactérie
tellurique du biofilm « submersed » alors qu’il est immergé dans I'’eau de mélange.
Dans I'ensemble, les eaux de source et de mélange ont moins de diversification en bactéries
telluriques que les biofilms.
Cette différence, dans les biosystémes peut avoir pour raison des variations du biotope impliquant
des modifications de la diversité :
e Le biofilm « submersed » est immergé en semi-aérobiose, les bactéries aérobies auront du mal
a survivre dans de telle condition.
e |’eau entourant ce biofilm « submersed » est saumatre donc les bactéries non-marines ont du
mal a supporter les teneurs en sel trop importante.
e Les résultats donnés en pourcentage sont des résultats relatifs, I'occupation de la place va
jouer un réle important dans la distribution globale.

« La flore tellurique a une diversification trés variable en fonction des structures, elle est
plus forte dans les biofilms « submersed », malgré sa faible présence dans I'eau de
mélange. »

7.2 Les eaux de la grotte de Sulzbrunn et analyse de la flore aquatique
Le profil hydraulique de la grotte de Sulzbrunn est apporté par deux réseaux :

e Soit par I'eau de source étant une eau minérale saumatre.

e Soit par I'eau météorique suintement par les parois et les fissures de cette cavité.
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L’eau de mélange est la résultante de ces deux apports.

Pourcentage des bactéries aquaphiles en fonction des structures
(en marron)
Diversité en nombre des bactéries aquaphiles (en bleu)

N oo o ol

BIOFILMS BIOFILMS SNOTTITES EAU DE SOURCE  EAU DE MELANGE
SUBMERSED SUBAERIAL

La concentration microbienne de I'eau de mélange va donc étre fonction des contaminations
respectives des apports et du flux de renouvellement de cette eau. Le flux de renouvellement étant
continuel, il se produit un gradient de mélange continuellement variable, rendant le calcul de la
dilution microbienne difficilement interprétable (seul I'analyse dynamique peut réduire ce biais).

Aux apports hydriques de la source et des suintements météoriques, vient s’ajouter la croissance
bactérienne dépendante du temps que I'eau de mélange est restée dans la grotte (c’est-a-dire du
flux).

Estimation des valeurs microbiennes en pourcentages apportées par I'eau météorique

Valeurs pondérées sur les pourcentages de I’eau de mélange

Différence entre I’eau
Noms des ordres Eau de source de source et I’'eau de Eau de mélange
mélange.
Betaproteobacteria 60 % 23 % 46 %
Burkholderiales 3,5% 8% 11,3 %
Hydrogenophilales 27 % 5,6 %
Methylophilales 4% 4% 7,5%
Nitrosomonadales 16 % 5%
Rhodocyclales 8,3% 11% 18,9 %
Gammaproteobacteria 10,9 % 31% 40 %
Methylococcales 8,1% 28 % 36%
Legionellales 0,2 % <1% 1,1%
Pseudomonadales 1,4 % 0.%
Xanthomonadales 0,2% 3% 2,7%
Deltaproteobacteria 3,6 % 2% 1,3%

La différence entre I'eau de source et I'eau de mélange est en grande partie de I’'eau météorique soit
55,2 % en volume de I'eau. La flore de I'eau météorique en pourcentage est obtenue par déduction
des flores de I'eau de source comparativement a I'eau de mélange (par pondération sur les volumes
de ces deux eaux), en faisant abstraction aux possibilités de croissance bactérienne ou de mortalité
de la flore dans I'eau de mélange donnant les résultats ci-dessus.

Il faut remarquer que le flux hydrique peut étre un facteur de biais pour établir une croissance dans
les eaux de mélange.
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Les productions microbiennes provenant des biofilms « submersed » peut aussi étre un facteur
contaminant de I'’eau de mélange.
La répartition bactérienne de I'eau de la grotte :

Les Alphaproteobacteria sont présentes dans |'eau de source a une valeur inférieure a 1 % et
I’eau de mélange en contient 2,5 %.

Les Betaproteobacteria représentent 60 % de la flore de I'eau de source (43 % dans 'eau de
mélange et 20 % des biofilms « submersed »), mais la présence dans les snottites et les
biofilms « subaerial » étant de I'ordre de 1,8 %, montre que la contamination des biofilms
« submersed » est bien d’origine de I’eau de source et de I'eau météorique.

Dans I'eau de source, la flore ferrobactérienne comme les Gallionellaceae, dans cette eau
représentant en nombre 14 %, avec Gallionella, Siderooxydans, Ferriphaselus, soit environ 6,6
% de chaque bactérie sur la flore totale de I'eau de source).

Ces constatations ferrobactériennes montrent que I'eau de source vient d’une source de type
thermal dont les origines sont profondes et peut expliquer la présence de sel marin dans I'eau
de cette cavité.

Bactéries chimio-lithotrophes entrant dans I’oxydation du fer et du soufre
Valeurs et rapport en Betaproteobacteria entre le biofilm « submersed » et I'eau de mélange

Biofilms Eau de source en | Eau de mélange Rapport entre
Noms des Bactéries « submersed » en Biofilm submersed /
pourcentage en pourcentage )
pourcentage Eau mélange
Ferriphaselus ~0,2 % =~1,6% ~0,8% 0,25
Gallionellaceae ~0,2% =14 % =7% 0,029
Gallionella ~0,2 % ~2,5% ~1,25% 0,16
Siderooxydans ~0.2% ~2,5% ~1,25% 0,16
Sulfuricella ~1,7% ~4,1% ~2% 0,85
Sulfuritalea Nd Nd Nd Nd

La bactérie Gallionella est une bactérie de Gram (-), avec des cellules en formes de haricot
incurvées avec un flagellum polaire (plusieurs flagelles); elle pousse bien dans les eaux
ferreuses, et peut produire une tige torsadée. Les cellules sont difficiles a observer, car elles
sont généralement mélangées avec une grande quantité de fer précipité et de tiges (Kucera &
Wolfe, 1957 ; Wolfe, 1964). C’'est une bactérie pédonculée (a prosthecae) chimio-lithotrophe
oxydant le fer. Elle vit dans des conditions de faible teneur en oxygéne (micro-aérobie). Les
bactéries oxydent et fixent le fer, mais afin d’obtenir I'énergie hors de ce processus, elles
doivent vivre dans un environnement relativement spécifique contenant « du fer réduit, une
bonne quantité d’oxygene et de carbone, du phosphore et de |'azote en quantité suffisante »
(Halbach, Koschinsky et Halbach, 2001). Dans les émergences hydrothermales deep sea (mer
profonde) actives, la plupart des minéralisations de fer, venant des fluides hydrothermaux
étant émis, sont des sulfures. Elle est réputée étre une bactérie de corrosion et elle pose des
problemes techniques par des dépdts ferriques dans les canalisations allant jusqu’a
I’'obstruction. Cette flore des ferrobactéries est aussi présente dans le biofilm « submersed »
de la grotte en faible quantité. Les filaments étant attachés a la cellule bactérienne doivent
empécher le corps bactérien de pénétrer dans le biofilm « submersed », dans la partie
aérienne des biofilms ces bactéries ne sont pas présentes (snottites et biofilms « subaerial »).
Pour les bactéries oxydant le fer, I'apport de I’'eau météorique semble nul. Il est a remarquer
une légere augmentation dans l'eau de mélange de ces bactéries autotrophes
comparativement a I’eau de source.

Les bactéries des Hydrogenophilaceae représentent 27 % de la flore de I'eau de source
comportant aussi des bactéries psychrotolérantes se trouvant dans les eaux thermales. Dans
cette espece Hydrogenophilus thermoluteolus est trouvée dans les sources d’eaux chaudes.
C'est une bactérie chemo-litho-autotrophe facultative. En 2004 elle a été isolée des
échantillons de carottes de glace a une profondeur de 3 km dans un forage fait au lac Vostok
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en Antarctique. Cette famille étant thermotolérante peut aussi supporter des froids trés
intensifs. Ceci pouvant expliquer la résistance de cette flore aux conditions que la grotte de
Sulzbronn a d{ subir pendant 15 millions d’années.

e Sulfuricella présent a 4,1 % de I'’eau de source, est de la famille des Hydrogenophilaceae cette
famille représentant 7,5 % dans cette méme eau. Elle oxyde le soufre élémentaire et le sulfure
d’hydrogéne, en sulfates, les thiosulfates. Elle peut utiliser la réduction des nitrites en azote
comme accepteur d’électrons et comme seule source d’énergie. Elle est chimio-lithotrophe,
avec une activité oxydase (+), (voir « Oxydation enzymatique du soufre et des tétrathionates
page 319, ainsi que les Thiobacillus » page 290 de la partie annexe).

e Sulfuricella denitrificans souche skB26T est une nouvelle bactérie anaérobie facultative
oxydant le soufre, ayant été isolée de I’eau d’un lac anoxique d’eau douce au Japon.

e Les Sulfuritalea sont une composante majeure de la communauté bactérienne planctonique
dans I’élaboration de I'appauvrissement de I'eau en nitrates hypoxiques ou la respiration
arséniate est I'un des métabolismes énergétiques possibles. lls sont de la famille des
Hydrogenophilaceae ; ces bactéries étant représentatives d’une flore en eaux profondes
typique des eaux thermales, elle nous informe sur la provenance profonde des eaux de I'eau
de source.

e Les Burkholderiales (Comamonadaceae) se retrouvent a 10,3 % dans I'eau de mélange et 3,9 %
dans I'eau de source et 3,9 % dans le biofilm « submersed ». Elles font partie des bactéries des
sols et sont actives dans la dépollution. Ces bactéries dans I'eau de mélange sont soit
apportées par I'eau météorique ou par le développement dans les biofilms « submersed ».

e Les Methylophilales se retrouvent a 4 % dans les eaux de mélange et font partie des bactéries
de dénitrification des eaux et des boues.

e Les Rhodocyclales se retrouvent a 18,2 % dans les eaux de mélange, représentés par les
Ferribacterium pour la valeur de 14,5 % dans ces eaux et donc a 8,3 % dans I’eau de source et a
1,6 % dans le biofilm « submersed ». C'est une bactérie réductrice du fer Ill en fer Il. Elles
résistent aux radiations nucléaires, a pour biotope les lacs profonds. Cette bactérie doit avoir
pour origine les eaux météoriques venant de I'épi-karst. Son réle serait de permettre les
échanges d’électrons en rééquilibrant le fer Ill formé par les Gallionellaceae.

e Les Gammaproteobacteria représentent 10,9 % de la flore de I'eau de source et 40 % de la
flore de I'eau de mélange de la grotte. Soit une estimation d’apport par pondération de 69.7 %
de I'eau météorique (en négligeant la croissance dans I'eau de mélange). Répartition dans
I’eau de mélange :

e Les Methylococcales avec 36 % dans I'eau de mélange, sont des bactéries marines ; dans cet
ordre, certains genres peuvent entrer en endosymbiose avec les espéces de la faune et de la
flore marine. Les Methylococcaceae appartenant a cet ordre, représente 16,9% dans le biofilm
« submersed » ; ils sont reconnus comme jouant un réle essentiel dans I'écologie par leur
activité méthanotrophe, interceptant une grande partie du méthane généré par les
catabolismes naturels. Cette famille a donc une grande importance dans le cycle du carbone et
dans les processus homéostatiques naturels de la terre.

¢ Dans le méme ordre les Methylovulum, avec 28% provenant de I'eau météorique, 1.4% de
I’eau de source, avec 27,6% de I'eau de mélange et de 7,4% dans le biofilm « submersed ». lls
proviennent principalement de I'épi-karst. lls utilisent de méthane et I'alcool méthylique. Mais
tres peu d’informations ont été recueillies sur le plan de I’écologie de ces microorganismes et
son influence sur le plan climatique : le controle atmosphérique demande un long gradient de
régulation (Artz et coll. 2007).

e Les Methylobacter représentant 10 % dans le biofilm « submersed » et sont tres peu présent
dans I'’eau de mélange.

e Les Xanthomonadales 0.2 % de I'eau de mélange, avec 3.7% dans le biofilm « submersed ».
Dans cet ordre on trouve le genre Stenotrophomonas est trés répandu dans I’'environnement
(par exemple dans I'eau et le sol).
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Apport des méthanotrophes météoriques par pondération par les proportions des eaux de la grotte

Noms Eau de source Différences Eau de mélange
Methylomicrobium Nd 1,6 % 1,6 %
Methylomonas Nd 3,2% 3,2%
Methylosoma 0,5% -0,4% 1%
Methylovulum Nd 30 % 30%
Crenothrix 1,5% -0,5% 1%

Ce tableau fait ressortir un faible apport de ces bactéries par I'eau de source sur les genres
Methylomicrobium, Methylomonas, Methylosoma, Crenothrix. Cette flore a été apportés soit par une
contamination du biofilm « submersed » (par croissance interne), soit par 'eau météorique, mais
seul les Crenothrix et les Methylosoma ont été apportés par I'eau de source.

Par contre le Methylovulum a une différence entre les eaux et représente a lui seul la différence de la
totalité des Gammaproteobacteria entre les eaux de la grotte. Il a été apporté principalement par
I’eau météorique.

Equilibre entre les bactéries telluriques
et les bactéries du sol pouvant étre aussi aquaphiles

Définition Snottites BIOfIlrI:IS Biofilm
« subaerial » « submersed »
Bac. Telluriques % 21,96 24,44 23,58
Bac. Aquaphile % 44,4 31,5 53,3
Rappoii= i 0,494 0,775 0,442
aqua.

Les snottites se différencient des biofilms « subaerial », mais pas des biofilms « submersed », ces
derniers ont une flore aquaphile plus importante, par le fait qu’ils sont immergés. Par contre ce n’est
pas le cas des snottites leur donnant une différenciation sur les biofilms « subaerial ».

« Les eaux de source sont d’origine profonde et elles contiennent une flore proche des eaux
thermales, avec les bactéries litho-chimiotrophe identifiant cette origine. »

7.3 Caractéristiques bactériennes des eaux de la grotte

Les caractéristiques autotrophes, aérobies, méthylotrophes, marines, du sol, de I’eau douce, sont les
facteurs les plus étudiés dans les écosystémes.

Les caractéristiques de bactéries en pourcentage des eaux de la grotte sont données dans le tableau
suivant et permettent de mieux comprendre le réle bactérien de I'écosysteme.

E
Eaux Autotrophes | Aérobioses | Méthylotrophes | Marines Sols aux
douces
Source 74,1 10,4 8,4 13,7 19 62
Mélange 69,4 23 47.4 12.5 18.7 65

Ce tableau montre des valeurs semblables, seul les méthylotrophes s’écartent de cette affirmation
par le fait que le Methylovulum est trés présent dans I'eau de mélange et plus rare dans I'eau de
source.

Cette provenance peut venir de I'eau météorique ou d’une production de cette bactérie par le
biofilm « submersed ».
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Graphique des caractéristiques bactériennes des eaux de la grotte
valeur en pourcentage

AUOTOTROPHES AEROBIOSE METHYLOTROPHES MARINES SOLS EAUS DOUCES

® Eau de source  m eaux de mélange
Les bactéries autotrophes proviennent principalement de la source minérale, ceci di au fait que
cette source doit étre relativement profonde.
Les bactéries aérobies sont plus faiblement représentées dans I'eau de source, ceci est dii a son
origine souterraine.
Les méthylotrophes sont eux plus abondants dans I'eau de mélange, ce sont les Methylovulum
apportés par I'eau météorique, devant faire cette forte différence entre I'eau de source et I'eau de
mélange.
Les bactéries telluriques, marines et d’eau douce sont relativement équivalentes dans I'eau de
source et I'eau de mélange.

« Une partie importante, des bactéries méthylotrophes, a été apportée par I'eau
météorique. Cette constatation nous fait dire qu’une I’activité méthylotrophe de la cavité a
di étre postérieure a la formation de la grotte. Elle a di s’amplifier avec la dégradation
des végétaux marins et avec la formation des hydrocarbures. »
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CHAPITRE 8 / GENERALITES DES BIOFILMS ET SNOTTITES

8.1 Particularités bactériennes dans les biofilms « submersed »

e Les Planctomycetes sont déficitaires dans le biofilm « submersed » comparativement aux
autres structures, ce déficit est sGrement d{ au fait que les Planctomyces sont aérobies, ils
utilisent la photosynthéese microbienne pour fixer le gaz carbonique atmosphérique. Le biofilm
« submersed » étant en partie anoxique n’est donc pas le biotope normal. Il faut un milieu
oxygéné en présence de lumiere pour cette classe bactérienne, pouvant expliquer le faible
taux observé dans ce biofilm.

e Les Flavobacteriaceae étant une flore, aérobie, aquatique, sont souvent présents dans les
grottes froides et ont un caractére capnophylle (tolérant la présence de CO,), correspondant a
I"atmosphere de la grotte de Sulzbrunn. Les Flavobaterium se trouvent fréquemment dans le
karst, sous forme de colonies jaune-vif, pouvant parfois recouvrir une surface non négligeable.
Elles sont présentes dans les grottes froides, humides et dans les régions polaires. Mais le
milieu anoxique du biofilm «submersed» a di étre un facteur limitant dans leur
développement.

e Le Methylovulum, étant présent a 30 % dans |'eau de mélange et a 7% dans le biofilm
« submersed » doit provenir en grande partie :

e D’un apport des eaux météoriques ;
e D’un développement de 30 % dans I'eau de mélange (signifiant que le flux de I'eau de
mélange est tres faible et que I'activité métabolique de la bactérie est élevée) ;
e OQOuil provient d'un développement interne au biofilm « submersed », mais dans ce cas la
concentration dans ce biofilm « submersed » devrait étre plus importante.
Cette bactérie psychrotolérante, a di étre I'objet d’'une sélection dans les molasses alpines,
pendant 15 millions d’années jusqu’a nos jours. Nous pouvons signaler les glaciations de
Donau (du Danube), phase de glaciation du début du Quaternaire entre -2,1 a -1,8 millions
d’années dans les Alpes. Cette glaciation a été suivie par la glaciation de Wiirm, a la derniére
période glaciaire globale du Pléistocéne ayant commencé a — 100 000 ans pour finir a -10 000
ans dans les Alpes. De plus les Alpes ont de nombreux glaciers apportant de I'eau, par leurs
fontes ils réaniment des bactéries pris dans les glaces lors de leurs formations.
Toutes ces glaciations ont pu jouer un role dans la présence de cette bactérie méthylotrophe
dans cette cavité.

8.2  Caractéristiques de I’aérobiose dans les biofilms

La grotte de Sulzbrunn étant une grotte restée trés longtemps fermée, I'écosystéme aurait di se
déplacer vers I'anaérobiose. Mais ce n’est pas tout a fait le cas.

L'analyse des différentes caractéristiques bactériennes pour I'utilisation de I'oxygéne présent dans la
cavité devient un probleme vital pour la flore existante.

T
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ableau du nombre % de bactéries en fonction de leur aérobiose dans la grotte

Biofilm Blahis Eau Eau
Définition Snottites . « Submersed )
« Subaerial » » de source de mélange
Aérobie
Diversité 21 18 16 6 10
Nombre bactéries % 37,32+0,89 34,90+1.,19 16,39 + 0,54 9,30+0,91 24,10+ 1,34
Moyenne/diversité
1,78 1,94 1,025 1,55 2,41
Aérobie facultatif
Diversité 15 13 17 14 15
Nombre bactéries 34,85+ 1,39 34,18 +1,30 35,80+1,92 44,40 + 2,35 18,40 + 0,99
%
Moyenne/diversité 2,32 2,63 2,11 3,17 1,23
Anaérobie
Diversité 10 10 17 8 9
Nombre bactéries 23,30+1,12 23,33 +1,39 33,40+1,24 18,80 +1,59 50,75 + 5,16
%
Moyenne/diversité 2,33 2,33 1,97 2,35 5,164

Dans les snottites et les biofilms « subaerial » on trouve une majorité de bactéries aérobies. Dans les
biofilms « submersed » cette quantité est en forte diminution ; malgré cela, on ne peut pas dire qu’il

y ait une anoxie du biofilm.
L’eau de source apporte a la grotte une majorité de bactéries anaérobies.

Proportions des bactéries aérobioses % dans les différentes structures
(en marron : aérobie; bleu : aérobie facultatif; en jaune anaérobie )
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L’équilibre entre aérobiose et anaérobiose peut étre analysé par le rapport entre les bactéries
anaérobies stricts /les bactéries aérobies stricts, cela afin de ne pas tenir compte de I"'ambiguité que

représente les bactéries aérobies et anaérobies facultatives.

Rapport entre les bactéries anaérobies stricts/ aérobies stricts

PP . Biofilms Biofilms Eau de Eau de
Définition Snottites . .
« subaerial » | « submersed » source mélange
Rapport 1,602 1,495 0,490 0,490 0,475
Aérobies/anaérobies

Cette forme d’analyse nous donne deux classes comprenant :
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e Les snottites, les biofilms « subaerial » (dans les snottites : I'équilibre tend vers |'aérobiose
comparativement aux biofilms « Subaerial », pouvant donner aux snottites une antériorité de
ces structures). Les bactéries 'anaérobies des snottites et des biofilms « subaerial » sont
sGrement d’origine plus ancienne. Bien qu’il existe une différence de diversité microbienne,
entre les snottites et les biofilms « subaerial », I’équilibre anaérobies / aérobies strict est
relativement semblable. Ce n’est donc pas la diversité des familles ou des genres, définissant
I’équilibre, mais les caractéristiques bactériennes de chacune faisant cette diversité.

e Les biofilms « submersed », les eaux de sources, eaux de mélanges

L’apport des bactéries anaérobies du biofilm « submersed » vient bien de I'eau de source,

mais c’est dans I'eau de mélange ou I'on trouve le plus de bactéries anaérobies. Il y a peut-

étre un développement plus important dans I'eau de mélange.
Ces résultats font ressortir que les biofilms « submersed » ne sont pas des biofilms totalement
anoxiques et qu’ils contiennent une partie non négligeable de bactéries aérobies (soit 16 %). Cette
teneur bactérienne est entretenue par le Methylomirabilis oxifera producteur d’oxygene pour les
bactéries aérobies dans cette structure.

« L’analyse de I'anaérobiose de la cavité, montre qu’il existe un équilibre relativement
constant dans les différentes structures, soit aériennes, soit aquatiques. Que cet équilibre
n’est pas régi par la diversité de genre, mais par les fonctions de cette diversité dans la
composante de I’écosystéme. »

8.3 Contaminations atmosphériques des biofilms dans la grotte
Les Gammaproteobacteria, représentées par les Pseudomonas sont de :

~ 8 % dans les snottites

~ 5,9 % dans les biofilms « subaerial »

~ 0,5 % dans les biofilms « submersed »

~ 0,7 % dans I'eau de source avec une absence dans I'eau de mélange
L'observation d’une différence entre la contamination des snottites et des biofilms « subaerial »
comparativement au biofilms « submersed » nous fait penser qu’il y a d{i avoir une contamination
atmosphérique par les Pseudomonas et les Legionella pour les snottites et les biofilms « subaerial »
(ces bactéries sont souvent présentes dans les aérosols et les nébulisations).
Les Pseudomonas, ayant un comportement psychrotrophe, sont des germes connus pour leur
possibilité d’étre véhiculés par des voies atmosphériques :
Une étude faite sur les nuages par I'équipe de Bruce Moffett, université d’East London, a montré que
la vapeur d’eau se condense ou se cristallise a la surface des aérosols; des particules diverses
s’agglomerent parmi lesquelles figurent des micro-organismes et les molécules qu’ils synthétisent.
L’efficacité de ces processus dépend des conditions aérologiques et des propriétés de ces aérosols. Il
a été montré que des bactéries du genre Pseudomonas produisent des biosurfactants, sorte de
détergent naturels diminuant la tension de surface des gouttelettes et accélerent ainsi leur
croissance, donc la survenue de la pluie. Dans ces gouttelettes une souche de Pseudomonas syringae
a été isolée™.
Les Legionellales sont aussi connus pour leur contamination atmosphérique provoquant des maladies
nosocomiales, lls se répartissent dans la grotte de la fagon suivante :

e Les snottites ont 0,2 % du total de la flore
e Les biofilms « subaerial » ont 7,8 % du total de la flore
e Les biofilms « submersed » ont 1 % du total de la flore
e L’eau de source a 0,2 % du total de la flore
e |'eaude mélange a 1 % du total de la flore

Dans le cas des Legionellales, les snottites ont été moins contaminés que les biofilms « subaerial ».
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La contamination atmosphérique existe dans la grotte, elle n'est pas répartie dans toutes les
structures de la méme fagon. Elle doit avoir une origine plus récente.

« La présence importante de Pseudomonas et de Legionella dans les snottites et les
biofilms « subaerial », fait penser @ une contamination aérienne en raison de leur présence
dans ces structures et de leur absence dans les eaux et dans le biofilm « submersed ».

8.4 Formation des hydrocarbures dans la grotte de Sulzbrunn

La présence de la famille des Rhodocyclaceae peut expliquer la formation d’hydrocarbure dans cette
cavité. Toutefois il a été montré les hydrocarbures étaient souvent contaminés par des bactéries de
I’embranchement de Euryarchaeota de la famille des Methanococcaceae dans le regne des Archaea,
se rencontrant dans les sédiments marins et font partie de la flore intestinale humaine.

La recherche sur ce regne bactérien dans cette cavité pourrait nous fournir de plus amples
informations sur ce sujet :

La dégradation des hydrocarbures par les Campylobacter, les Arenibacter, les Flavobacterium
bactéries capables d’utiliser ces composés organiques, ayant pu se former aux cours de leurs
nombreuses années dans cette cavité a permis de réduire leur développement (ce catabolisme des
hydrocarbures va éviter les surproductions).

Les Campylobacter sont des germes souvent hotes des oiseaux, ils ont di étre présents dées la
formation de la grotte, car il n’a pas été mis en évidence un apport de ces bactéries par voie
hydraulique.

« Le milieu anoxique ayant subsisté pendant de nombreuses années a di jouer un réle
sélectif dans la flore générale de la cavité. Cette sélection a di étre alimentée par la source
d’origine profonde, en apportant de ce fait des bactéries anaérobies, des Archaea, étant
produit le méthane et les hydrocarbures étant actuellement dans I'eau et 'atmosphere de
cette grotte. »

Remarque :
Une étude de la flore Archaea permettrait de mieux comprendre I'évolution de la formation des

hydrocarbures et du méthane dans ce milieu naturel.
Toutes ces remarques montrent que la formation de snottites, de biofilms « subaerial » ou
« submersed » joue un rdle protecteur pour les milieux bactériens étant leurs hotes.

8.5. Présence de bactéries typiques au parasitisme animal dans la grotte

e La famille des Chthoniobacteraceae comporte des germes étant en symbiose dans le tube
digestif des nématodes. Leur présence de cette famille bactérienne dans les snottites et les
biofilms « subaerial » pourrait étre une indication de la présence de ces nématodes dans la
grotte.
Les Xiphinema®® sont les hétes des Candidatus Xiphinematobacter phi, la présence de ces
derniers seraient une preuve dans I’'entourage de némathelminthes.

e Les Rickettsiales sont représentées par les familles Rickettsiaceae, Ehrlichiaceae,
Holosporaceae avec comme valeurs 2,4 % dans les snottites et 1,9 % dans les biofilms
« subaerial » et 9% dans les biofilms « submersed » de la flore totale de chacune des
structures.
Ces bactéries vivent en endosymbiose (parasites intracellulaires) chez les arthropodes
hématophages : comme les tiques, les poux, et les acariens et peuvent aussi infecter certains
Diptera comme les mouches, les poux et les Arachnides, en provoquant la rickettsiose.

¢ Xiphinema : genre de nématodes (les nématodes sont un embranchement de vers non segmentés, recouverts d’une épaisse
cuticule et menant une vie libre ou parasitaire).
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Ce comportement d’endosymbiose a étayé I'hypothése que des membres de ce groupe
seraient a I'origine des mitochondries. Il a été aussi spéculé sur le fait que les virus pourraient
s’étre développés a partir d’eux ou d’organismes apparentés. La présence de |'ordre des
Rickettsiales dans la grotte de Sulzbrunn, laisse a penser qu’une faune parasite hématophage
est présente dans cette cavité. Mais pour la subsistance de ces bactéries, il faudrait des
animaux pouvant fournir les hématies étant leurs nourritures. La présence de cet ordre dans la
grotte vient sGrement d’une contamination récente, datant de I'ouverture de la cavité.

La présence de Legionella, dans les biofilms « subaerial » et les snottites, étant des bactéries
vivant en symbiose dans les amibes et certains protozoaires, peut étre un indicateur de la
présence de ces protistes dans cette cavité.

C’est toutes ces observations, faites sur des bactéries ayant pour hotes des métazoaires, des
protozoaires et protistes que les investigations faites sur cette cavité doivent faire I'objet
d’analyses plus approfondies.

« Le plus difficile a comprendre ? C’est comment une telle faune a-t-elle pu s’introduire
dans cette cavité dont le biotope n’est pas adapté a ces parasites vivant en
endosymbiose. »
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CHAPITRE9 / FORMATION DES SNOTTITES ET BIOFILMS

9.1 Fixation des biofilms
Pour gu’il y ait une fixation du biofilm a la roche on doit avoir un développement microbien intensif
sur une petite surface, afin de faire un socle tenant le biofilm.

9.2 Adhérence des biofilms et des snottites

Les Verrucomicrobia, famille des Hyphomicrobiaceae, des Rhodospirillaceae, des Caulobacteraceae,
sont des bactéries a prosthecae, elles ont la particularité de comporter une ou plusieurs adhérences
appelées pédoncules (prosthecates). Ces pédoncules ont pu jouer un réle initial dans la fixation des
snottites et des biofilms a la roche. Elles doivent donc étre des éléments ayant défini la formation des
snottites et des biofilms.

Les Pseudomonas peuvent par des fonctions fimbriaes monopolaires (Les fimbriaes sont des
appendices protéiques, constituées de sous-unités une piline ou un pili, présent chez de nombreuses
bactéries Gram-négatives) permettre une absorption sur les hématies. La fonction des pilis est
I'adhésion a la surface des cellules eucaryotes. Ces bactéries a appendices sont souvent une
condition essentielle de la virulence bactérienne.

9.3 Fixation de I'azote dans le biofilm
La présence des Alphaproteobacteria dans les snottites et les biofilms « subaerial » explique que la
fixation de I'azote soit plus abondante dans ces deux derniéres structures.

e Les Saprospiraceae contribuent a la dénitrification et la déphosphoration des eaux, des boues
et des sols. Ces bactéries sont la capacité de cataboliser les bactéries mortes, ceci va permettre
le recyclage des éléments pour les bactéries vivantes (réutilisation de I'énergie).

e Les Sphingobacterium vivent dans le sol, I'eau et sur les plantes, ils peuvent provenir des
molasses alpines.

e Les Rhizobiales vivent en symbiose avec les plantes dans des nodules fixés aux racines des
légumineuses et fournissent I'azote atmosphérique sous forme d’azote assimilable par la
plante.

e Les Hyphomicrobiaceae comme I’Hyphomicrobium : est capable de dénitrification, il est
chimio-organo-hétérotrophe avec une respiration aérobie.

e Les Beijerinckiaceae : Ce sont des bactéries aérobies fixatrices de I'azote atmosphérique, acido-
résistantes. Elles sont les principales bactéries transformant le méthanol produit dans les sols
des foréts a feuilles caduques.

e Les Methylobacteriaceae comme le Methylobacterium extorquens : il est impliqué dans la
fixation de I'azote™ atmosphérique pour le développement des plantes légumineuses.

L]

Ce sont toutes des bactéries vivant dans le sol et pouvant fixer |'azote atmosphérique sous forme
assimilable par les plantes.

9.4 Constitution des biofilms

Les Rhodocyclaceae ont di jouer un réle important dans la formation des biofilms, car ils ont la
propriété de fixer 'azote atmosphérique pour produire leurs propres protéines. Cette fixation peut
dans certains cas utiliser la photosynthese. Les Rhodocyclaceae sont photohétérotrophes et
photoautotrophes (provenant s(irement de I'épi-karst), ils utilisent I’hydrogéne formé par la fixation
de I'azote pour subvenir a leurs besoins énergétiques.

" Fixation de I'azote par intermédiaire de la Nitrogénase et par réduction de la ferrédoxine (Voir page 234)

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 68



Cette caractéristique peut étre prise comme hypothese dans la formation et la fixation de la matiere
azotée dans les biofilms de la grotte de Sulzbrunn. D’autant plus que cette famille est présente dans
tous les biofilms de la grotte.

Cette famille peut étre en association symbiotique avec les bryophytes (mousses) ou les
ptéridophytes (fougeres): Rhodocyclus gelatinosus et Rhodocyclus tenus. Information laissant
supposer que les Rhodocyclaceae ont dii provenir d’une contamination a I'origine de cette cavité.

9.5 Diffusion des bactéries entre le biofilm « submersed » et I'eau de
mélange
Le fonctionnement de la diffusion, des bactéries au travers des biofilms, est un point important pour
connaitre les mécanismes de défense bactérienne que présentent ces structures.
Pour étudier la diffusion nous émettrons I’hypothése que de I'eau de mélange entre dans les biofilms
« submersed » (les bactéries sont venues de I'eau du mélange pour entrer dans le biofilm).
Théoriqguement la diffusion peut se faire de deux facons :
e Soit par un passage passif ou seules les lois de la physique répondent a cette diffusion
(systéeme des vases communicants).
e Soit par un passage actif, ce passage implique que les bactéries du biofilm aient le contréle et
de ce fait choisissent les bactéries entrantes dans la structure.

Action pouvant faire varier I’équilibre entre I'’eau de mélange et le biofilm.

e Soit une croissance interne dans le biofilm : cette croissance demande une énergie de
production, cela implique qu’il y ait un turnover bactérien dans la structure afin d’entretenir
I"activité vitale.

e Soit la mortalité interne au biofilm et a I'eau de mélange, pouvant changer I'équilibre et aussi
servir d’apport énergétique pour bactéries hétérotrophes. Ex : La présence de la famille des
Saprospiraceae sont des germes catabolisant les bactéries mortes pour donner des
composants de base servant de nutriment pour les autres bactéries.

Cas du passage passif

Dans le cas d’un passage passif, les bactéries de I'eau de mélange entrant dans le biofilm doivent
pénétrer dans un rapport constant quelque-soit le genre ou l'espéce bactérienne. Les seules
contraintes discriminantes sont les critéres de forme (longueur, largeur, mobilité, morphologique).
S’il y a une différence importante de pénétration des bactéries dans le biofilm « submersed », on
peut dire que le passage est actif.

Taux de passage :
Pour définir ce passage on établit un taux de passage entre le nombre % de bactéries dans I'eau et le
nombre de bactéries dans le biofilm « submersed ». Le taux de passage sera défini de la facon
suivante :
Taux de passage = Le nombre % d’une souche (i) dans le biofilm

(Nombre % de souche (i) dans I’eau de mélange + Nombre % de (i) dans le biofilm)

« Le taux de pénétration des bactéries dans le biofilm “submersed” est exprimé sur la
somme des bactéries des deux structures (biofilm “submersed” et eau). Ce mode
d’expression est utilisé par manque d’information pour compenser I'absence d’analyse
dynamique de la population microbienne dans cette cavité. »
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9.6. Analyse du transfert bactérien de I'eau de mélange vers le biofilm

« submersed »

La pénétration passive

Dans le cas le transfert passif des bactéries entre I'eau de mélange et les biofilm « submersed », ce
déplacement va se faire par les lois de la physique, c’est-a-dire par le principe des vases
communicants.

e Il y a une relation entre la quantité de bactéries dans I'eau de mélange et la quantité de
bactéries dans le biofilm « submersed ».

e Le passage entre les deux états est plus ou moins régulé par la difficulté de passer au travers
des mailles de la paroi du biofilm (largeur de mailles, épaisseur de la membrane du biofilm,
charges polaires du biofilm « potentiel zéta», forces hydrophiles,...). Des facteurs
morphologiques seront plus ou moins restrictifs ; les éléments, comme la taille ou de forme
des bactéries pouvant étre incompatibles avec les mailles du biofilm (structure des membranes
du biofilm).

e La saturation du biofilm peut étre un facteur limitant (le biofilm étant une structure fermée il
peut y avoir saturation).

La pénétration active
Elle est régulée par les bactéries présentes dans le biofilm, de ce fait elle devient sélective. Il peuty
avoir une destruction des bactéries étant considérées comme nuisibles ou comme inutiles a la
bioccenose de I'écosysteme interne au biofilm.
Cette sélection va étre I'une des raisons principales de la formation du biofilm dans la recherche de
I'isolement pour une défense contre les agressions extérieures.
Le passage actif dans le biofilm « submersed » va étre :

e |l dépend de la compatibilité entre les bactéries internes au biofilm « submersed » et celles de
I’eau de mélange.

o |l peut étre limité par saturation interne au biofilm (occupation de I'espace disponible).

e |l peut étre limité par I'incompatibilité au biotope pour la bactérie entrante (éventuellement
mortalité interne dans le biofilm).

e |l peut étre limité par manque de source énergétique : le développement microbien dans le
biofilm « submersed » demande une source d’énergie. Toutes les bactéries entrantes vont étre
une consommation supplémentaire d’énergie (limitation de nutriment).

e |l peut y avoir aussi mortalité par la production d’antibactérien par les bactéries interne au
biofilm contre les bactéries entrantes.

9.7 Analyse du taux de pénétration des bactéries dans le biofilm en

fonction de la teneur bactérienne de I’eau de mélange.
Relation microbienne entre I’eau de mélange et le biofilm « submersed »
Dans le biofilm « submersed » les pourcentages de bactéries par famille ou genre sont les suivants :
e Biofilm « submersed » 2,44 % + 0,89
e Eaude mélange 4,50% + 1,78
(L'intervalle de confiance est pris pour p = 0,975).
Diversité des familles ou des genres

e Biofilm « submersed », 38 familles ou genres

e Eaude mélange, 23 familles ou genres
Ceci montre que le biofilm « submersed » a une flore interne plus diversifiée comparativement a
I’eau de mélange.
Les rapports, entre les intervalles de confiances sur la moyenne, sont :

e Biofilm =0,365

e Eaude mélange =0,396
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Les flores entre I'eau de mélange et le biofilm « submersed » sont relativement proches I'une de
I"autre. Ceci doit étre le fait que la majorité, des bactéries, est apportée par I'eau de mélange et que
les parametres du biotope de I'eau et du biofilm « submersed » sont trés proches.

« Ces différences significatives entre le % et le nombre de groupes de bactéries dans le
biofilm « submersed » et I'eau de mélange nous informe, qu’il existe un d’équilibre
bactérien entre intérieur du biofilm “submersed” et I'eau de mélange, tendant vers un
passage actif (entre ces deux structures) ».

Corrélations entre I’eau de mélange et le biofilm « submersed »
Coefficient de corrélation entre le nombre % de bactéries du méme genre dans I'eau de mélange et
dans le biofilm « submersed »

e R=+0,322 soit R>= 0,103 on peut dire qu’il y a 10,3 % de bactéries étant liées entre |'eau de

mélange et le biofilm « submersed ».
(Test de validité du coefficient de corrélation linéaire : t = 2.040,
=> significatif pour p = 0,975)

Cette corrélation est relativement faible, mais reste exploitable dans le cadre d’une analyse faite sur
un écosysteme. Elle montre que 10 % des bactéries du biofilm « submersed » sont en liaison avec
10% des bactéries de I'eau de mélange.
« Le coefficient de corrélation montre que les bactéries dans le biofilm “submersed” et
I’'eau de mélange ont 10 % de leur flore étant liés. Cette constatation peut nous indiquer
qu’au minimum 10 % de la population microbienne de I'eau de mélange a un transfert
passif. »

9.8. Graphique du taux de pénétration en fonction du pourcentage

bactérien dans I’eau de mélange

Afin de standardiser des valeurs (le nombre % de bactéries de I'’eau de mélange et le nombre % de
bactéries ayant pénétrées dans le biofilm « submersed ») il va étre utilisé « I'écart réduit » (ECR)
comme valeurs de comparaisons :

L’écart réduit (ECR) : il permet de recentrer les valeurs en gardant leurs importances de variations et
de mieux pouvoir comparer les résultats de valeurs hétérogenes en alignant les valeurs.

L’écart réduit de (i) = (Valeur % des bactéries de (i)) — (moyenne % globale des mémes bactéries (i))
(Ecart type global de la moyenne bactrienne (i))

Dans le cas de ECR nous sommes dans un systeme centré, ceci veut dire que la valeur nulle n’est pas
égale a 0, elle est égale a la moyenne des valeurs.

La représentation graphique de cette répartition entre I'écart réduit du nombre % de bactéries (du
genre ou famille bactérienne) dans I'eau de mélange et de I’écart réduit (du mémes genres ou
familles bactérienne) pour leur taux de passage dans le biofilm, nous donne le graphique suivant :
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Graphique des pourcentages de bactéries de I’eau de mélange en fonction du pénétration en ECR

ECR du nombre de bacteries dans I'eau de mélange fonction du taux de

pénétation dans la biofilm submersed
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Ce graphique fait ressortir des populations de points (bactéries ou familles) formant deux droites
presque perpendiculaires :

e La partie « | » représente les valeurs de ECR taux de pénétration pour (x) < O (x : taux ECR de
pénétration) et de 'eau de mélange (y) >0 (y: ECR de I'eau de mélange). Valeurs dites
résiduelles comparativement a la droite de régression de I'ensemble bactérien (droite en ...).
Elles sont fortement présentes dans I'eau de mélange et peu de pénétration dans le biofilm
« submersed », mais I'augmentation de la concentration dans I'eau de mélange donne une
augmentation du taux de pénétration dans le biofilm. Elles peuvent étre considérées comme
des bactéries a passage passif sélectif (par les difficultés de pénétration dues a la morphologie
bactérienne).

e Dans la partie « Il » des (x) > 0 et des (y) > 0. Le nombre % de bactéries de I'eau de mélange est
fort avec un nombre % de bactéries dans le biofilm « submersed » fort. La variation des (y)
impliquant la variation des (x). On peut donc penser a un passage passif sans trop de difficulté
de passage ou a un développement bactérien dans I'’eau de mélange.

e Dans la partie « lll » des (x)> 0 et des (y) < 0, on a le nombre % de bactéries dans I'eau de
mélange étant plus faible que le nombre % de bactéries dans le biofilm « submersed ». Dans ce
cas il y a une rétention dans le biofilm : soit due au développement interne, soit due a une
sélection a I'entrée dans le biofilm par les bactéries du biofilm. Il est a remarquer que la valeur
(y) a peu d’influence sur la valeur de (x) dans cette partie, on peut donc supposer un passage
actif.

e Dans la partie « IV » des (x) <0 et des (y)<0 nous avons les bactéries peu abondantes dans I'eau
et peu abondantes dans le biofilm « submersed » avec une faible variation des valeurs de (y)
n’étant pas fonction des valeurs de (x). On peut mettre cette catégorie de bactérie dans un
passage actif ou un passage passif faible avec insuffisance de concentration bactérienne dans
I’eau de mélange.

9.9 Répartitions des groupes bactériens en fonction de leur taux de

pénétration dans le biofilm

Moyenne des taux de pénétration des bactéries du biofilm par famille ou genre en valeurs de
pourcentage :

Taux de pénétration moyen = 0,451 + 0,095 moyenne par famille ou genre (I C pour p = 0,975).

Coefficient de corrélation en valeurs de pourcentage
La corrélation entre le taux de pénétration et le nombre % de bactérie dans I'eau de mélange est :
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e R =-0,361avec une valeur de R? = 0,130 soit 13 % des valeurs étant liées
(Tests du modeéle linéaire de validité du coefficient de corrélation : t = 2,21,
=> significatif pour p > 0,975)

Méme analyse de I'ECR de I'eau de mélange et I'ECR du taux de pénétration dans le biofilm
« submersed »
Coefficient de corrélation entre 'ECR du taux de pénétration fonction de 'ECR du nombre % de
bactéries dans I'’eau de mélange :

e R=-0,367 soit R>= 0,134 soit 13,4 % de lien (t = 2,49 => p = 0,995)
Ce résultat nous montre un coefficient négatif signifiant, que lorsque le taux de bactéries dans I'eau
de mélange augmente le taux de pénétration dans le biofilm « submersed » diminue. Ceci signifie
qgue lI'on peut supposer un passage actif dans le biofilm « submersed ».

Valeur de la droite de régression en ECR de I’ensemble des populations
La droite de régression globale est inscrite dans le graphique par une droite en forme de (- - -).
La valeur angulaire de la droite de régression (y = ag*x + b,) a pour valeur (a, = - 0,361) et cette droite
passe par le point de jonction entre les axes (x) et (y), dont sa valeur de (b, = 0) valeur correspondant
aux valeurs des moyennes de I'’eau de mélange et du coefficient de pénétration.

e Taux de pénétration théorique en ECR =- 0,361 * (eau de mélange en ECR) + 0
Donc la droite passe par I'origine b, = 0
Pénétration théorique en ECR tenant compte des écarts de valeurs obtenues

e Taux de pénétration théorique en ECR =- 0,361 * (eau de mélange en ECR) + 0,32

(Pour une valeur de p=0,975).

La valeur de l'intervalle de confiance d’un taux de pénétration de + 0,32 signifie que beaucoup de
points ne sont pas alignés avec la droite de régressions.
Ce graphique fait ressortir des valeurs alignées sur la courbe de régression et des points étant en
dehors de cette droite, points étant appelés « valeurs résiduelles ».

9.10 Analyse des valeurs résiduelles de la droite de régression, entre I'eau

de mélange et le biofilm
Dans I'ensemble de points donnés dans le graphique, il est a remarquer qu’une droite peut étre
établie entre les points des bactéries suivantes :

e Methylococcaceae

e Methylovulum

* Rhodocyclaceae

* Rhodocyclales

e Ferribacterium

e Siderooxydans (il fait partie de 'ensemble général peut étre aussi de passage actif ?)

Ces points forment une droite résiduelle de I'ECR de I'’eau résiduelle en fonction de I'ECR du taux de
pénétration dans le biofilm submersed.

« Dans I'analyse graphique résiduelle, il ressort un alignement de point se différenciant de
I’'ensemble de la droite de régression globale. Cette observation peut avoir une
signification sur la nature biologique ou morphologique bactérienne. »

Coefficient de corrélation des valeurs résiduelles
Le coefficient de corrélation de cette droite partielle entre la partie négative de I'ECR du taux de
pénétration et la partie positive en ECR du nombre % de bactéries dans I’'eau de mélange :

e R=0,922 avec test t= 10.6 avec p = 0,99
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R? = 0,85 soit un lien de 85 % pour une corrélation positive c’est-a-dire que I'augmentation des
bactéries dans I'eau de mélange entraine une augmentation dans le biofilm « submersed »
(passage passif).

Droite de régression des valeurs résiduelles

ECR du taux de pénétration = a, *(ECR de I’eau de mélange) + b,
e ECR dutaux = 0.289*(ECR de I'eau de mélange) — 1,281
ECR du taux avec Intervalle de confiance = 0.289 * (ECR eau de mélange) — 1,281 + 0,645
La valeur b,= -1,281 correspond a la valeur de la pénétration en ECR lorsque I'eau de mélange
est a sa valeur moyenne en bactéries.
Des deux corrélations entre 'analyse globale et I'analyse résiduelle, les valeurs a*a, + bg*b, =
0.104 montrent que ces deux droites ne sont pas perpendiculaires.
e ECRdel’eau de mélange = 3.018 * (ECR taux de pénétration) + 4.01413

a.= 3.018
b= 4.014
Lorsque le taux de pénétration ECR est nul (donc a sa valeur moyenne) => on obtient : 46 % de
la flore résiduelle, ayant d{i passer dans le biofilm par passage passif au lieu de 50 % (ECR est
une valeur centrée), soit 4 % des germes de I'eau de mélange ne peuvent pas passer si le taux
est trop bas.
Ces 4 centiemes de la flore observés, représentent, en nombre de bactéries pour 1 gramme
d’eau, une population bactérienne minimum pour avoir un passage passif dans le biofilm de :
Le nombre de bactérie minimum pour un passage passif = 6 * 10* bactéries par ml.

Cela signifie que dans le passage passif, il existe un équilibre du systéme, entre la teneur en bactéries

de I'eau de mélange et la teneur en bactéries dans le biofilm « submersed », soit une relation entre

les bactéries entrantes et les bactéries de I'eau de mélange.

« Il n’y a un passage passif dans la biofilm “submersed” que si le taux de bactéries de I'eau

de mélange est suffisant. »

9.11 Valeurs résiduelles et le passage passif, entre '’eau de mélange et le
biofilm

Ces valeurs résiduelles ont une importance principale, car elles peuvent apporter des informations
particuliéres sur les bactéries et les raisons de leur position dans ce graphique.

Valeurs en pourcentage des bactéries résiduelles

.. Biofilms Eau de mélange Taux de
Description Pourcentages At .
« submersed » . pénétration
valeurs résiduelles
Methylococcaceae 9.5% 8.4% 0.319
Methylovulum 4,8 % 27.6 % 0.211
Rhodocyclaceae 1,0% 20,0 % 0.048
Ferribacterium 1,3% 13.6% 0.084
Siderooxydans 0.1% 5,0% 0.019
Total 16.7 74.6 0.68
Moyenne 3.34+3.98 14.92 +9.33 0.136 +0.128

On observe une différence significative entre I'eau de mélange et le biofilm « submersed » dans cette
partie résiduelle du graphique. Cette différence est due principalement a la présence dans I'eau de
mélange des Methylovulum, des Rhodocylaceae, et des Ferribacterium. Si les Rhodocyclaceae et les
Ferribacterium peuvent s’expliquer par le faible taux de pénétration, pour le Methylovulum le taux de
pénétration semble proche de la moyenne générale.

Le coefficient de corrélation entre I'eau de mélange et le taux de pénétration est :
R = 0.785 soit R> = 0.616, il y a donc 61.6 % de lien pouvant étre considéré comme un passage passif.

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 74



Sur le total de la flore de I'eau de mélange, cette sélection bactérienne représente 42 % des bactéries
de I'’eau de mélange.

« Si 61.6 % de I'’eau de mélange de ces bactéries ont eu un passage passif ramenant le taux
de passage passif a la valeur de 45.9 % des bactéries de I’eau de mélange ayant pu utiliser
un passage passif pour pénétrer dans le biofilm “submersed”. »

9.12 Caractéristiques des valeurs résiduelles du graphique
Pour définir les raisons de ce comportement du passage de l'eau de mélange au biofilm
« submersed », il faut analyser les caractéristiques morphologiques et biochimiques de I'ensemble
des bactéries formant ces valeurs résiduelles.
Index des bactéries enregistrées dans le graphique.

e Methylococcaceae

e Methylovulum

* Rhodocyclaceae

e Ferribacterium

e Siderooxydans

Caractéristiques des bactéries résiduelles ayant été retenues

Références des bactéries
Caractéristiques 1 2 3 4 5
Sans Monotriche Monotriche
Flagelles Sans flagelle ou sans Sans flagelle
flagelle .
flagelle Filamenteux
Incurvé ou Coque en forme de
Morphologie Coques Coques coques ou Coque rien
spiralé
. . L1a2um L1a2um L3a5um L3a5um L6 um
Dimensions 132 um 13a2um | 0.430.6um 0.65
Autotrophe
, . , Méthano- | Photo-hétéro- Autotrophe Pouvant étre
el Méthanotrophe trophe trophe Mixotrophe Hétérotrophe
Ou mixotrophe
. Fer (1)
Source Molécules Ammonium Hydrogene
" . Méthane Méthane , . Nitrates , .
d’énergie d’hydrogene R Réduction des
Hydrogene
Sulfures
Méthane Méthane Sucres
Source méthanol méthanol cycle de Krebs
de les amines les amines Graisses Graisses etles
carbone méthylées méthylées intermédiaires
Fixe le CO, Fixe le CO, aromatiques
A Oxyge Oxygé R .
’clcepteur Nd Nd xygeng >.<ygene Oxygene et nitrates
d’électron fermentation Nitrates
Oxydase Nd Nd (-) (+) +
Catalase Nd Nd (-) (+) -
quinones. Nd Nd UQ-8; MK-8 ua-8 Nd
Respiratoires
Marine (#) () ) (+) ()
Aérobiose (+) anaérobie Anaérobie Anaérobie Anaérobie Anaérobiose

Ce tableau fait ressortir que les points communs aux bactéries composant ce résidu sont :

e Le caractére anaérobie dans 5 cas
e La morphologie en forme de coques dans 5 cas
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e |l y a une tendance a l'augmentation de la pénétration avec la diminution du diametre
bactérien (a vérifier).

« Les valeurs résiduelles ayant été retenues sont des bactéries avec une_morphologie en
forme de coques et une caractéristique anaérobie qui de ce fait se différentient de
I’ensemble de I’écosysteme. Elles ont un comportement permettant de penser que leur
pénétration dans le biofilm “submersed” est de la forme passive. »

9.13 Autres comportements dans le transfert bactérien entre biofilm

« submersed » et eau de mélange

Dans les valeurs résiduelles se trouvant dans la partie positive (partie Il ; x>0 et y>0) du graphique
entre les ECR de l'eau de mélange et les ECR du biofilm « submersed »: on trouve les
Methylophilaceae (9.90 % dans le biofilm et 3.21 % dans I'eau de mélange). Le taux de pénétration
est de 0,755.

Caractéristiques des Methylophilaceae
Sans flagelle ; petits batonnets ou coques; métabolisme : méthylotrophe facultatif ; oxydase (+);
catalase (+) ; source de carbone : C1 et sucres ; accepteur d’électron : oxygéne ; respiration UQ-8 ;
Cette bactérie a un taux de pénétration allant dans le méme sens que la variation des bactéries dans
I’eau de mélange.
Cette famille comprend un genre, dans cette étude :
e Methylophilaceae pour seul genre le Methylotenera :
e A3.2%dans I'eau de mélange.
e A 9% dans le biofilm « submersed »
Sur le plan morphologique ces deux groupes de bactéries sont :

Noms Methylotenera

Methylophilaceae

Flagelles
Morphologie

Métabolisme

Mono-flagelle

Petits batonnets proches des
coques

méthylotrophe

Sans flagelles ou mono-flagelle
Petits batonnets proches des
coques

Facultatif méthylotrophe

Oxydase

Catalase + +

Source de carbone C1 et méthylamine C1 et sucres avec leurs
complexes

Accepteur d’électrons Oxygeéne Oxygene

Respiration uQ_8 uQ_8

Ces caractéristiques morphologiques sont proches de la flore en forme de batonnets ou de coques
comme observée précédemment. Cette famille peut étre considérée comme ayant un passage actif
par la présence importante dans le biofilm « submersed » et beaucoup plus faible dans I'eau de
mélange. Il peut y avoir un passage actif ou un passage passif avec développement important dans le
biofilm « submersed ».

Ce passage actif représente 3 % de |I'’eau de mélange.
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9.14 Correction graphique des valeurs résiduelles dans la droite de régression

Taux de pénétration des bactéries en pourcentage
en fonction de bactéries dans I'eau de mélange aprés correction

0
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Taux de pénétration en ECR des bactéries dans le biofilm submersed

Analyse apreés correction
Lorsque I'on retire la partie résiduelle que I'on a étudiée plus haut le coefficient de corrélation de
ECR du taux de pénétration fonction ECR de I'eau de mélange donne :

e R=-0,23 avec R’ = 0.053 soit un lien de 5.3 % (t = 1,23 soit non significatif)

« Ce coefficient de corrélation montre, qu’il y a peu de lien entre la variation de I'eau de
mélange et le taux de pénétration, ceci confirme que ces points sont sirement des
passages actifs. »

La droite de régression corrigée :

ECR du taux = - 0.338 * (ECR de I'’eau de mélange) + 0.166

ECR de I'eau de mélange = -0.169 (ECR Taux de pénétration) — 0.243

* ag*a, +bg*b, =-0.310 (cette droite n’est pas perpendiculaire aux valeurs résiduelles)
« Cette droite de régression est négative, elle montre une tendance a I'augmentation de la
pénétration, lorsque la teneur des bactéries de I'’eau de mélange diminue.
Dans cette partie du graphique la variation en bactéries de I'eau de mélange est faible,
alors que la variation du taux de pénétration varie fortement d’une famille a I'autre. Cela
nous permet de supposer qu’il y a un passage actif entre I'’eau de mélange et le biofilm
“submersed”. »

Biais a cette analyse :
e Une croissance interne au biofilm « submersed » (valeur faible pour I'eau et forte pour le
biofilm).
e Mortalité a I'intérieur du biofilm ou dans I'’eau de mélange.
e Teneur des bactéries trop faible dans I’eau de mélange pour pénétrer dans le biofilm.
On observe que lorsque I'eau de mélange contient beaucoup de bactéries, le taux de pénétration ne
suit pas toujours cette augmentation.

9.15 Bactéries sédentaires dans le biofilm « submersed »
Les bactéries présentes dans le biofilm « submersed » et étant absentes dans I'eau de mélange :

e Alphaproteobacteria 14,5%
e Bacteroidetes 1,2%
e Planctomycetes 7,2%
e Methylomirabilis 4,7 %
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e Methylobacter 10,5%
Ces bactéries représentent 38,1 % de la flore du biofilm « submersed », elles ont un développement
dans le biofilm sans sortir de cette structure. Leur présence a di étre mise en place a 'origine du
biofilm « submersed ». Elles sont donc considérées comme un passage actif.

9.16 Bactéries de l'eau de mélange ne pénétrant pas dans le biofilm
« submersed »

Du coté de lI'eau de mélange, il y a des bactéries présentes n’étant pas dans le biofilm
« submersed » :

* Methylomicrobium 1,6 %

* Methylomonas 3,5%

* Methylosoma 1%

Cette flore représente 6,1 % de I'eau de mélange. Cette sélection a I'entrée du biofilm pour éviter
leur présence a l'intérieur du biofilm, est une forme de passage actif.

« Le passage passif, entraine une équivalence entre la flore de I'eau de mélange et le
biofilm “submersed ». Ce passage se fait sur les principes de la physique (principe de vases
communicants). Cette forme de pénétration dans le biofilm “submersed” est estimée aux
environs de 45 % de la flore de I’eau de mélange.
La forme en coque des bactéries et anaérobiose semble étre des critéres favorisant le
passage passif.
Pour qu’il y ait un tel passage dans le biofilm I'eau de mélange doit avoir une flore
suffisamment chargée, I'estimation de cette charge microbienne est évaluée 10° bactéries
par mi.
Dans le cas du passage actif, on peut I’estimer ce type de transfert sur le complément du
passage passif (toutefois il y aura une source d’erreur due au développement interne des
bactéries dans le biofilm).
On peut donc apprécier pour une valeur d’environ 55 % de la flore de I'eau de mélange
ayant subi un passage actif par déduction.
Dans ces 55 % nous avons :
* Bactéries restant dans le biofilm submersed sans en sortir ~38 %
e Les bactéries présentes dans l'eau de mélange et absentes dans le biofilm
“submersed” représentent =~ 6 %
e Les bactéries de la famille des Methylophilaceae représentant 3% de I'eau de
mélange.
Soit un total d’environ =~ 47 % de passage actif de I'eau de mélange vers le biofilm
« submersed ».
Sur les 55 % il resterait ~ 8 % pouvant étre dii :
e Soit au développement de la flore dans le biofilm “submersed” ou I'eau de mélange
faisant la différence ;
e Soit la mortalité dans le biofilm « submersed” ou I'’eau de mélange pouvant aussi
étre un facteur de biais. »
L’absence d’analyse dynamique de la flore des biofilms “submersed”, ne nous permet pas
de pouvoir affirmer en toute sécurité les valeurs analysées, mais elles restent quand méme
une base d’estimation. »
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Remarque :

Il a été fait une analyse statique, pour définir un état dynamique. Cette étude n’a donc pas I'ambition
de faire une analyse quantitative, mais une analyse qualitative.

Le passage actif doit faire I'objet d’autre recherche plus approfondie pour le quantifier.

9.17 Morphologique bactérienne en fonction du taux de pénétration dans le
biofilm
Dans le passage passif, I'entrée des bactéries dans le biofilm « submersed » va étre conditionnée par
les caractéristiques morphologiques et bio topiques des bactéries entrantes dans le biofilm.
Caractéres analysés des bactéries entrantes dans le biofilm submersed :

e Mobilité

e Aérobiose

e Caractere marin (halophile)

e Caractéristiques de la taille bactérienne (longueur et largeur).

9.18 Taux de pénétration dans le biofilm en fonction de la mobilité

bactérienne
La mobilité des bactéries peut étre un facteur de passage des bactéries entre I'eau de mélange et le
biofilm « submersed ». Pour analyser ce paramétre sans valeur numérique, il a été pratiqué une
classification en trois points.

e 1 pour les bactéries mobiles ;

e 2 pour les bactéries plus ou moins mobiles ;

e 3 pour les bactéries immobiles.

Graphique du taux de pénétration en fonction de la mobilité théorique

Pénétration des bactéries dans la biofilm « submersed »
en fonction de leur mobilité

0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Taux de pénétration

1 2 3
B Moyenne M Intervalle
Le graphique du taux de pénétration en fonction de la mobilité bactérienne est le suivant :

Les valeurs du taux de pénétration par classe analysées sont calculées sur la base :
Moyenne partielle = (somme des bactéries a la classe (n) /Nombre de bactéries a la classe (n))

Moyenne du taux de pénétration pour la classe 1 =0,491+0,139
Moyenne du taux de pénétration pour la classe 2 =0,384 + 0,203
Moyenne du taux de pénétration pour la classe 3 =0,108 + 0,444
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Diversité dans les classes bactériennes entrantes dans le biofilm submersed

Diversité du nombre de bactéries par famille et genre dans biofilm submersed

Diversité en nombre

MARINE 1

MARINE 2 MARINE 3 MARINE 4

Test d’égalité des moyennes de Student (sur ces résultats)

Entre la classe 1 et la classe 2 t=0.93 (p = 0.85 non significatif)
Entre la classe 1 et la classe 3 t=3.11 Significatif pour p=0,99
Entre la casse 2 et la classe 3 t=2,00 Significatif pour p =0.975

Ce graphique montre que dans le cas d’un passage passif les bactéries mobiles sont plus aptes a
entrer dans le biofilm « submersed ».
Le coefficient de corrélation linéaire (coefficient de corrélation bisérial de point) pour les valeurs par
groupe obtenue par ce classement est :
R = - 0.226 soit un lien de R® = soit 5,1 % de liaison entre la mobilité et la pénétration. (t =
1,298 soit p=0,90)
Plus le classement du groupe est faible et plus le taux de pénétration est fort (cf. graphique).
Mais cette valeur de corrélation est tres basse pour étre prise sans vérification supplémentaire.

Analyse de variance de SNEDECOR : Comparaison de la mobilité bactérienne
et son taux de pénétration dans le biofilm « submersed »

Sources de . . . Sommes des .
.. Degrés de liberté , . Carrés moyens F
variation carrées des écarts
Entre population p_3classes=2 SCE a =3,288 CMa=1,94 Fob =21,31
(facteur controlé)
Entre les
observations dans | n =35
les populations n.—p=33 SCE r =2,998 CMr =0,091
(erreur résiduelle)
Totaux 35 SCEt = 3,064

Le test d’analyse de variance d’apres la valeur F., permet le rejet de I’hypothese nulle avec une
probabilité de p>0.99 %

On peut confirmer que la mobilité bactérienne joue un rble le transfert entre le biofilm
« submersed » et I'eau de mélange, mais que cette activité ne concerne que 8 % des souches
examinées.

« Ce sont les bactéries les plus mobiles qui semblent pénétrer le mieux en passage passif
dans le biofilm “submersed”. »
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9.19 Influence de I'aérobiose sur la pénétration des bactéries dans le biofilm

« submersed »

L’aérobiose est un facteur limitant pour les bactéries soit dans le sens de la disette (pour les
aérobies), soit de la pléthore (pour les anaérobies).

Il est donc important de pouvoir mesurer I'impact de ce caractére dans le transfert bactérien entre
I’eau de mélange et le biofilm « submersed ».

Valeurs moyenne du taux de pénétration des différentes caractéristiques bactériennes

Définition Aérobies stricts Aérobies facultatifs Anaérobies stricts
Moyenne 0,483 + 0,268 0,387 + 0,133 0,461 + 0,271

Diversité en nombre de familles et genres par caractéres
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Différentes aérobioses
Les anaérobies facultatifs posent un probleme de détermination, car ils peuvent étre aérobies ou
anaérobies

Ceci impliquant la combinaison comparative des taux de pénétration suivants :
e Aérobies + aérobies facultatifs comparativement aux bactéries anaérobies

Définition Aérobies + aérobies facultatifs Anaérobies
Moyenne + I.C. 0,423 + 0,080 0,461 +0,109
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Comparaison entre aérobie + facultatif et anaérobie trict dans le
taux de pénétration
en marron les | de confiances
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Il 'y a une différence entre les taux de pénétration des deux groupes de 0,038. Valeur non-
significative.
e Anaérobies + anaérobies facultatifs : La méme analyse faite en inversant les classes.

Définition Aérobies stricts Anaérobies + anaérobies facultatifs
Moyenne + 1. C. 0,488 +0,202 0,415+ 0,079

Taux de pénétration entre les bactéries aérobies stricts et
anaérobies + anaérobies en marron intercalé de confiance
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Il 'y a une différence entre les taux de pénétration dans les deux groupes de 0.072, valeur non-
significative.

Quelque-soit le systéme de calcul : il n’a pas été possible de mettre en évidence le caractére aérobie
ou anaérobie sur la pénétration des bactéries dans le biofilm « submersed ».

Analyse des coefficients de corrélation bisérial entre aérobiose et le taux de pénétration.

Aérobies + Aérobies facultatifs R =-0,027 (non significatif)

Anaérobies + Anaérobies facultatifs R =-0,017 (non significatif)

Résultats non-significatifs et non interprétables.

Analyse de la diversité entre biofilm « submersed » et I'’eau de mélange.
La diversité entre le biofilm « submersed » et I'eau de mélange peut-étre un caractere de
différentiation de ces deux écosystémes.

Albert Demichelis, Commission scientifique Fédération Frangaise de Spéléologie page 82



Bien que la flore de I'eau de mélange ne soit pas totalement comparable en diversité bactérienne a
celle du biofilm « submersed », il n’a pas été possible de faire une différence entre ces écosystemes
dans les classes d’aérobioses.

« Le taux de pénétration des bactéries dans le biofilm “submersed” n’est pas influencé par
le caractére de I'aérobiose.

On peut dire que le biofilm “submersed” ne peut pas étre considéré comme biofilm
strictement anoxique. »

9.20 Analyse du caractére « bactérie marine » dans la diffusion dans le
biofilm
Le comportement marin est important vu que l'eau de source est légerement saumatre. Il est
intéressant de savoir si au niveau du biofilm « submersed », il y a une sélection sur ce critére
bactérien.
Pour définir le caractere marin il a été pris quatre criteres de définition : Les bactéries vivant
uniquement dans les sols.

1. Les bactéries vivant uniquement dans le sol.

2. Les bactéries aquatiques capables de vivre dans le sol et dans I'eau (bactéries

aquatiques).
3. Les bactéries capables de vivre dans |'’eau douce et I'’eau de mer.
4. Les bactéries purement marines, elles ne vivent que dans I'’eau de mer.

De ces quatre critéres de spécification il en a résulté des valeurs du taux de pénétration suivantes :

Définition Critere 1 Critere 2 Critere 3 Critere 4
Moyenne 0,358 + 0,320 0,524 + 0,157 0,427 + 0,152 0,374+ 0,263
Diversité 7 18 13 10

De ce tableau il ressort que les criteres aquatiques 2 et 3 semblent étre les critéres retenus dans ce
biofilm « » submersed » ».

Graphique du taux de pénétration des bactéries marines dans le biofilm
« submersed », en bleu les valeurs moyennes, en marron I'i. confiance

1 2 3 4

Toutes fois les écarts sont relativement faibles il faut donc revoir I’exactitude de ces résultats :
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Test d’égalité des moyennes de Student

Marine 4 Marine 3 Marine 2 Marine 1
= 0,053 = 0,150 =0,016
Marine 4 t-= 1-'§1 ; L=309 " 017'5 ificati
Significatif p=0,95 | Significatif Non-significatif
p=0,99
= 0,097 =0,069
: t=3,01 t=2,11
Marine 3 Significatif Significatif
p=0,99 p=0,975
=0,166
: t=4,77
Marine 2 Significatif
p=0,99
Marine 1

Seules les bactéries capables de vivre dans les sols et les eaux se différencient des autres bactéries.
Ce sont les bactéries aquatiques étant le mieux tolérées, il existe une différence tres faible entre les
bactéries telluriques et les bactéries purement marines.

Mais cette différenciation étant relativement faible, le test de Snedecor s’'impose entre les bactéries
purement telluriques et les bactéries aquatiques.

L’analyse de variance donne :

Test de variance de Snedecor sur le taux de pénétration dans le biofilm « submersed » des bactéries marines
entre la classe 1 (bactéries du sol) et la classe 2 (bactéries aquatiques)

Sources de . . . Sommes des , F
e Degrés de liberté . . Carrés moyens
variation carrées des écarts

e Entre p—(2 classes) =1 SCE a=2,648 CMa=2,648 Fob = 8,92
population
(facteur controlé) | n=16
® Entreles
observations dans n.—-p=14 SCEr=4,156 CMr =0,296
les populations
(erreur résiduelle)
Totaux 35 SCEt = 4,156

Ces deux résultats sont significatifs pour p = 0,99

Il y a bien une différence entre les bactéries telluriques et les bactéries aquatiques dans la
pénétration dans le biofilm « submersed ».

Cette différence peut étre due a la teneur en sel de I'eau de mélange. L'analyse chimique de I'eau de
mélange a fait ressortir que cette eau contenait une teneur théorique en eau de mer de 0,7 % étant
faible pour des bactéries ayant I'habitude d’un biotope marin. Il y a donc peu de lien entre la
diffusion de bactéries dans le biofilm « submersed » et le nombre % de bactéries marines dans I'eau
de mélange.

La diversité dans les classes bactériennes entrantes dans le biofilm submersed

Seules les bactéries des sols se différencient des autres par la faible diversité des bactéries entrantes
dans le biofilm « submersed ».

« Le biofilm “submersed” semble un biotope adapté aux bactéries aquatiques, mais moins
adapté aux bactéries purement marines, siirement par manque de salinité du liquide
interstitiel du biofilm “submersed”.

Il y a une contrainte sur les bactéries marines dans le passage entre I'’eau de mélange et le
biofilm “submersed” mais cette contrainte et trés faible. »
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9.21 Influence de la taille des bactéries dans leur diffusion dans le biofilm

« submersed »

Les dimensions morphologiques peuvent étre un facteur limitant le passage des bactéries de I'eau de
mélange vers le biofilm « submersed ». Ces caractéristiques morphologiques de taille et de forme
peuvent étre un frein dans le passage de la paroi du biofilm faite de fibres glyco-conjuguées.

Les caractéristiques de ces fibres vont produire plusieurs contraintes :

e La taille des espaces inter-fibres dans le biofilm (les fibres font des espaces irréguliers entre
eux, limitant le passage des bactéries en fonction de leur taille).

e La polarité des fibres du biofilm (les liaisons hydrogéne des fibres hydrophiles vont étre un
facteur d’adhérence pour les bactéries). Cela réduit fortement le passage des bactéries dans
les fibres glycoconjugués.

e Laforme bactérienne peut étre un facteur limitant ou favorisant le passage.

9.22 Analyse de la longueur bactérienne dans la diffusion dans le biofilm

« submersed »

La structure du biofilm constituée de polymeres extracellulaires glycoconjugués contenant des
lectines, lui donne un comportement de gel, c’est-a-dire, formée de mailles de polyméres hydratées,
chargés d’un potentiel électrique (potentiel zéta), pouvant retenir certaines bactéries ayant des
charges opposées sur leurs membranes cellulaires.

C’est pour cela qu’il est difficile de pouvoir prévoir la facon dont les bactéries vont pouvoir passer ces
types de structures.

Le comportement de passage bactérien au travers des biofilms « submersed » est un point important
pour connaitre le mécanisme des transferts bactériens entre le liquide externe et le biofilm.

Cette connaissance peut permettre de comprendre I'écosystéme que représente cette structure afin
lutter contre les adhérences bactériennes pouvant étre comparées a des forteresses microbiennes,
permettant aux bactéries de résister aux antibactériens et aux modifications du biotope.

Chez 'Homme ces adhérences sont souvent le fait de maladies chroniques périodiques dans le
domaine meédical, c’est-a-dire que les bactéries vont pouvoir migrer dans ces biofilms (ou
adhérences) lorsque les conditions externes ne seront pas confortables, puis sortir lorsqu’elles se
seront améliorées.

Taux de pénétration dans le biofilm « submersed » et longueur microbienne.
N’ayant pas les dimensions réelles des tailles et des formes bactériennes trouvées dans la grotte de
Sulzbrunn (Les dimensions auraient demandé une analyse en microscopie électronique sur toutes les
bactéries présentes), cette étude s’est limitée a utilisation des valeurs données par la littérature.
Valeurs donnant une fourchette maxi et mini pour chacune des familles ou genres étudiés :

e Soit la longueur maxi et longueur mini ;

e Soit largeur maxi et largeur mini.
Les valeurs des longueurs microbiennes sur le nombre % de diversités bactériennes dans le biofilm
« submersed » et dans I'eau de mélange sont :
m = moyenne sur le % de bactéries par genre, intervalle de confiance (pour p = 0,975).

Tableau des longueurs bactériennes moyennes pondérées dans le biofilm « submersed » et I'eau de mélange

Définition Biofilms « submersed » Eau de mélange
Longueur maxi m =3,972 + 2,348 um m =4,047 +1,879um
Longueur mini m =1,151 + 0,204 um m=1,577 +0,324 um
Dans le biofilm « » submersed » » les dimensions bactériennes semblent plus faibles que dans I'eau
de mélange :

Test de Student sur les différences entre les longueurs mini et maxi des bactéries :
M L o OU L oy = (longueur moyenne des bactéries du biofilm) — (longueur moyenne des bactéries
dans I’eau de mélange)
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Ecart entre Biofilms et eau de mélange (biofilm — eau de mélange)
Pour les maximums

M L max = - 0.075 um soit une valeur de t = 0,050 soit une valeur « non significative ».
Pour les minimums.

M Lyin = - 0.425 um soit une valeur de t = 2,236 soit une valeur de p > 0,975

Il y a une différence de longueur, donnant une proportion de genres bactériens plus longs dans |'eau
de mélange que dans le biofilm « submersed ». Cette observation peut montrer, qu’il y a eu une
restriction sur la longueur dans le passage des bactéries. Cela reste toutefois faiblement significatif

La longueur minimale bactérienne en fonction du taux de pénétration dans le biofilm
« submersed ».

Coefficient de corrélation sur les longueurs minimales des bactéries et la pénétration dans le
biofilm.

R = -0,219 soit R® = 0,047 soit 4,7 % de lien (t = 2,02 avec p = 0,975 peu significatif).

Le coefficient de corrélation inversé veut dire que les bactéries plus courtes semblent montrer un
meilleur taux de pénétration dans le biofilm « submersed ».

Longueur minimum des bactéries exprimées en ECR en fonction du taux de pénétration en ECR
dans le biofilm

Pour pouvoir comparer la longueur minimum des bactéries en fonction du taux de pénétration dans
le biofilm « submersed », les valeurs analysées sont mises sous la forme écart réduit (ECR) afin que
I’on puisse faire un graphique comparatif.

Graphique entre le taux de pénétration en ECR et les longueurs minimales en ECR

Valeurs en ECR des longueurs minimales des bactéries en (y)
en fonction du taux de pénétration dans le biofilm submersed
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Cette forme graphique a une ressemblance forte avec le graphique obtenu sur le % de bactéries dans
I’eau de mélange et le taux de pénétration dans le biofilm « submersed ». Mais ce graphique n’est
pas totalement identique.
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Analyse des valeurs résiduelles du graphique comparativement a la droite de régression de 'ECR
des longueurs mini bactériennes en fonction de la pénétration dans le biofilm « submersed »
Cela nous montre que le taux de pénétration est lié aux faibles longueurs des bactéries.

Valeur résiduelle graphique hors de la droite de régression globale
La partie (I) du graphique ou on a : les taux de pénétration ECR <0 et les longueurs ECR >0
Les bactéries dans cette partie sont :

Biofilms « submersed » Eau de mélange Taux de pénétration
Nitrosomonadales 1,4 % 5% 0,592
Siderooxydans 0,20% 5% 0,020
Rhodocyclales 3,5% 20% 0,048
Rhodocyclaceae 3.5% 20%
Legionella 0,5% 1,1% 0,455
Methylomicrobium 0,05 % 1,4 % 0,004

Le taux de pénétration de ces bactéries est influencé par la longueur bactérienne, donc nous avons
un passage passif selon ce parameétre.

Caractéristiques morphologiques

Définition Nitrosomonadales Siderooxydans Rhodocyclales Methylomicrobium
Formes Spiralées En coque des Incurvée, coque, en Forme batonnet
réseaux de fibres spirale elliptique avec une
(longues Monotriche ou plusieurs
flagelles) flagelles
Longueur 5323 um 3,53 8,5um 3a5um 0.531.5um
Diameétre 0,25a 0,5 um 0,5a30,8 um 0,430,6 um 1.5a3 um
Flagelles Sans Avec filament Sans flagelle Avec flagelles
Trophismes Autotrophe et Autotrophe et Photo hétérotrophe Aérobie,
mixotrophe Mixotrophe ou photo autotrophe méthylotrophe
Taux Pénétration 0,219 0,024 0,149 0.004

La morphologie « forme spiralée ou en forme coque » semble étre un point commun a ce groupe.
Ces bactéries peuvent étre considérées dans un systéme de transfert passif entre I'eau de mélange et
le biofilm « submersed ».
Les bactéries Siderooxydans sont des bactéries contenant des fibres de 1 a 2 cm, elles formeront les
tiges d’oxyde de fer. Ces fibres vont étre un facteur modifiant fortement le passage a travers la
membrane du biofilm « submersed ».
Cet ensemble de petites bactéries représente :

e 6.1 % de la flore des biofilms « submersed »

e 32.5% de I'eau de mélange.

Dans la partie (l1)

Bactéries avec un taux de pénétration ECR dans le biofilm « submersed » > 0 avec une longueur
bactérienne ECR >0, soit supérieure a la moyenne du minimum bactérien

Ces bactéries ont une meilleure pénétration dans le biofilm « submersed » avec une longueur plus
forte que la moyenne des valeurs minimum.
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Leurs définitions et leurs caractéristiques :

Biofilms « submersed » Eau de mélange
Bdellovibrio 1,9% 1,3%
Legionellales 1% 1,1%
Sulfurimonas 0,4 % 1,3%

Les Bdellovibrio et les Sulfurimonas sont des bactéries de morphologies spiralées, pouvant expliquer
leur différenciation avec les autres bactéries du graphique.

Elles représentent 3,3 % du biofilm « submersed » et 3.7% de I'eau de mélange.

Dans ce groupe le taux de passage est indépendant de la longueur des bactéries, (pas de logiques de
la physique entre petite taille/meilleure diffusion). C'est la morphologie spiralée et fortement flagellé
permettant le passage plus facile dans le biofilm « submersed ».

Définition Bdellovibrio Legionellales Sulfurimonas
Formes Spiralée (vibrion) Batonnet Batonnet en spirale
Longueur 2,533 um 232,5um 2,53 62 um
Flagelles Monotriche Monotriche Monotriche
Aérobiose Aérobie strict Aérobiose Aérobie
Trophismes Hétérotrophe Autotrophe Chimio-autotrophe
Taux Pénétration 0,504 0,455 0,594

Les caractéristiques communes sont: de forme batonnet, vivent en aérobiose, flagellés
« monotriche ».

Bilan de pénétration pour les longueurs minimales

Les bactéries sélectionnées dans les longueurs minimales, ayant pu pénétrer dans le biofilm
« submersed » ont une longueur maximale de 5 a 23 um, comme les Nitrosomonadales. Dans cette
méme sélection, les bactéries les plus petites, ayant pu pénétrer dans ce biofilm « submersed » sont :

Lonla:lr:urs Lor::::iu © Taux de pénétration
Methylomonas 0,5 um 1um 0,020
Methylosoma 0,5 um 1um 0,050
Gallionellaceae 0,5 um 0.6 um 0,385
Gallionella 0,5 um 0.6 um 0,385
Ferribacterium 0,6 um 5 um 0,085
Ferribacterium 0,6 um 5um 0,085

« Les Gallionellaceae sont des bactéries a filaments, cette structure flagellaire leur permet
de pouvoir pénétrer dans le biofilm “submersed” quelque-soit la taille bactérienne.

Les bactéries de morphologie cocci (les coques) sont mieux acceptées dans le transfert
bactérien passif entre I'eau et le biofilm (ceci explique la longueur bactérienne plus faible
dans le biofilm).

Toutefois ce lien reste relativement faible avec un coefficient de corrélation d’une valeur
R’= 0,047 soit un lien d’environ 5 %. »

9.23 Longueurs bactériennes maximales sur la pénétration des bactéries dans

le biofilm
e Coefficient de corrélation entre la longueur maximale bactérienne et la présence dans le
biofilm « submersed » :
e R=-0.0848 avec R’= 0.007 soit 0.7 % de lien (non-significatif)
Valeur tres faible montrant I'absence de lien.
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e Coefficient de corrélation entre la longueur maximale et le taux de pénétration des bactéries
dans le biofilm « submersed » :
e R=0,02 avec R* = 0,004 ce coefficient de corrélation est non-significatif.
Les bactéries les plus longues présentent un passage plus aléatoire au travers de la paroi du biofilm
« submersed », donc un coefficient de corrélation tres faible.

Le graphique sous la forme d’écart réduit (ECR)
entre les longueurs bactériennes et le taux de pénétration

Taux de pénétration en ECR en fonction de la longueur maximale des bactéries
de I'eau de mélange
6,000
® Sulfurimonas
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Taux de pénétration en ECR

longueur maximale des bactéries en
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Ce graphique confirme la présence en valeurs résiduelles des Nitrosomonadales et Siderooxydans,
dans la zone du faible taux de pénétration a travers le biofilm « submersed » avec une longueur plus
élevée que la moyenne générale des longueurs (semblable au graphique de valeurs minimales).
Si I'on trace la droite de régression entre le taux de pénétration et la longueur maxi des valeurs
résiduelleson a:

e Siderooxydans

e Nitrosomonadales

e Sulfurimonas (qui ont un taux de pénétration fort avec une longueur maxi forte).
Les caractéristiques des Nitrosomonadales et des Sulfurimonas sont d’étre de morphologies spiralées
cette forme leur permet le passage dans les mailles de la membrane du biofilm « submersed ».
La bactérie Siderooxydans n’est pas de forme spiralée mais a des flagelles trés importante lui
permettant un avancement dans la membrane du biofilm « submersed ».
Entre ces différentes valeurs on obtient la droite de régression suivante :

ECR Taux de pénétration = (0,360 * ECR longueur maxi) — 1,328

Nous pouvons constater que dans cette partie du graphique I'augmentation de la longueur entraine
une augmentation du taux de pénétration.
La forme spiralée du Sulfurimonas et les filaments du Siderooxydans inversent la logique selon
laquelle la longueur serait un parametre obstructif a la pénétration dans le biofilm « submersed ».

¢ M™ le D' Fontaine de Maison Alfort a fait remarquer que les Leptospira (bactéries spiralées)

pouvaient passer au travers des filtres de 0.5 um sans probléme de restriction.
« Dans le cas des bactéries spiralées la longueur maximale ne semble pas un facteur
limitant de la pénétration bactérienne du biofilm “submersed”. »

Graphique parties (lll et IV).

On peut constater que dans ces deux parties les bactéries se trouvent regroupées de facon linéaire
dans des longueurs maximums inférieures a la moyenne de cette sélection, c’est-a-dire pour une
valeur inférieure a 5 um + 3,48.
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Les bactéries les plus longues de la sélection et leur taux de pénétration

Noms Longueur minimum Longueur maximum Taux de pénétration
Nitrosomonadales 5um 23 um 0,219
Sulfurimonas 1,5 um 62,1 um 0,594
Siderooxydans 3,5 um 8,5 um 0,020

« La forme maximum, des longueurs, semble plus difficilement interprétable que les
parties minimums, ceci peut étre dii a ce que les valeurs maximales sont des cas
particuliers de la flore bactérienne.

Le passage passif de I'eau de mélange au biofilm “submersed” demande une longueur
bactérienne d’environ de 5 um + 3.48 um pour les bactéries en forme de bdtonnet.

Seules les bactéries spiralées peuvent passer dans le biofilm “submersed” avec une taille de
62 um (cas particulier des Sulfurimonas). »

Observation : Ces résultats restent a étre confirmés par des mesures en microscopie électronique.

9.24 Le diametre bactérien sur la diffusion dans le biofilm

La largeur peut faire I'objet de la méme analyse que les longueurs. La logique voudrait que les gros
diameétres des particules diffusent moins vite que les petits diamétres.

Mais dans un gel de molécules glycoconjugués avec des lectines, il y a une grosseur de maille, étant
souvent biaisée par les charges électriques, les charges électromagnétiques des résidus polaires, par
I’hydratation de structure, par les vibrations des chaines moléculaires formant la structure.

C'est pour cela qu’il ne faut pas toujours voir, seulement la grosseur des mailles, mais étudier
I’ensemble de la structure en état d’hydratation.

Valeurs trouvées sur les diameétres théoriques bactériens pondérés

Dans les écarts obtenus entre les formes bactériennes.

Comme pour la mesure de la longueur, les valeurs des largeurs microbiennes sur le nombre de
genres bactériens dans le biofilm « submersed » et sur les mémes valeurs bactériennes de I'eau de
mélange.

Tableau des diameétres bactériennes moyennes pondérées dans le biofilm « submersed » et ’eau de mélange

Définition Biofilms « submersed » Eau de mélange
Largeur maxi m=1,755+0,531 pm m=1,120 +0,231um
Largeur mini m =0,648 + 0,083 um m =0,627 + 0,096 um

Dans le biofilm « submersed » les diamétres maxi bactériens semblent plus élevés que dans I'eau de
mélange.
L’analyse du rejet de I'hypothése nulle par le test de Student sur les différences donne :
Test des différences de la largeur bactérienne entre le biofilm « submersed » et I’eau de mélange
e Pour les largeurs maximums :
Imaxi= 0,635 um, soit une valeur de t = 2,215 soit une signification (nous permet le rejet de
I’hypothese nulle pour p = 0,975).
e Pour les largeurs minimums :
Imini= 0,021 um, soit une valeur de t = 0,33 (p= 0.6) soit non significatif.

Il y a une différence donnant une proportion de diamétres bactériens plus grande dans le biofilm
« submersed » que dans I'eau de mélange.

Cette observation, faite sur les maximums des diametres des bactéries, montre le fait qu’il existe un
passage actif dans le biofilm « submersed » ayant pu permettre cette observation contraire aux
logiques de la physique.
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9.25 Les diameétres bactériens minimums pénétrant le biofilm
Coefficient de corrélation sur les taux de pénétration en fonction des largeurs minimales

e R=0,114 avect = 0,65 (p = 0,70 non significatif), avec de R* = 0,012 soit un lien de 1,2 %
Ce coefficient de corrélation positif (tres faiblement significatif) montre que le taux de pénétration
est en conformité avec I'observation sur les moyennes, les bactéries ont une
Largeur théorique plus forte dans le biofilm que dans I'eau de mélange.
Droite de régression de I'ensemble bactérien entre le taux de pénétration en ECR et les diameétres
minimums en ECR des bactéries :

Taux de pénétration en ECR = 0.281 (diamétre mini) + 0.321

Cette droite de régression, nous informe que le taux de pénétration est peu variable en fonction du
diametre minimum pour la majorité des bactéries observées.

Graphique entre le taux de pénétration en ECR et les diamétres minimums bactériens en ECR

Taux de pénétration dans le biofilm en fonction de la largeur minimale des

bactéries
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Valeurs résiduelles des parties (I et 11)

Ce graphique de la partie (I) donne les valeurs résiduelles des diamétres minimums bactériens.
Dans les diameétres minimums : les valeurs plus élevées et ayant un taux de pénétration plus faible
que les moyennes sont :

Biofilms « submersed » Eau de mélange Taux de passage
Legionella 1% 1,2% 0,455
Methylovulum 7,4 % 27,6 % 0,211
Methylococcales 16,9 % 36% 0,319

Dans cette partie () les Methylovulum et les Methylococcales sont des bactéries en forme de coque,
ayant été définies pour avoir un transfert passif. Les Legionella ont eu une morphologie en batonnet

fortement flagellée.

Ces bactéries représentent : 64,8 % de I'eau de mélange et 25 % du biofilm « submersed ».
Leurs variations de diametre minima a peu d’influence sur le taux de pénétration.
Le maximum de diameétre mini observé est de 2 um.

Dans la partie (Il) du graph ou les diamétres minimums :

Biofilms « submersed » Eau de mélange Taux de pénétration
Legionellales 1,5% 1,2% 0,455
Bdellovibrio 1,9% 1,3% 0,594
Methylobacter 10,5 % 0,05 % 0,995
Ferriphaselus 0,2% 0,5% 0,500
Pseudomonadales 1,4 % 0,1% 0,909
Pseudomonas 0.2% 0,1% 0,665
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Dans I'ensemble ces bactéries ont une forme batonnet, représentant un total de 15,7 % du biofilm
« submersed » et 3,25 % de I'’eau de mélange.

Les morphologies bactériennes :
L’examen morphologique bactérien permet de définir les raisons de la position dans le graphique.

Legionellales Batonnets avec des flagelles latéraux et deux flagelles polaires

Bdellovibrio vibrions

Methylobacter soit sphérique, soit en batonnet ellipsoide

Ferriphaselus des tres petits batonnets courts légerement incurvé
(L0,8-1.96 pet0.7-0,9 um)

Pseudomonadales en forme de batonnets avec de longues flagelles.

Pseudomonas en forme de batonnets avec de longues flagelles.

Cette sélection présente des morphologies particulieres permettant aux bactéries de passer la
membrane du biofilm « submersed »

Le Bdellovibrio a la forme vibrion avec un diamétre important avec un taux de pénétration supérieur
a la moyenne des taux. Cette observation rejoint celle faite dans les longueurs bactériennes (la forme
vibrions est favorable a la pénétration dans le biofilm « submersed »).

Les Legionellales : la présence de flagelles latéraux et polaires peut expliquer la présence de cette
bactérie dans la partie (ll) du graphique. Cette abondance flagellaire va permettre a cette bactérie de
pénétrer plus facilement dans le biofilm « submersed ».

Les Ferriphaselus et Les Methylobacter sont de trés petites bactéries proches des coques, ceci
favorisant le passage dans le biofilm « submersed »

Les Pseudomonas, ces bactéries portent des flagelles (biflagellés) leur permettant le passage du
biofilm.

Elles peuvent étre considérées aussi pour un passage actif, car il y a une grande variation de diamétre
bactérien avec une faible variation de passage. Mais il peut y avoir un passage passif avec un
développement microbien dans le biofilm « submersed ».

Ces deux considérations diminuent la fiabilité du classement actif ou passif.

9.26 Les diametres maximums capables de pénétrer dans le biofilm
Les coefficients de corrélations entre la largeur bactérienne et le taux de pénétration sont :

e R=0,368 avec (t = 2,273 pour p= 0,975), soit R°= 0,135 soit un lien de 13,5 %.
Ce coefficient de corrélation positif montre que 13,5 % des bactéries ont un taux de pénétration
fonction de leur diametre bactérien.
Cette observation donne pour 13.5 % de la population microbienne, que plus le diametre bactérien
est fort plus il y a eu de pénétration (cette observation étant contraire a la logique physique nous
pouvons dire que ces 13,5 % sont des passages actifs).
Cela est en accord avec les observations précédentes a ce sujet.
Droite de régression des valeurs bactériennes globales de diameétre maximum dans le biofilm en
fonction du taux de pénétration dans le biofilm

Taux de pénétration dans le biofilm = 0,374 * (diamétre bactérien minimum) — (0.00 + 0,214)
Cette droite de régression étant centrée n’est pas exploitable pour définir les parametres, soit de
taux de pénétration, soit le diametre maxi des bactéries.
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Graphique du taux de pénétration en ECR et le diamétre maximum en ECR

Valeur en ECR du taux de pénétration dans le biofilm en fonction des diamétres
maximums en ECR des bactéries
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Analyse résiduelle pour la partie (I) du graphique.
Dans ce tableau les bactéries avec un diamétre supérieur a la moyenne, avec un taux de pénétration
dans le biofilm « submersed » inférieur a la moyenne, sont :

Biofilms « submersed » Eau de mélange Taux de passage
Legionella 0,5% 1,2% 0,455
Methylovulum 7,4 % 20,6 % 0,211
Methylomicrobium 0,5% 1,4 % 0,040

Morphologie de la partie (I) du graphique :
Methylovulum en forme de coques
Methylomicrobium en forme de coques
Seul les Legionella sont en forme de batonnet avec présence de nombreux flagelles.

Ces bactéries sont des passages passifs.

Définition Legionella Methylobacter Methylovulum
Formes Batonnet Batonnet ellipsoide | Coque
Largeur Diameétre >2 um ; 0,8a1,5um 2 um
Longueur 1,2 a3 um 2 um
Flagelles Flagelle polaire ainsi | Monotriche Non flagellé
que des flagelles
latéraux
Mobilité Mobilité (+) Mobilité (+) Immobile
Aérobiose Aérobie facultatif Aérobie strict Aérobie strict
Trophismes RAS Méthanotrophe Méthylotrophe
Type | Type Il
Taux Pénétration 0.455 0,995 0,211
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Analyse résiduelle du taux de pénétration pour la partie (11)
Cette partie se compose de :

Biofilms « submersed » Eau de mélange Taux de pénétration
Crenothrichaceae 13% 1,2% 0,921
Legionellales 1,5% 1,2% 0,455
Methylobacter 10,5 % 0,05% 0,995
Bdellovibrio 1,9% 1,5% 0,594

Caractéristiques différentielles entre les résidus (partie Il du graphique)

Définition Crenothrichaceae Legionellales Bdellovibrio
Formes Batonnet avec des Batonnet Petits batonnets Gram (-
filaments fixateurs du );
fer 1ll pouvant avoir
dela2cm
Largeur 0,6a5um Diameétre >2 um ;
Longueur 1a2um 1.4 um
Flagelles Sans flagelle Flagelle polaire ainsi que Longueur 2.5 pm
des flagelles latéraux Flagellés, engainées,
monotraces.
Aérobiose Aérobie
Trophismes Chimio- hétérotrophe | Aérobie facultatif
Méthylotrophe
Aérobies stricts.
Mobilité Mobile Mobilité (+)
Taux Pénétration 0,921 0.455 Trés mobiles
0.594

Caractéristiques de ces deux bactéries n’ayant pas été précédemment citées

Les deux premieres Crenothrichaceae et Legionella ont des taux de pénétration élevés et un
diametre supérieur a la moyenne, elles sont de forme batonnet avec des flagelles péritriches et sont
aérobies. Les Crenothrichaceae ont de tres longs flagelles leurs permettant une meilleure
pénétration.

Le Methylovulum appartenant a la famille des Methylococcaceae rejoint les observations faites sur la
longueur des minimums bactériens c’est-a-dire que cette bactérie fait partie des coques, elle a un
passage passif.

Valeurs résiduelles des diamétres maximums des bactéries passées dans le biofilm « submersed »
Droite de régression englobant les résidus de type (l) et type (II) du précédant graphique

Les valeurs résiduelles de la droite comprennent Methylomicrobium, Methylovulum, Legionella,
Legionellales, Bdellovibrio, Crenothrichaceae.

Coefficient de corrélation de la droite résiduelle : R = 0,723 soit R*> = 0,522 soit un lien de 52,2 %
entre le diameétre des bactéries et le taux de pénétration.

Droite de régression des résidus

Taux de pénétration dans le biofilm = 0,588 * (largeur maxi des bactéries) — 0,574
Diametre maxi = 0,9044 * Taux de pénétration + 1,0186

Le diameétre théorique obtenu pour un taux de pénétration de 0,995 est 1,92 um
Les bactéries de gros diameétre passées dans le biofilm ont un diameétre de 2 pm.

Recherche sur les diameétres maximums permettant la pénétration dans le biofilm
Les coefficients de corrélation sont insuffisants pour définir une analyse linéaire d’optimisation, nous
pouvons simplement comparer les valeurs des longueurs ayant donné les résultats les plus probants :
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Pour les longueurs maximums la bactérie la plus longue ayant donné un taux de pénétration
supérieur a la moyenne, est :

e Sulfurimonas avec un taux de pénétration de 0,594 et une longueur maximum de 62 um et
un diametre de 1.5 um (la moyenne des diametres étant de 1,138 um). Ce genre appartient
bien a une valeur maximum de la flore examinée.

e Pour le diametre la valeur de 2um semble étre encore possible c’est le cas de
Methylococcaceae étant des coques de cette dimension avec un taux de pénétration de
0,319 pour une moyenne générale du taux de pénétration de 0,413.

On peut donc se fixer sur ces valeurs pour définir les longueurs et les largeurs étant possibles dans le
transfert bactérien dans de tels biofilms « submersed ».

« Bien que le rejet de I’hypothése nulle ne soit pas trés évident, cette concordance est un
facteur supplémentaire de solidité de cette observation que les bactéries du biofilm ont un
diamétre plus fort que dans I'eau de mélange. »
« Conclusion partielle sur I’étude de la taille bactérienne :
Dans cette étude nous pouvons constater que la tailles des bactéries n’est pas le facteur le
plus réprimant dans le passage au travers du biofilm « submersed ».
Les facteurs les plus importants dans la pénétration des bactéries de I'eau de mélange
dans le biofilm « submersed » sont :

e La morphologie : forme spiralée, cocci (coques), flagelles et filaments.

e Le diamétre bactérien.

e Lalongueur bactérienne peut étre acceptée par une morphologie adaptée. »

Observation : « Ce critére a été analysé sur des bases théoriques bibliographiques, méritant d’étre
confirmées sur des mesures faites par microscopie électronique.

Ces résultats ne sont donc qu’une indication de tendance et non une véritable information.

Afin de palier au fait des écarts donnés par la littérature sur les dimensions microbiennes, il est
apparu plus faisable de prendre les dimensions microbiennes en traitant les maximum et minimum
séparément au lieu de faire une moyenne des valeurs. »

9.27 Croissance interne des bactéries dans les biofilms*?

La croissance de la biomasse observée dans I'eau de mélange et dans les biofilms « submersed » peut
étre mesurée par deux analyses prises dans les temps t; et t,. Cette interprétation dynamique doit
prendre en compte la mortalité des individus pendant cette période.

Les parametres permettant I’étude de la croissance microbienne sont :

¢ L'intervalle de temps court (dt).

e Lavariation de la biomasse (dN) (variation du nombre d’individu).

e Lavariation de la masse moyenne microbienne que I'on nomme (dW).

Dans un écosystéme hétérotrophe ol la biomasse est en disette de nourriture (cela étant le cas de la
grotte de Sulzbrunn), les turnovers de naissance et de mortalité ont un réle important dans
I’équilibre de la croissance microbienne.

Le calcul se fait alors :

Pendant un intervalle de temps court (dt), I'effectif de la biomasse diminue de (dN) et la masse
microbienne individuelle morte est de (dW).

La production instantanée dans le temps (dt) est la somme de deux termes :

e (N —dN) => individus survivants au temps (t + dt) on a accru la biomasse de la quantité [dW .
(N - dN)J.

e Pendant l'intervalle de temps dt, chacune des bactéries disparus a produit une quantité
d’énergie (pour les hétérotrophes), avant d’étre consommeés (cause de mortalité principales)
une biomasse comprise entre 0 (si elle a été consommée aussitdt apres I'instant t) et dW (si
elle a été consommée immédiatement avant I'intervalle).
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En admettant qu’en moyenne 'augmentation de poids de I'ensemble des individus avant d’étre
consommeés a été de dW/2 (moyenne létale ou DLsy). La production nette de la biomasse pendant le
temps dt vaut :

dP N.dW - ((dN . dW)/2)
On peut calculer la production secondaire de la biomasse durant sa vie entiére :
Dans la pratique, il est important de déterminer N et W a chaque instant de la vie de la biomasse : il
est indispensable de discrétiser la loi et d’observer les deux variables a des intervalles de temps
(régulierement ou irrégulierement) espacés.
La production de la biomasse est estimée :

P o=[N.W+(N.W)/2]
Etude de la croissance interne aux structures dans la grotte de Sulzbrunn
Dans I'étude de cette grotte nous n’avons pas d’information sur I'évolution dynamique (dans le
temps) de la flore des eaux, des biofilms et des snottites pour avoir une notion sur la croissance
microbienne.
Cette analyse n’étant pas portée a notre connaissance, les seules valeurs nous informant sur le
développement microbien dans le biofilm « submersed » sont les écarts entre le nombre de bactéries
d’'un genre donné dans I'eau de mélange et le méme dénombrement fait dans le biofilm
« submersed ».
Il est difficile de pouvoir donner une affirmation sur la croissance sans faire une analyse différentielle
dans le temps, mais on peut toujours faire une hypothése de croissance sur les bactéries ayant un
taux de présence plus important dans le biofilm « submersed » que dans I'’eau de mélange.
Dans un premier temps nous pouvons dire que les bactéries non présentes dans I'eau et présentes
dans le biofilm « submersed » sont des bactéries ayant eu une croissance interne aux biofilms :

Pourcentage du biofilm « submersed »
Bacteroidetes 1,2%+0.6
Planctomycetes 18.4 %
Verrucomicrobia 1%+0.6
NC 10 Methylomirabilis 4,7 %
Alphaproteobacteria 16,8 %

Soit une biomasse en nombre de bactéries de 42,1 % du biofilm « submersed ». Cette biomasse
ayant contact tres réduit avec les eaux de la grotte (Elle est absente dans I'eau de la grotte).
Leur développement dans le biofilm submersed est un développement interne.
L'observation de la différence existante entre la concentration bactérienne de I'eau de mélange et la
concentration bactérienne dans le biofilm « submersed » peut aussi étre un indicateur de
développement.
S’il est considéré que les bactéries de I'eau de mélange ne peuvent pas entrer dans le biofilm
submersed avec une concentration supérieure a celle-ci, le taux maximum entrant dans le biofilm
« submersed » devrait étre égal au taux de bactéries de I’eau de mélange « vases communicants ».
En partant de ce principe, la différence bactérienne entre I'eau de mélange et le pourcentage des
mémes bactéries dans le biofilm « submersed » peut nous donner une indication sur le
développement bactérien.
Moyenne des écarts entre I'eau de mélange et le biofilm submersed pour les bactéries présentes
dans I'’eau de mélange et le biofilm « submersed » :

A de mélange biofilm submersed = 5.487 % + 2.815
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Tableau des bactéries ayant une teneur plus forte dans le biofilm « submersed » que dans I’eau de mélange

o iela: Valeur en % de la flore Différence entre le
Taux de pénétration . .
. . totale biofilm « submersed »
Nom dans le biofilm . . 5 2
« submersed » Dans biofilm et '’eau de mélange
« submersed » % biofilm
Bdellovibrio 0,594 1,9% 0,6 %
Crenothrichaceae 0,921 14 % 12,8 %
Crenothrix id id id
Methylobacter 0,995 10 % 9,95%
Methylomirabilis 0,990 4,7 4,7 %
Methylophilaceae 0,636 14,7 % 6%
Methylotenera id Id id
Pseudomonas 0,667 0,2 0,1
Sulfurimonas 0,594 1,9 0,1
Xanthomonadales 0,949 3,7% 3,5%
Moyennes / genres 0,747 + 0.130 6,30 % + 4.23 4,71 % + 3.58

Crenothrix est déja présent dans Crenothrichaceae (Crenothrix Crenothrichaceae)
Methylotenera est déja dans Methylophilaceae (Methylotenera Methylophilaceae)
Ces deux familles ont des bactéries vivant principalement a I'intérieur du biofilm « submersed »
Les pourcentages de bactéries genre Crenothrix et genre Methylotenera du biofilm ne sont pas pris
en compte dans les calculs.
Total de la sélection des germes, ayant une valeur positive pour la différence entre I’'eau de mélange
et le biofilm « submersed » :

(A>0) =37,75%
Valeur moyenne par famille ou genre = 4,71 % + 3,58
En pourcentage d’augmentation = 76 % d’augmentation microbienne dans le biofilm submersed sans
tenir compte des bactéries sédentaires
Cette augmentation peut étre expliquée par la croissance. Mais n’ayant pas la valeur du temps que
représente cette évolution, nous avons la qu’une valeur statique.
La différence entre les bactéries a l'intérieur du biofilm « submersed » et les bactéries de I'eau de
mélange peut provenir des hypothéses suivantes :

e Le passage actif permettant a certaines bactéries d’accéder aux biofilms, mais pas a d’autres
donne un écart bactérien entre I'eau de mélange et le biofilm dans la condition qu’il y ait un
non-retour dans I'eau de mélange.

e Le développement interne des bactéries entrantes par passage passif, créant une différence
entre le biofilm « submersed » avec I'eau de mélange (croissance dynamique interne).

e Les bactéries vivant a lintérieur du biofilm sans avoir aucun contact avec
I’extérieur (croissance interne).

e Les occupations de la place pouvant étre aussi un facteur limitant dans le biofilm.

On retrouve cette flore dans la partie haute du tableau sur les écarts réduits du taux de pénétration
en fonction du pourcentage de I'eau de mélange.

« Toutes ces observations confirment, qu’il existe bien une barriére immunitaire entre le
biofilm “submersed* et I'eau de mélange.

Il existe un développement interne au biofilm “submersed" nous étant donné par la
différence entre I'eau de mélange et ce biofilm. Cet écart est bien dii a la croissance interne
bactérienne, mais sans une étude dynamique il est difficile de donner des valeurs
quantitatives. »
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9.28 Activité autotrophe de I’écosystéme bactérien

L'activité autotrophe dans la grotte de Sulzbrunn a une importance primordiale sur I'écosysteme
général de cette cavité. Ce sont les bactéries autotrophes permettant une continuité et une stabilité
dans le cycle énergétique de la cavité.

La grotte de Sulzbrunn étant une cavité fermée le renouvellement énergétique est de ce fait
restreint.

Ce sont les bactéries autotrophes transformant les matiéres minérales et purifier I'air ambiant par
|'absorption et la transformation du gaz carbonique, du méthane, de I'azote, pour élaborer leurs
matieres organiques.

Cette transformation va permettre la production d’une matiére organique (par la production de
bactéries servant de constituant organiques), devenant une matiere énergétique pour les bactéries
hétérotrophes.

Graphique entre les pourcentages autotrophes et méthylotrophes dans chaque structure

Pourcentage de bactéries autotrophes et méthylotrophes dans
chacune des structures (en marron)
Diversité en nombre de familles et de genres

ﬂ_ﬂ_n__ﬂ‘

SNOTTITES BIOFILM BIOFILMS EAU DE SOURCE EAU DE MELANGE
SUBAERIAL SUBMERSED

La diversité bactérienne reste relativement constante, mais les caractéristiques métaboliques sont
tres variables, cela montre que cette diversité de genres ou d’espéces n’est pas conservée d’une
structure a l'autre (entre snottites, biofilms, eaux). Seuls comptent les caractéristiques de cette
diversité.

Les bactéries autotrophes et méthylotrophes se trouvent en plus grosse quantité dans |'eau de
source et dans I'eau de mélange, cette observation vient du fait que les eaux souterraines sont riches
en Ferrobacteria et en bactéries sulfureuse (bactéries chimio-litho-autotrophes).

Le biofilm « submersed » chargé en bactéries autotrophes et méthylotrophes par I'intermédiaire de
I’eau de mélange n’aura pas de déficit énergétique.

Par contre les biofilms « subaerial » et les snottites vont étre moins chargés en ce type de bactéries
cela pose un probléme d’apport énergétique dans ces structures.

Le role des bactéries autotrophes dans le biofilm et les snottites est primordial, pour la pérennité de
ces structures dans des temps aussi longs, sans perte d’énergique (par la récupération des gaz
carbonés et azotés de I'atmosphere).

Les bactéries autotrophes se nourrissent de CO, et d’azote atmosphérique pour élaborer leur
constituant organique ; il en est de méme pour les bactéries méthanotrophes ou méthylotrophes
utilisant le méthane atmosphérique, et produisant de la matiére organique et devenir un nutriment
pour les bactéries hétérotrophes.

Ce cycle vital peut étre une hypothése expliquant la survie de ces écosystemes.
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Rapport entre les (bactéries autotrophes + bactéries méthylotrophes) /bactéries Hétérotrophes

Définition Snottites B'Oflln?s Elctins Eau de source E?u de
« subaerial » « Submersed » mélange
Hétérotrophes 82 76,7 38,7 25,9 30,6
Total (autotrophes 18 23,3 61,3 74,1 69,4
+ méthylotrophes)
Rapport
(autotrophes +
méthylotrophes) 0,22 0,30 0,631 2,86 2,26
/
Hétérotrophes

Autotrophe / hétérotrophes => rapport consommation sur production (=> indice de consommation)

Ce tableau fait ressortir que les snottites et les biofilms « subaerial » ont un rapport inférieur au
biofilm « submersed » (différence d’environ 50 %). Cette constatation pose la question de savoir
quels sont les sources d’énergie autre que les bactéries autotrophes pour subvenir aux besoins des
snottites et biofilms « subaerial » ?

e Dans les biofilms « subaerial » et les snottites : I'apport énergétique des bactéries autotrophes
pour combler les besoins des bactéries hétérotrophes est insuffisant. Cette observation nous
fait dire que le turnover microbien doit étre fortement ralenti ou il doit y avoir une source
énergétique externe permettant de compenser ce déficit.

Ce déficit peut étre comblé par I'absorption du CO, (comme source de carbone) et du méthane
atmosphérique comme le précise I'étude analysée indiquant : une teneur en carbone isotope
C™ de 30,7 + 1,1 pour mille étant entre les signatures de CH, et de CO, de I'atmosphére de la
grotte.

Ces deux structures ont la particularité de contenir des bactéries de la famille des
Saprospiraceae (soit 0,5 % de la flore dans les snottites et 4,5 % dans le biofilm « submersed »)
Les Saprospiraceae sont des germes de catabolisme de la flore morte (recyclage des
nutriments), elles forment des tiges épiphytes, bactéries filamenteuses dans les boues
activées.

Dans cette famille il y a trois groupes bactériens spécialisés dans I’hydrolyse des protéines et
acides aminés servant de sources de carbone et d’énergie.

Ce comportement peut étre une raison d’une meilleure utilisation par les bactéries
hétérotrophes de I'énergie et du carbone fournis par les composés organiques dus au
métabolisme ou au catabolisme des bactéries autotrophes ou au recyclage des bactéries
mortes hétérotrophes.

e Dans les biofilms « submersed », I'apport énergétique par le développement de bactéries
autotrophes doit étre plus équilibré (valeur de 0,631 de rapport). Malgré cela I'apport en
isotopes C™ est fourni par le « carbone analysé dans les biofilms ont une signature isotopique
de C” de 44,4 pour mille, correspondant a la valeur observée dans le méthane ». On peut
penser qu’il y a un équilibre pouvant répondre a la pérennité de ce biofilm.

e |’eau de source est un apport non-négligeable en bactéries autotrophes et I'eau météorique
d’apres les calculs n"apporte pas ou peu de bactéries autotrophes aux biofilm « subaerial » et
aux snottites. L’équilibre autotrophes /hétérotrophes de I'eau se retrouve seulement dans le
biofilm « submersed ».

Dans de telles conditions, I'équilibre bactérien va étre le facteur important dans la survie de la flore
microbienne.
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Rapport entre les bactéries méthylotrophes sur les bactéries autotrophes

Définition Snottites B'Oflln?s Heillis Eau de source E?u el
« subaerial » « Submersed » mélange
Méthylotrophes % 10,5 12,6 46,3 8,4 47,4
Autotrophes % 7,5 10,2 15 65,7 22
Rapport
p 1,4 1,2 3,1 0,12 2,2
Méthyl/Auto

¢ Dans les biofilms « subaerial » et les snottites le rapport entre les bactéries méthylotrophes et
les bactéries autotrophes est relativement proche comparativement au biofilm « submersed »,
avec une proportion de méthylotrophes plus importante que d’autotrophe.

e Dans les biofilms « submersed » ce rapport se trouve fortement augmenté et devient
supérieur a 'eau de mélange. Cela peut montrer une activité méthylotrophe plus importante
dans ce biofilm « submersed » ou une consommation de germes autotrophes plus importantes
dans ce biofilm que dans I'eau de mélange (soit 32% de moins d’autotrophes que dans I'eau de
mélange).

e Dans I'eau de source ce rapport est fortement diminué par une faible teneur en bactéries
méthylotrophes. L'écart existant entre I'eau de source et les eaux de mélange, montre que
I'apport, des germes autotrophes par I'eau tellurique est tres faible, par opposition : I'apport
des germes méthylotrophes, devant étre relativement important (la teneur en
Methylococcales dans I'eau tellurique est estimée a 28 %).

Le biofilm « submersed » semble plus équilibré que les autres structures par la présence d’eau,
permettant d’avoir un Aw plus propice au développement microbien. L’activité méthylotrophe de
cette structure est plus importante, il faut donc un apport énergétique plus grand.

L’eau de source a un rapport faible car I'activité autotrophe vient principalement des bactéries litho-
chimio-autotrophes oxydant et réduisant les métaux comme le fer, le manganese et le soufre. Son
apport en bactéries méthylotrophes est relativement faible comparativement a I'eau de mélange et
au biofilm « submersed ».

Methylotenera (ordre des Methylophilales, famille des Methylophilaceae) présents :

Biofilms « submersed » 14,3 % de la flore ce cette structure
Eau de source 2,6 % de la flore de cette structure
Eau de mélange 7,3 % de I'eau de mélange

C’est une bactérie aérobie, sa présence dans la partie des biofilms « submersed » est sirement due a
son aérobiose facultative. Elle utilise le méthane ambiant pour la formation de son carbone et de son
énergie, s'est-elle, devant étre I'apport principal du biofilm « submersed ».

« La flore de la grotte est en grande partie composée de bactéries méthanotrophes et
autotrophes expliquant que les structures (des biofilms et des snottites) de la grotte ont pu
survivre a 15 millions d’années sans un apport d’énergie organique extérieur.

Tout se passe donc comme si les bactéries hétérotrophes cultivaient les bactéries
autotrophes pour produire leur nourriture. »

9.29 Le caractere autotrophe et les indices de croissance
En considérant la croissance interne a partir de la différence existante entre le biofilm « submersed »
et 'eau de mélange, chez les bactéries autotrophes (méthylotrophes inclus) on obtient :

Tableau des bactéries ayant un delta positif (biofilm « submersed » - I'’eau de mélange) en pourcentage

Définition Autotrophes Hétérotrophes
Nombre enregistré des valeurs (+) 52,7 10.
Total des bactéries % 9 3
Moyenne 5,8 3,3
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Les bactéries autotrophes semblent étre plus abondantes dans le biofilm « submersed » que dans
I’eau de mélange. Cette observation peut étre liée au fait que les bactéries autotrophes sont en plus
grande quantité lorsque la croissance est plus forte.

Rapport Autotrophes / Hétérotrophes = 1.75 (valeur souvent constatée dans les rendements
alimentaires)

Familles ou genres ayant donné un résultat positif

Autotrophes Hétérotrophes

Sulfuricella
Gallionella
Ferribacterium

Comamonadaceae
Burkholderiales
Rhodocyclaceae

Methylosoma
Methylomicrobium
Methylomonas
Methylobacter
Methylophilaceae

Les genres ayant eu la différence la plus forte sont :
Dans les autotrophes :

e Ferribacterium =>13.1%

e Methylovulum =>22.9 %
Dans les hétérotrophes :

e Comamonadaceae => 4.7 %

« Ces observations semblent étre liée au fait que les besoins énergétiques de la croissance
entrainent une augmentation de la flore autotrophe. »

9.30 La flore marine de la grotte de Sulzbrunn

A notre époque la flore marine n’ayant pas de raison d’étre en Baviére, elle a de ce fait une valeur
dans I'historique de cette cavité. L’'origine de cette flore définit I'époque ol la Baviere était une
région coOtiere et en partie recouverte par la mer (c’est-a-dire 35 millions d’années, ére du
« Rupelien »).

Selon le Bureau bavarois de géologie, la Baviére était recouverte par la mer il y a 35 millions
d’années, les rivieres provenant des Alpes apportaient leur limon et la cOte maritime était une zone
avec une végétation aquatique tres florissante.

L’eau saumatre de la grotte et les valeurs élevées en iode suggérent que cette activité marine reste
toujours présente.

Au Miocéne, il y a 17 a 15 millions d’années (ére « Langhien »), la mer s’est retirée et les mollasses
limoneuses alpines ont recouvert les zones maritimes cotieres. Les bactéries marines se sont
trouvées alors piégées dans les molasses et les sédiments marins. La cavité est devenue une enceinte
fermée restée isolée du monde extérieur jusqu’a nos jours.

Les analyses microbiologiques faites sur I'eau, les biofilms et les snottites, démontrent que la
majorité des bactéries identifiées par PCR (analyse de I’ARNr 16s) sont des bactéries d’origine
marine.

Bactéries marines trouvées dans la cavité
Catégories
e Marine 0 — bactéries du sol
e Marine 1 — bactéries d’eau douce
e Marine 2 — bactéries marines et d’eau douce
e Marine 4 — bactéries marines pur
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Nombre de bactéries par unité de diversité dans les différentes
catégories de biotope bactérien en bleu la diversité
en marron le nombre de bactéries/diversité

35,00 31,00
30,00
25,00
20,00 17,00
15,00 13,00

10,00 7,70 7,99 7,03
600, 33
5,00 .
0,00

Marine O Marine 1 Marine 2 Marine 3

Valeurs en nombre de de diversités

Catégories de biotope bactérien

Les bactéries typiques des sols et des eaux douces se trouvent dans une proportion quasiment
identique en pourcentage par famille ou par genre avec une diversité fortement différenciée.

Les bactéries marines dans leur ensemble (facultatives), en fonction de leur diversité, sont
légerement inférieures dans cette forme de calcul, leur diversité est faible mais les bactéries
purement marines sont proches des deux premieres valeurs.

Comportement marin dans la grotte de Sulzbrunn
Cette grotte a gardé une flore microbienne marine correspondant a la période ol la mer était
présente en Baviére. Une telle trace d’un passé aussi lointain nous permet de refaire I'histoire de sa
formation et de voir comment ce peuple bactérien a pu venir jusqu’a nous sans probleme majeur.
Une majorité de la flore correspond a une flore marine représentant 30,5 % de la flore totale avec
une diversité de 40 % genres et familles de I'ensemble des structures.
¢ Flore marine exclusive = 24,27 % de la flore totale toutes structures confondues
e Flore marine stricte et marine facultative = 30,5 % de la flore totale toutes structures
confondues.
Diversité des familles ou des genres analysés :
¢ Flore marine exclusive = 49 genres ou familles soit 30 % de I'ensemble.
¢ Flore marine exclusive et flore marine facultative = 63 genres ou famille soit 40 % de
I'ensemble.
Le terme de bactéries exclusivement marines correspond aux bactéries retrouvées seulement en
milieu marin.
e Les biofilms « subaerial » comportent plus de bactéries marines que les autres structures.
e Les snottites viennent en second.
e Les biofilms «submersed» ont une différence significativement plus faible
comparativement aux autres structures.
e Les eaux de la cavité sont proches des biofilms « submersed ».
Bien que proches des biofilms « subaerial » en pourcentage de flore les snottites ont une plus grande
diversité microbienne par rapport aux autres structures leur donnant une différenciation.
Ces observations montrent que les biofilms « subaerial » et les snottites, présentent les
caractéristiques marines de I'origine de cette cavité.
Le fait de leur isolation aérienne, par rapport aux eaux de la grotte, ayant coupé ces structures de
I'influence extérieure donne a ces deux structures la potentialité de nous informer sur la flore marine
I'initiale de cette cavité.
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Graphique de I’analyse globale des bactéries marines exclusives et bactéries marines

Pourcentage de bactéries strictement marines par structure (en marron)
Biodiversité en nombre de bactéries par structure (en bleu)

BIOFILMS SUBMERSED BIOFILMS SUBAERIAL SNOTTITES EAU DE SOURCE EAU DE MELANGE

Les différences sur les pourcentages entre les différentes structures (biofilms et snottites) nous
permettent le rejet des égalités des moyennes pour une probabilité de p > 0,99.

Il n’en est pas de méme pour I'écart entre I'eau de source et I'eau de mélange permettant le rejet de
I’hypothése nulle avec une probabilité de p= 0,85 (probabilité faible).

Caractérisation des bactéries marines
Pour plus de clarté, des étoiles ont été ajoutées afin de définir I'importance marine des familles ou
bactéries classées dans le tableau suivant :

*) familles ou genres vivant dans les eaux douces.

**) familles ou genres vivant a la fois dans les eaux douces et dans la mer.

**%*) bactéries vivant exclusivement dans la mer.

Bactéries marines non-protéobactéries

Bacteroidetes Planctomycetes NC10 Verrucomicrobia
Flavobacterium * Phycisphaeraceae ** Methylomirabilis *** Verrucomicrobia *
Arenibacter*** Phycisphaera *** FukuN18 *

Souche SM1A02 **
Cytophagaceae*
Cytophaga*
Saprospiraceae* Planctomycetes**
Saprospira*** Planctomyces Pir4d**

e Les Arenibacter, bactéries marines et d’eau douce de la famille des Flavobacteriaceae, sont
présentes dans les snottites et les biofilms « subaerial » avec une présence de 1,2 % de la flore
totale dans chacune de ces deux structures.

e Les bactéries NC10, que I'on ne trouve que dans les biofilms « submersed », ne doivent leur
présence ni a I'eau, ni a I'air, car elles sont trés peu représentées dans I'eau et absentes dans
les structures aériennes :

Le Methylomirabilis oxifera, (environ 4,7 % de la flore des biofilms « submersed »). Cette
bactérie fait partie des bactéries marines, elle a participé a la formation de I'oxygéne sur notre
planéte.

e Les Porphyrobacter, bactéries marines sont présentes a 0,7 % dans les snottites, a 1,2 % dans
les biofilms « subaerial » et a 2% dans les biofilms « submersed » de la flore totale des
structures. Ce sont des bactéries isolées dans I'eau de la mer orientale de Corée (en 2005). Il y
a de fortes chances pour que les Porphyrobacter aient déja été la a I'origine de cette cavité.
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Protéobactéries marines

a_Proteobacteria p_Proteobacteria y_Proteobacteria &_Proteobacteria
Hyphomonadaceae** Pseudomonas** Helicobacteraceae*
Hyphomonas *** P. iodooxidans** Sulfurimonas***
Nitrosomonadales**
Porphyrobacter *** F;ZZ’;Z;ZZ: i " Altzggnoonbaaii?;gf : - Campylobacteraceae**
Sulfuricella**
Methylococcaceae**
Rhodobacteraceae*** Methylomicrobium***
Methylomonas***
. Rhodocyclaceae**
Rhodospirillaceae ** Rhodocyclus**
Crenothrichaceae*
Crenothrix*

Index : * bactéries d’eau douce ; ** bactéries marines et d’eau douce ; *** bactéries strictes marines

Sur ces observations on remarque que beaucoup de familles, de genres et de souches sont issus de germes
symbiotiques marins, vivant habituellement en symbiose sur des algues ou sur la faune invertébrée et
crustacée aquatique.

Les Gammaproteobacteria vivent aussi bien dans I'eau de source (soit 10 % de la flore totale de I'eau
de source) que dans I'eau de mélange (40 % de la flore de I'’eau de mélange). Soit une proportion eau
de source/eau de mélange de 0,25. Cette observation peut venir du fait que la contamination en
Gammaproteobacteria aurait pour origine les eaux météorites venant de I'épi-karst.

Crenothrix : valeurs et rapport entre le biofilm « submersed » et I’eau de mélange

Eau de mélange Rapport Biofilm/Eau m.
~ 0.93% ~7,3

Eau de source
~3,0%

Biofilms
~6,8%

Ce tableau montre que le biofilm « submersed » contient plus de Crenothrix que I'eau de mélange et
gue le passage entre le biofilm et I'eau est relativement réduit. Le Crenothrix, par son caractere
hétérotrophe, peut s’adapter aux différents milieux et conditions climatiques méthanotrophes.
Concernant la purification méthanique de I'atmosphére, le Crenothrix présente donc un intérét pour
ses propriétés méthanotrophes moins dépendantes des conditions du biotope que les autres

Sa présence doit provenir de la formation de la grotte bien que cette bactérie, soit anaérobie
facultatif. De ce fait, elle aurait pu résister au recouvrement de la cavité.

Les Archaea n’ayant pas fait I'objet de I'étude, ont srement été ou sont présentes dans I'eau de
source minérale, car elles sont productrices de méthane par la méthanogenese du gaz carbonique.
Cette analyse nous permet de remonter le temps dans la formation de la grotte de Sulzbrunn. Une
analyse plus détaillée pourrait nous permettre de définir la véracité de nos hypothéses et de nous
permettre de suivre I'évolution de cette cavité.
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Bactéries du parasitisme marin, observées dans la grotte

Nom Algues Faune marine
Spartobacteria +
Cytophaga
Pla46
Phycisphaeraceae
Rhodobacteraceae
Rhodospirillaceae
Methylomonas s
Methylococcaceae
Arenibacter et Marinobacter
Methylomonas
Epsilonproteobacteria
Sulfurimonas

+
+

O e I [ a A o o o e

Saprospiraceae : cette famille bactérienne représente dans les snottites environ 0,3 % de la flore de
cette structure, et dans les biofilms « subaerial » environ 2 %. On la retrouve dans une communauté
de biofilms bactériens épiphytes colonisant les surfaces des algues marines

Ces bactéries s’attaquent aux diatomées et aux Cyanobacteria, cela peut expliquer I'absence de
Cyanobacteria dans les biofilms « subaerial » et les snottites. Les molasses alpines auraient pu
apporter ces bactéries en recouvrant le milieu marin a la formation de la grotte (Cyanobacteria sont
présentes dans les lacs de montagne).

Flore microbienne marine symbiotique des algues trouvées dans la grotte de Sulzbrunn

Familles Familles

Symbioses avec des algues Symbioses avec des invertébrés et animaux marins
Saprospiraceae Chthoniobacteraceae
Flavobacteriaceae (genre Arenibacter) Helicobacteraceae (genre Sulfurimonas)
Phycisphaeraceae
Beijerinckiaceae (genre Methylocella)
Pir 46
SM1A02

La présence d’'une symbiose bactérienne dans la grotte de Sulzbrunn est la preuve que la flore
microbienne marine observée est bien une flore présente depuis I'origine de cette cavité.

Flore microbienne ayant pu donner des endosymbiontes

Familles Biotopes
Endosymbiontes

Candidatus CN (Methylomirabilis oxyfera) Océans et boues
Chthoniobacteraceae (Xiphinematobacter) Invertébré (Xiphinema)
Methylobacteriaceae (Methylobacterium) Pin sylvestre
Ordre Rickettsiales (Ehrlichia, Rickettsia) Dans le sang animal et humain
Methylococcaceae (Methylomicrobium) Dans les moules (faune et flore marine)
Epsilonproteobacter (Sulfurimonas) Branchies d’un escargot de mer en eau profonde

L'existence d’une symbiose ou endosymbiose bactérienne entre une flore d’algues et une faune
marine cétiere, telles qu’elles ont pu exister il y a 33 millions d’années, signifie que ces algues, ces
invertébrés, ces végétaux, sont bien présents des I'origine de la grotte il y a 15 millions d’années.
Malgré une période aussi longue on peut reconstituer cette biodiversité au travers de la flore
microbienne.

L’iode dans la grotte
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La présence d’iode signalée dans cette cavité est aussi un facteur important : cela prouve que cette
grotte a été avant tout un littoral recouvert d’algues marines, ces algues étant le support
symbiotique de la flore observée.

« La flore marine de la grotte de Sulzbrunn, représente =~ 30,5 % de la flore totale toutes
structures confondues, a pour origine la formation de la cavité.
Les données sur les bactéries marines montrent une relation entre la formation de la grotte
sur le littoral marin, il y a 15 millions d’années, avec les bactéries actuellement présentes
dans la cavité.
Les seuls points restants difficilement compréhensibles sont les questions :

e Comment cette flore a pu subsister pendant une période aussi longue ?

e A cette longue période d’existence, la spéciation a telle eu une place dans

I’évolution de la cavité ? ».
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CHAPITRE 10 / SPECIATION ET EVOLUTION MICROBIENNE

La grotte de Sulzbrunn a donc été isolée du monde extérieur pendant 15 millions d’années ; durant

cette période, a I'extérieur, les étres vivants évoluaient par le biais des mutations génétiques et de
nouvelles familles bactériennes, de nouveaux genres, de nouvelles especes apparaissaient.

La séparation entre I'enceinte de la cavité (endo karst) et I'extérieur (épi-karst) laisse au hasard le
libre choix se modifier selon I'adaptation au niveau du biotope karstique afin que la biomasse
présente vive dans les meilleures conditions.

10.1 Apparition de nouvelles espéces
Carole Smadja'* précise dans son étude: « Des espéces apparaissent méme sans isolement
géographique. Le dogme d’une séparation stricte entre espéces, prévalant depuis soixante ans, ne
tient plus. Aujourd’hui la preuve est établie : deux espéces peuvent diverger tout en échangeant des
genes »
Ernst Mayr en 1940 précise 'isolement dans la spéciation : « Le concept sous-jacent est les suivant :
pour que deux populations constituées d’individus appartenant a une méme espéce divergente en
deux nouvelles espéces, il faut que les deux populations soient séparées par une barriére physique
infranchissable... Ces deux populations sont alors en situation d’allopatrie™. De facto isolées I'une de
I"autre sur le plan reproducteur, elles n’échangent aucun géne — on dit qu’il n’y pas de flux de génes.
Cette théorie étant en parfait accord avec le savoir naturaliste de Ernst Mayr: en tant
qu’ornithologue, il était confronté a de nombreux exemples témoignant du réle de I'isolement dans la
spéciation.
Theodosius Dobzhansky s’interrogeait sur I'éventualité d’une spéciation avec flux géne des deux
situations. Soit les deux futures espéces vivent sur le méme territoire - on dit qu’elles sont en
sympatrie” et alors le flux de génes est important. Soit les deux futures espéces divergent d’abord en
allopatrie puis aprés avoir commencé a diverger, entrent en contact...
Il n’a pas été suivi dans sa réflexion, car les modeles théoriques d’alors prédisaient tous que la
séparation avec flux de génes était impossible. »
« Pour qu’un isolement reproducteur complet entre deux futures espéces ait lieu, il faut généralement
une accumulation de nombreux d’effets barriéres réduisant le flux de genes entre les deux espéeces. En
revanche I'absence de barriere physique, rien n‘empéche les individus de populations en cours de
divergence de se croiser entre eux. Le flux de genes inhérent a la reproduction sexuée ralentit
I’évolution des effets barriéres et rompt leur association, aboutissant a une homogénéisation des
génomes. »'°
Suivant le principe « d’isolement dans la séparation des espéces » d’Ernst Mayr notre grotte de
Sulzbrunn possédait deux effets barriere :

e L’'un entre I'endo-karst et I'épi-karst (cet effet barriére était infranchissable et il a subsisté

pendant 15 millions d’années).
e |’autre est la barriére entre les parois des snottites et des biofilms permettant d’avoir une vie
interne intense et une faible vie externe.

Ces deux effets de barriere auraient d0 favoriser les mutations par le fait que les conditions du
biotope étaient non-conformes a la majorité des germes d’origines marines. Germes s’étant
retrouvés il y a 15 millions d’années dans des conditions de vie terrestre.
Les biofilms sont slirement une fagon de réagir a I'inconfort du biotope endo-karstique et pour
résister aux agressions du milieu.

% SMADJA Carole : chargée de recherche CNRS, a I'lnstitut des sciences de I'évolution de Montpellier, a récemment organisé
avec Isabelle OLIVIERI et Fadela TAMOUNE, le colloque Spéciation 2013 du programme européen Frontiers of Speciation
Research.

nh Allopatrie : désigne le fait pour deux espéces divergentes d’avoir des aires de répartition différentes

" Sympatrie : signifie que deux especes divergentes occupent la méme aire géographique.
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Malgré cela les bactéries marines ont gardé pendant toute cette période de 15 millions d’années
leurs caractéres d’espéces et n‘ont pas créé de nouveaux genres ou de nouvelles especes
bactériennes.

D’apres le principe de Dobzhansky : les biofilms et les snottites par leurs diversités microbiennes
dans un espace réduit créent une mini-bioccenose interne, pouvant étre considéré comme une
absence de barriére.

La diversité des biofilms « submersed » est remarquable. Cela est sGrement d( a I'augmentation de
I’Aw du milieu, lui-méme étant fortement augmenté par I’eau osmotique apportée par les parois du
biofilm. Cette diversité sans barriére physique pourrait expliquer I'absence de spéciation.

Mais Carole Smadja 'précise dans son étude : « En revanche, en I'absence de barriére physique, rien
n’empéche les individus de populations en cours de divergence de se croiser entre eux. Le flux de
genes inhérent a la reproduction sexuée ralentit I'évolution des traits “barriéres” et rompt leur
association, aboutissant a une homogénéisation des génomes. Dans les premiers modéles, cet effet
apparaissait comme prépondérant, il dominait le phénomene de divergence a I'échelle des deux
populations considérées. D’oul la conviction que la spéciation était impossible en situation de flux de
geénes. Il a fallu attendre les années 2000 pour cette facon de voir évolue.

Mark Kirkpatrik de I'université du Texas (Etats-Unis d’Amérique) a développé de nouveaux modéles de
spéciation plus complexes prenant en compte davantage de parameéetres concernant les bases
génétiques, a montré qu’il était possible, dans des conditions assez réalistes, de voir émerger un
processus de spéciation en situation de flux de génes. En particulier lors d’un contact secondaire entre
populations en voie de différentiation, par un phénomeéne dit de renforcement. »

10.2 Spéciation « par renforcement »

« Deux populations issues de I'espéce d’origine divergent d’abord séparément, puis se rencontrent.
Des hybrides sont produits au niveau de la zone de contact. S’ils sont moins performants que leurs
parents, I’hybridation diminue et la spéciation s’achéve. Dans la spéciation sympatrique, la
divergence est déclenchée par adaptation a I'environnement, en dépit de contacts constants. La
production d’hybrides est initialement importante. »

Dans notre cas les bactéries sont asexuées, mais ont la possibilité d’échanger une partie de leurs
codes génétiques par le transfert dd au pilis.

10.3. Les vecteurs de spéciation chez les bactéries
La spéciation aurait pu se produire lors :

Des échanges sexuels* : contrairement a une opinion courante, les bactéries, ont bel et bien
une vie sexuelle. Elle fut décrite voici une cinquantaine d’années par Joshua Lederberg, Elie
Wollmann et Francgois Jacob. Les bactéries n'ont pas besoin de sexualité pour se reproduire,
puisqu’elles les font par simple division cellulaire. Mais elles peuvent échanger des génes a
I'occasion. Les échanges de chromatine se font par le pilis ou les prosthecae. Mais il existe dans ce
cas des bactéries donneuses d’ADN (plasmides) par I'intermédiaire du pili's et des bactéries
accepteuses de plasmides. C’'est une forme que I'on peut assimiler a une sexualité, car il y a une
concordance entre donneur et récepteur.

“ Sexualité bactérienne : le processus sexuel strict qui nécessite un contact préalable et un appariement entre bactéries
de sexe différent (hétérothaliques) avec la formation d’'un pont cytoplasmique permettant les échanges bactériens dont celui du
chromosome. Le facteur de sexualité ou de fertilité (F) permet la synthese de pilis sexuels chez la bactérie donatrice ou
méale et donne la polarité au chromosome. Le transfert d’ADN chromosomique est a sens unique, orienté, progressif et
quelquefois total (2 h).

Ces transferts par les plasmides de I'acide désoxyribonucléique (ADN) bactérien doivent étre suivis de recombinaison
génétique dite légitime (s'il provient d’'une méme espéce ou d’'une espece voisine). Dans d’autres circonstances, '’ADN peut ne
pas se recombiner (cf plasmide). Ces transferts sont unidirectionnels, le plus souvent partiels (1 a 2 % du génome transféré) et
d'efficacité faible (fréquence de recombinaison de l'ordre de 10°).D’une part, il doit y avoir de 'ADN libéré d’une bactérie
(exogénote). D’autre part celui-ci doit étre fixé sur une bactérie réceptrice en phase de compétence.

" pilis : organes d’échange de plasmide entre les bactéries, ce sont des formes tubulaires qui permettent de relier deux
bactéries, ces pilis sont les organes qui vont jouer un réle dans la résistance aux antibiotiques par I'échange de plasmide qui
contienne les facteurs chromosomiques de résistances.
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Les bactéries de la grotte de Sulzbrunn étant capables d’échanger des génes par la voie
prosthecae sont les Hyphomicrobiaceae, Caulobacterales, Rhodospirillaceae.

¢ Les maodifications transcriptionnelles comme dans I'épigénétique ; cette modification des
ARN est une étape importante du contréle de I'expression des genes, on considére généralement
que les différentes modifications sont les éléments de régulation post-transcriptionnelle ""de
I’expression des genes. Elle peut aussi avoir un réle important dans la spéciation par la formation
de mutation.

Il a été montré que chez les bactéries le temps nécessaire pour passer d’une génération a une
autre varie beaucoup selon I'environnement : de dizaines de minutes & 210 jours™ Le taux de
mutation dans la nature n’est pas constant.

On connait le taux de base de mutation chez les bactéries étant de I'ordre d’'une mutation pour
300 générations, Mais c’est un taux mesuré quand tout va bien, quand le nombre de bactéries
croit de maniére exponentielle. Ce taux varie avec l'environnement. Le taux de mutation
augmente sensiblement lors de carences alimentaires... Ainsi, il augmente lors du vieillissement
d’une colonie bactérienne dont les ressources viennent & manquer™. On sait que le taux de
mutation varie d’'un géne a l'autre. Qu’'une mutation dans un géne essentiel a un effet négatif.
Mais certains genes méme importants peuvent avoir « intérét » a muter de temps en temps.

Petit groupe de génes bactériens réparateur de ’ADN*’
Pendant la division cellulaire, le chromosome est soumis a des contraintes importantes,
éventuellement accrues par les agressions dues a I’environnement. Il existe plusieurs systémes de
réparation destinés a raccommoder différents types d’altération.
e [ésions chimiques et erreurs de copie. Une erreur courante est le mésappariement. C’est se
produisant lorsque deux bases d’ADN sont mal appariées (décrit par Crick et Watson), nous
avons la une déformation de I’hélicité. Elles sont identifiées dans ce systéme par un groupe de
protéines chargé de les corriger (c’est le systéme SRM).
Le systeme dit SOS s’enclenche quand l'intégrité du génome est en danger ou, tout ou moins,
quand le mécanisme de réplication est entravé ou freiné (Ultra-violets, température, agents
chimiques, carences naturels...).
La réplication de I’ADN se fait mal et I’'on voit apparaitre de I’ADN inter-brin. De méme que le
systéeme SRM repére aussitét une base mal appariée, le systéme SOS repére I’ADN simple-brin. Le
premier réle revient a une protéine de choc, la RecA, produite par I’'un des génes du régulons SOS ;
RecA est aussi la molécule jouant le réle phare dans toutes les opérations de recombinaison, du
mariage entre fragment de I’ADN identiques ou semblables. Son existence a été postulée des le
début des années 1970 pour rendre compte d’une multiplicité de phénoménes jusqu’alors non
reliés entre eux. On parvient a une connaissance plus fine de ces mécanismes au niveau
moléculaire. Il est constitué d’une vingtaine de génes au moins, étant coordonnés pour jouer un
réle régulateur.

™M Modifications transcriptionnelles : la modification post-transcriptionnelle des ARN est une étape importante du contrble de
'expression des génes, on considére généralement que les différentes modifications sont les éléments de régulation post-
transcriptionnelle de I'expression des génes. Ces différentes modifications peuvent influer sur différentes caractéristiques de
'ARN, telle que sa stabilité, sa capacité a étre traduit ou bien méme modifier la séquence a traduire. La plupart des ARN sont
modifiés post-transcriptionnellement, mais la nature des ARN modifiés varie entre procaryote et eucaryote, et entre le noyau et
les organites chez les eucaryotes.

e  Segmentation

e  Modification des extrémités.

e  Ajout de la coiffe en 5’

. Formation d’une coiffe.
Chez les eucaryotes, certains ARN, et en particulier les ARN messagers, subissent une modification de leur extrémité 5, qui la
protege contre la dégradation par des exonucléases. Cette modification, appelée coiffe, consiste en I'addition d’'une 7-
méthylguanosine sur le premier nucléotide de 'ARN, par une liaison 5'-5’ triphosphate[1]. Les deux premiers riboses de 'ARN
transcrit peuvent aussi subir une méthylation de leur position 2'.
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Réparation des erreurs de transcription
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Ce systéme répare aussitét une base mal appariée. Le premier réle revient a la protéine RecA,
produite par I'un des régulons SOS.

Dans la duplication cellulaire, divers incidents peuvent se produire sur les brins ADN, entrainant
des anomalies. Il existe plusieurs systemes de réparation. Le systéme SRM agit a la fois pour
réparer les erreurs ponctuelles de ’ADN et pour contréler ce que I'on appelle la recombinaison™.

e Le systéeme SRM agit par I'action d’enzymes intervenant quand un brin d’ADN erroné vient
d’étre synthétisé. Le brin parental sert de référence pour éliminer ces anomalies sur le nouveau
brin : base erronée (mutation ponctuelle), base en excés (expansion), base manquante
(contraction). Les signaux déclenchant I'intervention du SRM sont des signaux biochimiques
bien localisés de I'ADN, étant loin de I’endroit du mésappariement des bases et servent a
discriminer I'original copie.

e Le SRM intervient aussi en amont de la synthése sur le brin parental, pour prévenir
I'apparition de délétions la ol existent des structures secondaires contenant des
mésappariements de bases (transposons...) Le RSM agit en déroulant le brin parental. Il agit a
la préservation intégrité de I’espéce.

e La recombinaison homologue est un autre systéme de réparation, intervenant lorsque les
deux brins sont simultanément endommagés ou quand des erreurs subsistent apres la
réplication. Dans ce cas une protéine spécialisés (RecA) va aller chercher sur une molécule
d’ADN synthétisée au cours de la réplication d’une région présentant une identité de séquences
suffisante avec le ou les brins lésés et va nouer une sorte d’épissure permettant de restaurer
Iinformation manquante. Le SRM assure que lors de la recombinaison entre ces séquences
d’ADN partiellement différentes (dites divergentes), la différence n’excéde pas un certain seuil
risquant de provoquer un réarrangement chromosomique ou d’autoriser la recombinaison avec
une séquence provenant d’une espeéce différente. Si le SRM est inactivé I'’ADN lésé peut se

" Cette absorption d’ADN polymérisé est suivie d’une recombinaison génétique |égitime avec acquisition de nouveaux
caractéres génétiques stables, donc transmissibles a la descendance dénommée recombinants ou transformants.
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marier avec de I’ADN venu d’une autre espéce. Rappelons que la recombinaison homologue est
la seule maniere de réparer ’'ADN quand les deux brins sont cassés. La protéine RecA va
restaurer la séquence manquante en allant chercher l'original du texte génétique sur une autre
molécule d’ADN, acquies¢ant a la polymérase de resynthétiser les deux brins manquants. La
recombinaison n’introduit que secondairement une variabilité génétique accrue. Son but
premier, immédiat, est de réparer. Dans le systéme SRM il a été observé une mutation de
sexualité interspécifique entre deux souches : les recombinaisons produisent aussi bien par
I'intermédiaire de plasmides que par celui des virus. Il suffit en réalité de provoquer une
mutation sur I'un ou I'autre des deux principaux génes du SRM appelés mutS et mutL, pour
I'inhiber et autoriser cette sexualité interspécifique. En temps normal, la protéine codée par le
gene mutS est spécialement chargée de réparer 'erreur de mésappariement. Le réle du géne
mutL est moins clair.

Systéme dit SOS™
Ce systeme utilise une vingtaine de génes au moins, se coordonnant pour jouer un réle
régulateur (régulons) d’une protéine
Le systéme SOS est toujours activé lorsqu’une situation de stress entraine une altération de la
réplication de I’ADN et la production d’ADN simple brin, servant de signal déclencheur. Le
systeme SOS peut méme étre activé en absence de source exogéne de lésions de I’ADN. Il est
induit au bout de 48 h dans des colonies bactériennes vieillissantes dont le taux de croissance
est ralenti, situation courante dans la nature. Il faut noter que le Systéeme SOS peut aussi
intervenir sur des morceaux d’ADN étrangers découpés par les enzymes de restriction. Le
systéme SRM n’entrave pas le systeme SOS, mais continue de freiner la recombinaison
interspécifiqgue méme en cas d’activation du systeme SOS. Le systeme SOS exerce de multiples
fonctions dont certaines sont en action avec une intensité variable.
Les deux systémes (SMR et SOS) agissent sur la variabilité génétique de maniére opposée : le
SRM réprime ce que le SOS active.
Quand l’environnement est favorable, le systeme SRM est pleinement activé et contréle
rigoureusement la barriere d’espece.
Dans ce cas le systeme SOS n’est pas activé. Quand survient un stress environnemental
susceptible de porter atteinte au bon fonctionnement de la réplication et donc a l'intégrité du
génome, le systéme SRM est inhibé et le systéme SOS est activé. Les deux systemes expriment
I'idée qu’entre un taux de mutation trop important entrainant la mort immédiate et un taux
insuffisant se traduisant par une incapacité a s’adapter, il existe un taux de mutation optimal,
maximisant la valeur adaptative.

polymorphisme polymaorphisme

de I"ADN de I"TADN
" SOS constitutit A

strass

temps temps

A droite : Systéme SRM coupant les génes étant mal appareillés
A gauche : Systéme SOS réparant les génes abimés avant ou pendant la transcription
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Stress et systeme SOS :

Un stress environnemental induit une réponse du systéme SOS augmentant la mutagénése de
maniére transitoire. L’'opération, peut se répéter. Aprés la période de stress, le systéme SOS est
désactivé et le systeme SRM reprend sa fonction de gardien. Le polymorphisme de I'’ADN s’est
davantage accru comme si les épisodes de stress n’avaient pas eu lieu.

Stress prolongé et systéme SRM :

Dans le cas ol le systéme SRM se prolonge, le systeme SRM est susceptible de muter. Les alléles
mutation sélectionnés favorisent un taux de mutation environ cent fois plus élevé. La droite du
systéme SRM' indique la vitesse a laquelle le polymorphisme s’accumulerait si le systéme SRM
était complétement inactivé. Il existe une synergie entre les effets du SRM et ceux du SOS (effet
aditif, voir multiplicateur).

« Suite a ces constatations, les bactéries marines de la grotte de Sulzbrunn ont di s’adapté
au milieu terrestre, provoquant de ce fait un stress relativement long.
Dans ce cas, elles auraient dii subir des mutations pour leurs adaptations. »

10.3.1 Facteurs de spéciation
¢ Les bactériophages peuvent étre un facteur de spéciation :
lls auraient pu réaliser les transferts I'ADN de bactérie a bactérie, afin d’obtenir les
modifications génétiques pour aboutir a de nouvelles espéces. Les bactériophages sont des
outils fondamentaux de recherche et d’étude en génétique moléculaire. Les bactériophages
servent entre autres de vecteur de clonage et de transfert de génes. lls sont présents dans
I'ensemble de la biosphere en quantité plus importante dans les excréments, le sol et les eaux
d’égout. La découverte de I'activité des bactériophages par Frederick W. Twort date de 1915
remarquant alors que des colonies de microcoques prennent parfois un aspect vitreux, da a
une destruction des cellules bactériennes, et que cette caractéristique est transmissible a des
colonies normales par simple contact. Les bactériophages auraient pu dans notre cas effectuer
des mutations par transfert de genes.
¢ La présence de virus :
Tels que les Retroviridae étant une famille de virus regroupant les sous-familles suivantes :
Orthoretrovirinae et Spumaretrovirinae®?. Ce sont des virus & ARN monocaténaire de polarité
positive, infectant les vertébrés. lls se distinguent notamment par la présence d’une enzyme
virale : la transcriptase inverse (Tl, ou encore RT pour reverse transcriptase) rétro-transcrivant
leur génome d’ARN en ADN pour étre intégré par la suite dans le génome de la cellule héte.
Assemblage et maturation de virons grace aux protéases virales, puis bourgeonnement et
libération des nouvelles particules virales dans le milieu extracellulaire (seul probleme dans ce
cas, la présence de cellules de vertébrés est indispensable pour qu’un tel processus se
produise).
¢ Le systéeme génétique CRISPR_Cas9 :
C'est un systeme immunitaire bactérien contre les attaques virales sur des bactéries. Le
systeme appelée CRISPR a pour effet de mettre en mémoire dans une chaine chromosomique
les copies des chaines d’ADN ou ARN virales. Lors d’une attaque virale, I'enzyme Cas-9 pourra
couper les parties de I’ADN microbien seraient occupées par la chaine de séquence virale.
Cette coupure protégeant la bactérie peut aussi étre une source d’erreur de transcription, il y
aura donc possibilité de mutation.

° Spumaretrovirinae (sous classe de virus)
Classe : incertae sedis ; Ordre : Ortervirales ; Famille : Retroviridae ; Genres : Brovispumavirus, Equispumavirus,
Felispumavirus, Prosimiispumavirus, Simiispumavirus.
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Procédure de transfert d’ADN :
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La bactérie (A) contient un agent de transfert (GTA) :

Le virus ou bactériophage introduit dans, la bactérie (A) son ADN viral, sera décodé par la
bactérie et transformé en virus.

Dans cette transcription, il se créé des virus dont une partie contient I'agent de transfert de la
bactérie (A), agent étant emporté par les virus.

De cette bactérie (A), il va sortir des virus dont certains contiennent I'agent de transfert.

Ces virus vont a leur tour infecter d’autres bactéries (B) et une bactérie (C), sera a leur tour
traduire I’ADN viral et dans le cas ou cet ADN est en présence de I'agent de transfert, ces
bactéries vont fixer a I’ADN viral I’agent de transfert (production d’'un ADN hybride), cas de la
bactérie (C).

De cette opération, il va sortir de la bactérie C (avec agent) des virus dont certains seront
porteurs de I’ADN viral, ayant fixé I'agent de transfert.

De cette bactérie (C), il va sortir des virus hybrides dont leur ADN contiendra I’ADN de I'agent
de transfert (I’ADN du virus lié a I’ADN agent de transfert).

Ces virus hybrides vont infecter une bactérie (D), chassant décoder I’ADN hybride (I’ADN virus+
I’ADN agent de transfert) mais cette bactérie (D) va mettre en place un systeme de défense
type CRISPR-Cas9"", consistant en I’élimination de I’ADN viral, mais laissera en place ’ADN de
I’agent de transfert et reconstruira I’ADN de la cellule.

Dans ce cas nous avons une fixation de 'ADN de I’agent sur I’ADN de la bactérie (D) on aura
ainsi une mutation de cette bactérie et la destruction de I’ADN viral par I'enzyme Cas9.

L’ADN peut alors devenir partie du génome des cellules réceptrices (mutation et hybridation).
Cette technique est utilisée en génie génétique.

« Les Rhodobacterales présents dans la grotte de Sulzbrunn sont des bactéries capables
d’avoir ce systéme de défense virale CRISPR-Cas9, de ce fait elles peuvent produire des
mutations et des nouvelles variétés microbiennes. »

Systéme CRISPR_Cas9

Trois CRISPR_Cas9 intercalaires dans les régions du génome du Saprospira grandis ont été
identifiés et mis en évidence sur un total de 429 séquences. Ce nombre est le plus important
parmi tous les Bacteroidetes séquencés a ce jour.

PP CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) : groupe de séquences d’ADN trouvés dans les
génomes des procaryotes.

PP'Cas9 (ou « associée a CRISPR 9 »): enzyme qui utilise les séquences CRISPR comme un guide pour reconnaitre et
s’attacher des brins d’ADN qui sont complémentaires a la séquence CRISPR (hybridation en vue de la destruction de 'ADN
viral).

Cas9 enzymes ainsi que de séquences CRISPR forment la base d’une technologie appelée CRISPR/Cas9 qui peut étre utilisé
pour modifier des génes au sein d’organismes (ciseau génétique).

Ce type de processus d’édition de géne a une grande variété d’applications dont I'utilisation comme un outil de recherche de
biologie fondamentale, le développement des produits biotechnologiques et potentiellement pour traiter les maladies.
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Ces séquences sont tirées de fragments d’ADN de virus, ayant précédemment infecté le
procaryote et servent a détecter et détruire les ADN des virus semblables au cours des
infections ultérieures (immunité bactérienne).

C’est pourquoi ces séquences jouent un rdle clé dans le systeme de défense antivirale des

procaryotes.
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¢ Laformation d’« indel® »
« l'indel » est un mot valise utilisé en génétique et en bio-informatique pour désigner une
insertion ou une délétion dans une séquence biologique (acide nucléique ou protéine) par
rapport a une séquence de référence. On peut en particulier mettre en évidence des « indels »
lorsqu’on effectue des comparaisons au moyen de programmes d’alignement des séquences.
Le terme « indel » a été introduit parce que la notion d’insertion ou de délétion est relative
suivant le choix de la séquence utilisée comme référence : a une insertion dans une séquence
correspondant a une délétion dans la séquence lui étant comparée. « Indel », permet ainsi de
désigner globalement la variation biologique, sans préjuger de quelle séquence constitue la
référence. Le mot « indel » a été inventé par le mathématicien Josep Kruskal.
Les indels sont des mutations génétiques donnant lieu a des variations de séquence, soit au
sein de la méme espece (c’est un exemple de la variation allélique), soit entre espéces au cours
de I'évolution. Chez 'lhomme il y a eu 500 000 sites polymorphiques correspondant a des
indels.
Il existe aussi un « micro-indel » étant défini comme un «indel » se traduisant par une
variation nette de 1 a 50 nucléotides.

« “Indel” peut étre comparé a une mutation ponctuelle. Un indel insertion et suspension
remplacant un ou des nucléotides d’une séquence, alors qu’'une mutation ponctuelle est
une forme de substitution remplagant un ou des nucléotides sans modifier 'ADN. »

e L’épigénétique bactérien
L'épigénétique peut étre aussi une raison de produire des mutations : elle consiste en une
méthylation de I’ADN bactérien permettant la protection de I'intégrité du génome microbien
par une absence de lecture. Il s’agit d’'un mécanisme trés ancien, inhibant I’activation
d’éléments mobiles (viraux ou bactériens) ayant pénétré dans la cellule’. Les ADN étrangers
introduits dans la cellule possédent une méthylation différente par rapport a I’ADN de la
cellule bactérienne réceptrice. Ces ADN étrangers sont donc dégradés par des enzymes de
restriction sensibles a la méthylation et spécifique d’'une séquence, tandis que I’ADN bactérien

% Indel : Exemple : Les séquences génétiques ci-dessous montre un indel de trois nucléotides dans la séquence du
chromosome humain n°7. Il correspond a la mutation AF508 dans le géne CFTR. C’est I'une des mutations les plus fréquentes
induisant la mucoviscidose.

_ATCATCTTTGGTGTT_
_ATCAT - - -TGGTGTT_
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n’est pas reconnu par cet enzyme?®. Par conséquent, la méthylation de ’ADN agit comme un
systeme immunitaire primitif permettant aux bactéries de se protéger contre |'infection par un
bactériophage.

Les bactéries possédent la faculté de méthyler la position N6 des adénines situées dans les
séquences GATC par l'action des N-adénine méthyltransférases ou méthylases Dam ou les
cytosines en premiére position des séquences CCAGG et CCTGG par |'action des Méthylases
Dcm?®. |l existe une troisitme classe de méthylases bactériennes les méthylases EcoKl
méthylant I'adénine en position 4 et 5 respectivement dans les séquences suivantes :
AACAGTC et GCACAGTT. Cette observation nous montre que I'épigénétique bactérien existe et
peut soit protéger I’ADN bactérien des risques d’altération, soit modifier la lecture de cet ADN
pour s’adapter au milieu. Ces adaptations reproduites sur plusieurs générations finissent par
devenir une mutation.

Les bactéries de la grotte de Sulzbrunn peuvent utiliser I’épigénétique
Exemples :

e Saprospira utilisant le systéme CRISPR_Cas9 pour se défendre des virus bactériophages par
un systeme immunitaire bactérien mémorisant le passage du virus en créant une enzyme
(CRISPR_Cas9) pour le détruire.

e Les Caulobacter utilisent aussi la méthylation afin de modifier la transcription de I'ADN
grace a une enzyme CcrMADN méthyltransférase pour modifier la transcription de I’ADN.

e Les Sulfurimonas ont une spéciation dépendante plus de la position géographique, que du
milieu hydrothermal dans laquelle se trouve la bactérie.

10.3.2 Recherche des nouvelles espéces
Afin d’identifier les bactéries ayant mutées, nous avons examiné les bactéries n’ayant pas pu étre
reconnues par PCR, elles sont cultivées (OTU), mais non connue :

Snottites : 5,5%
Biofilms « subaerial » : 8,1%
Biofilms « submersed » : 4,5%
Eau minérale provenant de |'extérieur : 14,5 %
Eau de mélange : 9%

Les valeurs non- identifiées en CPR sont un peu plus faibles chez les snottites et les biofilms
« submersed », comparativement a I'’eau de la grotte venant de |'extérieur. Bien que ces résultats ne
soient pas significatifs, ils montrent une tendance a une plus grande stabilité pour les bactéries
restées dans la grotte (biofilms, snottites) comparativement aux bactéries de |'extérieur.

L’évolution génétique microbienne dans cette grotte a été relativement pauvre durant cette période
de 15 millions d’années. Il n’y a pas été mis en évidence de mutations microbiennes spécifiques.

10.4 Absence de spéciation observée

Une absence de spéciation, suite aux observations précédentes est difficile a admettre apres
15 millions d’années de vie dans un milieu défavorable.

En prenant pour base une anomalie tous les 210 jours, étant les cas les plus favorables, cela donne
apreés 15 millions d’années d’isolement bactérien, une valeur d’erreurs de transcription génétique
possible de plus de 26 millions par lignée de bactérie, par exemple : dans le cas de I'eau de mélange
de la grotte ayant en flore bactérienne 1,6 *10°g/g, on a eu en 15 millions d’années il y a 4,16*10"
erreurs de transcription, soit 7 600 erreurs par jour et par ml.

Il est donc difficilement imaginable que dans une telle quantité d’erreurs génétiques, il ne soit pas
apparu de genres, d’especes ou de souches nouvelles différenciables des souches bactériennes
extérieures a cette cavité (souche de I'épi-kart).

Quelques soient les principes de spéciation, par I'effet barriére ou par renforcement, il n’a pas été
possible de mettre en évidence par une analyse PCR, une variation de classe, de famille, de genre ou
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d’espece dans la flore examinée, ainsi qu’il n’a pas pu étre établi qu’il y ait eu un échange de
caractere génétique entre les bactéries.

Peut-étre y a-t-il eu des variations plus fines n’ayant pas pu étre vérifiées (modification de
sérotype ?), cela reste a vérifier.

10.5 Dans le cas d’une non-spéciation

Les raisons de cette non-évolution et cette absence de mutations microbiennes seraient un sujet
d’étude intéressant a approfondir. Les bactéries ont une durée de vie relativement courte et se
multiplient plus rapidement que la faune ou la flore métazoaire. Il devrait donc y avoir eu davantage
de mutations ou de modification du génome.

Question que nous pouvons poser sur cette non évolution, pouvant se définir en trois hypotheses :

e Y a-t-il eu un arrét de croissance ou une dormance dans la flore des structures (snottites,
biofilms « subaerial », biofilms « submersed ») : Cela ne semble pas étre le cas. Les mesures
du métabolisme du méthane, faite par le carbone *C nous montraient qu’il existe une activité
oxydante dans ces structures.

e Y-a-t-il une action des rayonnements solaires sur les mutations observées dans épi-karst, ne
se produisant pas dans le karst ?

Il a été remarqué qu’il existe un concept d’horloge moléculaire : Elle permettrait de dater
I’évolution et les divergences des différentes especes du vivant. Chacun voit son génome subir
des mutations étant soit avantageuses, soit délétéres, soit neutres. Les variations de la vitesse
d’évolution moléculaire, sont parfois spectaculaires, parfois inexistantes.

Cette diversité de la spéciation reste inexpliquée. Dans notre cas la diversité microbienne doit
donner une diversité de vitesse de spéciation donc une augmentation de la probabilité de
mutation dans le temps.

e Y-a-t-il eu la méme évolution dans la grotte (dans le karst) et dans I'épi-karst (spéciation
parallele au travers de barriéres phylogénétiques), ne permettant pas de différencier la
spéciation ?

Dans cette hypothese, la théorie du hasard de Charles Darwin sur la sélection naturelle, doit
étre modifiée. Car il y a bien la une barriere entre karst et épi-karst, avec un milieu hostile a
une population microbienne mal adaptée a ce milieu (population d’origine marine).
L’adaptation au milieu a provoqué chez les bactéries une formation de snottites et de biofilms
montrant que les bactéries étaient mal adaptées a ce milieu.

Une diversité de la flore microbienne permettrait de trouver une espece ayant une vitesse
d’évolution plus rapide que les autres. Malgré cela il n’y a pas eu de modifications génétiques
importantes entre les bactéries de I'intérieur de la grotte et les bactéries vivant dans épi-karst.

10.6 Le karst garde ses mystéres

« Observations faites par Eigennam :

La fréquence moyenne des battements des opercules du poisson troglobie américain Amblyopsis
spelaeus est d’une vingtaine par minute, alors que celle de Chologaster papiliferus épi-karstien est de
80 battements

Observations de René Ginet et Vasile Decou® :

Il'y a une plus grande longévité des animaux trogloxénes” lorsqu’ils séjournent continuellement dans
une grotte, comparativement a ceux de la méme espéce vivant exclusivement a I'extérieur. Cette
observation peut signifier qu’il y aurait une action plus mutagéne dans les conditions de I'épi-karst
que dans I’'endo-karst ».

La distorsion du temps dans I'espace karstique est souvent invoquée : il semble que nous avons dans
la grotte de Sulzbrunn un rythme de vie au ralenti, mais une distorsion du temps ayant duré
15 millions d’années cela semble impossible.

"Trogloxeénes : animaux d’origines diverses, hotes accidentels des cavernes, ils pénétrent dans les grottes soit volontairement
soit accidentellement.
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10.7 Conclusion de la spéciation

Laurent Loison nous dit : « Comme le formulait a I'extréme le Britannique Richard Dawkin dans les
années 1970, I'organisme n’est finalement qu’un véhicule portant et transmettant les génes : peu
importe la maniére dont l'individu se construit et réagit avec son environnement, cela n’a pas
d’importance.

« Mais depuis une trentaine d’années, avec notamment la découverte des genes du
développement et des processus épigénétiques, I'organisme redevient un point
important. »

Nous voyons dans cette étude bibliographique, qu’il faut étudier les possibilités de spéciation de
cette cavité étant dues a I'action du temps.

Il serait donc important d’avoir une analyse plus précise dans la définition des espéces rencontrées
dans la grotte de Sulzbrunn, afin que I'on puisse mieux identifier les espéeces et les éventuelles
mutations, ayant pu se produire pour mettre en évidence la diversité microbienne aprés un
isolement de 15 millions d’années.
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CHAPITRE 11 / LA BIOCCENOSE BACTERIENNE

EIIe a permis de révéler une biocoenose intéressante, ayant survécu en autarcie pendant 15 millions

d’années en semi-anaérobiose.

Au cours des 33 millions d’années ou la mer était en Baviére, la faune et la flore s’est transformée au
cours du temps grace aux bactéries marines et autres ont mis en place une bioccenose équilibrée,
leur permettant de vivre pendant 15 millions d’années dans une cavité réduite contenant du
méthane, du gaz carbonique, et de I'air.

L'étude faite par cette équipe allemande, (analyse PCR de I'ARNr 16S), a mis en évidence une
diversité microbienne équilibrée en bioccenose anaérobie stable ; leurs a permettant une pérennité
aussi importante.

Les résultats bactériologiques montrent que 30 % des bactéries de cette cavité sont d’origine marine,
un grand nombre étant anaérobies, autotrophes, méthanotrophes et méthylotrophes.

L'apparition du méthane et du gaz carbonique a rendu le milieu plus ou moins anoxique. Ce manque
d’oxygene a sGrement d{ étre un point important dans la sélection microbienne.

« L’idée d’écosystéme s’impose suite a la constatation que les espéces coexistant dans le milieu
naturel montrent des dynamiques interactives et, par ailleurs, qu’elles interagissent collectivement
avec le milieu physique ambiant, les conditionnant et qu’en méme temps elles modifient.

L’évidence s’est d’abord imposée que les espéces d’un peuplement naturel ne se sont pas associées au
hasard de leurs rencontres. Des nombreux assemblages réguliers ont été peu a peu décrits,
dénommeés associations d’espéces ou communautés ou bioccenose (appellations que nous
considérons comme équivalentes), parfois promus au rang d’unités biologiques naturelles, presque de
“super-especes” »

11.1 Biocoenose et association d’espéces
« Les biologistes et microbiologistes dans leurs recherches de classement de I'inventaire et de leurs
observations faites sur les espéces constatent que leur travail est rendu plus facile par I'existence
d’associations récurrentes d’espéces, susceptibles d’étre reconnues et comparées. De ce fait, un
spécialiste éprouvé d’une catégorie de peuplements peut déterminer, au vu d’une liste d’espéces :
e Si la présence de telle ou telle espéce est “normale” ou “aberrante” pour le site et les
conditions ambiantes.
e Si telle association, constatée, de plusieurs espéces indique un état transitoire ou (sub)
définitif du peuplement ou encore s’il dénonce un caractere particulier de I’environnement
(par exemple un état de pollution, ou la déficience d’un certain facteur important, etc.). Les
associations d’espéces sont, en effet, souvent caractéristiques d’une association de caracteres
du biotope ; la notion d“association indicatrice” compléte alors celle d’“espéce indicatrice”.
Il est possible de décomposer cette association de la fagon suivante :
e En liste limitée d’espeéces caractéristiques étant les groupements d’espéces les réguliérement
représentées.
e En cortege d’espéces accompagnantes, souvent inventorisées en méme temps, mais dont la
présence n’est pas obligatoire pour définir I’association.
e En liste d’espéces occasionnelles voir accidentelles.

Cette classification des groupes les travaux de Braun-Blanquet de I’école européenne dite “de
Montpellier-Zurich” ayant travaillé sur les végétaux a fait un inventaire exhaustif des associations
dans les zones de climat tempérées.

On peut dire les mémes choses des communautés marines benthiques, dont la description a été
poussée tres loin en Europe a la suite des travaux de Petersen en Mer du Nord et en Baltique, puis de
Pérés & Picard en Méditerranée...

Les méthodes numériques donnent pour conclusions que I’hypothése bioccenique et I’hypothése
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continuum semble aujourd’hui dépassée, car les résultats de ces nouvelles techniques informatiques
montrent, qu’il n’y a pas de séparation entre ces deux hypotheses.
On est conduit ainsi a définir des communautés d’interface ou écotones (concept, par ailleurs,
ancien), quelquefois plus importants pour le fonctionnement de [I’écosystéme global que les

peuplements réguliers implantés de part et d’autre.

Il reste que, méme mathématisée, la recherche des associations et leur classification ne constituent
qu’une premiere étape. Il faut rechercher les raisons de groupements récurrents d’espéces et en
évaluer les conséquences sur le fonctionnement de I’écosystéme »*.

Biocoenose dans la grotte de Sulzbrunn Analyse de la flore microbienne

Classes bactériennes SITOt.tltes Eau Minérale Eau de mélange
Biofilms
Bacteroidetes Cytophagales =1 =1
Cytophagaceae
Flavobacteriales
Flavobacteriaceae
Sphingobacteriales
Saprospiraceae
(Arenibacter)
Planctomycetes Planctomycetales =1 =1
Planctomycetaceae
Phycisphaerales
Phycisphaeraceae
NC10 Methylomirabilis =1 =1
Verrucomicrobia Chthoniobacterales = =1
Chthoniobacteraceae
Fuku N18
Alphaproteobacteria Caulobacterales =1 =1
Hyphomonadaceae
DB1-14
Rhizobiales
Beijerinckiaceae
Hyphomicrobiaceae
Rhodobacterales
Rhodobacteraceae
Rhodospirillales
Rhodospirillaceae
Rickettsiales
Sphingomonadales
Erythrobacteraceae
Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiales Burkholderiales
Comamonadaceae Comamonadaceae Comamonadaceae
Hydrogenophilales Hydrogenophilales Hydrogenophilales
Hydrogenophilaceae Hydrogenophilaceae Hydrogenophilaceae
Methylophilales Methylophilales Methylophilales
Methylophilaceae Methylophilaceae Methylophilaceae
Nitrosomonadales Nitrosomonadales Nitrosomonadales
Gallionellaceae Gallionellaceae Gallionellaceae
Rhodocyclales Rhodocyclales Rhodocyclales
Rhodocyclaceae Rhodocyclaceae Rhodocyclaceae
Gammaproteobacteria Methylococcales Methylococcales Methylococcales
Methylococcaceae Methylococcaceae Methylococcaceae
Crenothrichaceae Crenothrichaceae Crenothrichaceae
Legionellales Legionellales Legionellales
Legionellaceae Legionellaceae Legionellaceae
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Xanthomonadales
Pseudomonadaceae Xanthomonadales
Xanthomonadales
Deltaproteobacteria =1 =1 =1
Epsilonproteobacteria Sulfurimonas Sulfurimonas
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« Chacune, de ces associations, occupe un milieu physico-chimique particulier, qualifié de
biotope, conditionnant son existence et en méme temps transformé par elle.
Ainsi Tansley définit en 1935 I’écosystéme par I’addition symbolique :
Ecosystéme = biocaenose + biotope
Formule devant devenir un produit tensoriel symbolique, ou ensemble des interactions
entre tous les éléments de la bioccenose et tous les éléments de son environnement, en
posant la formule symbolique :

Ecosystéeme = bioccenose biotope
(Dans ce cas, a chacun des composants de la bioccenose, on a une incidence biotopique
particuliére)
Comparant entre elles les assemblages, ou encore les états transitoires tendant vers I'un
des assemblages répertoriés, il est apparu qu’au-dela des simples listes d’espéces, ils
pouvaient étre caractérisés et interclassés au moyen de descripteurs quantitatifs de la
diversité taxinomique.
lls se rangeront alors, indépendamment de leur composition particuliére, le long d’un
gradient joignant les peuplements les plus simples, comprenant une seule espéce
abondante et un petit nombre d’espéces accompagnants rares (“la diversité spécifique” est
alors trés faible), et les associations complexes comprennent de nombreuses espéces
d’abondances non pas égales, mais comparables, toujours accompagnées d’espéces rare,
parfois en grand nombre (“diversité spécifique” élevée) ».

11.2 Formation de la bioccenose dans la grotte de Sulzbrunn
Les bactéries, recouvertes par les molasses alpines, ont été complétement isolées du monde
extérieur.

Evolution de I’écosysteme

L’apparition du méthane et du gaz carbonique

‘ Début . a rendu le milieu plus ou moins anoxique.
Autotrophie I Heterotrophie Ce manque d’oxygeéne a s(irement di &tre un
point important dans la sélection microbienne
ou £ FIXETEN, initiale.

carbone ?

s ! La synergie microbienne ayant créé la

bioccenose, en partant de bactéries

¥hataautotcophe = b partic de hpartir de 5o protutibrobomh autotrophes pour atteindre les bactéries

hétérotrophes.

Les bactéries hétérotrophes vont se servir des

bactéries autotrophes pour combler leurs

TR [ et ooy " e besoins en énergie et en matiére organique.

oo e Elles produiront ainsi du gaz carbonique pour

alimenter les bactéries autotrophes en
carbone, ainsi la boucle sera fermée.

Encrgin Enargie

inmrganigue?
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Les bactéries autotrophes ont été le départ d’'un enchainement microbien dans lequel toutes les
bactéries ont pu trouver leurs subsistances, jusqu’a asservir les besoins complexes des bactéries
hétérotrophes.

Cette bioccenose demande que toutes les bactéries représentées dans I'écosystéme puissent jouer
un role pour que la chaine alimentaire soit une fonction continue du systeme. Cet écosystéeme aussi
bien congu a d( étre le fruit d’une longue sélection.
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11.3 La complémentarité entre bactéries

e Les bactéries autotrophes ont di apparaitre avant la formation du méthane, on trouve :
Gemmata, Methylomirabilis, Hydrogenophilus, Rhodocyclaceae, Stenotrophomonas
Sulfuritalea, Nitrosomonadales, Siderooxydans, Ferriphaselus, Sulfurimonas. Elles ont utilisé
le gaz carbonique de la décomposition des plantes, de la faune marine pour faire leur
matiére organique.

e |'oxydation du méthane par les germes méthanotrophes va donner des formiates
(Methylomirabilis, Methylocella, Methylobacterium, Methylorosula, Verrucomicrobia,
Crenothrix), ces formiates peuvent étre réutilisés pour alimenter les méthylotrophes

e Les formiates vont étre absorbés par les méthylotrophes, seront transformés en composés
plus complexes comme des pyruvates, des acétates... (Methylorosula, Methylovulum).

e Le Crenothrix et le Methylococcaceae, bactéries productrices de polysaccharides ont pu
entrer dans la formation des membranes de la structure des snottites, des biofilms
« subaerial » et « submersed ».

e Les germes hétérotrophes vont consommer les acides et les sels formés par les bactéries
autotrophes et vont dégager du gaz carbonique (Arenibacter, Planctomycetes, FukuN18,
Spartobacteria, Chthoniobacter, Methylorosula, Porphyrobacter, Gallionella, Pseudomonas,
Methylobacter, Methylobacterium).

e Les bactéries autotrophes vont transformer ce gaz carbonique en énergie pour se nourrir et
vont utiliser I'azote de I'air pour former leurs protéines comme pour: Methylocella,
Porphyrobacter, Ferriphaselus, Siderooxydans, Sulfuricella, Rhodocyclus.

. Les bactéries fixant 'azote, Rhizobiales, Methylocella, Methylorosula, Methylobacterium,
Rhodospirillaceae, Rhodocyclus, Methylobacter, Methylosoma produisent de I’hydrogene.
L’hydrogene formé par ces bactéries chimiotrophes et thermophiles va étre absorbé par les
Hydrogenophilaceae pour leur production d’énergie par oxydation de I’hydrogene en
formant de I'eau. Genres de cette famille : Thiobacillus, Hydrogenophilius.

e Les ferrobactéries vont se servir du fer comme donneur d’électrons (passage du fer Il en fer
Ill; avec un échange d’un électron) comme : Gallionella, Ferriphaselus, Siderooxidans
permettant I'oxydation et la régénération enzymatique.

e Les Deltaproteobacteria ne sont présentes que dans I'eau de source, aux environs de 3% de
la flore totale de cette eau. Cet embranchement comporte les Geobacter, Bdellovibrio et les
germes utilisant le fer oxydé pour leur respiration par réduction.

e Cette oxydation va étre réduite par les Ferrimicrobium étant des bactéries transformant le
fer “en fer *. Il en est de-méme pour les Sulfuritalea et les Geobacter allant réduire le fer
oxydé. Ayant pour effet de pouvoir rétablir I’équilibre :

Fer Il / Fer Ill.

e Le Methylomirabilis va donner de I'oxygene par les réductions des nitrites en O, et en N,
pour alimenter en O, les bactéries aérobies hétérotrophes.

e Les sources d’azote et de phosphore seront apportées par les cadavres microbiens étant
repris par les bactéries hétérotrophes. Les Saprospira ont un fort pouvoir hydrolysant et
peuvent servir de régulateur en minéralisant les bactéries mortes, cela redonnera des
éléments vitaux a la bioccenose.

e Les Bdellovibrio faisant partie de Deltaproteobacteria ont la capacité de parasiter et de tuer
les autres bactéries Gram (-), telles que Alcaligenes, Campylobacter, Erwinia, Escherichia,
Helicobacter, Pseudomonas, Salmonella, Legionella et Shigella. Bdellovibrio ont ce que I'on
appelle un mode de vie diphasique avec une phase de « chasse », ou ils sont motiles, libres,
et une croissance intracellulaire en phase de parasitisme. Leur action est semblable aux
bactériophages. IlIs se rencontrent dans I'environnement aquatique (eaux douces, eaux de
mer, eaux des égouts) et dans le sol. Ce comportement de défense peut étre un des facteurs
ayant permis aux bactéries une pérennité pour de si-longues années.
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e Les Planctomycetes vont transformer 'ammonium en nitrates et nitrites puis en azote pour
les bactéries autotrophes. Etant repris par les bactéries fixant I'azote et produise de
I’hydrogene.

e Les Marinobacter et Arenibacter vont utiliser les hydrocarbures provenant de la putréfaction
anoxique des matieres organiques (reste des organismes marins animaux et végétaux et
matieres organiques produites par la flore microbienne existante). Cette putréfaction de la
molasse marine apportée par I'eau pour donner des résidus carbonés tels que le méthane
(CH,) et des hydrocarbures. Cela permettra de nourrir 'ensemble de la biomasse.

e Les Caulobacterales fixent le phosphore soluble sous forme de tiges, étant une réserve
minérale, éventuellement récupérable pour entretenir la vie. Cela peut expliquer le déficit en
phosphore soluble dans cette bioccenose. lls doivent avoir un réle dans la fixation des
snottites et biofilms par la présence de leur prosthecae. lls devraient étre issus des molasses
alpines et des lacs de montagne.

e La présence de Sulfurimonas, cette bactérie est neutrophile, mésophile, aérobie et chimio-
litho-autotrophe dénitrifiante. Elle tire son énergie de I'oxydation des composés de soufre
réduit, lorsque la dénitrification est survenue (passage d’oxygéne de la dénitrification a
I’oxydation du soufre en sulfites et sulfates). Elle joue un réle dans I’élimination de I'acide
sulfhydrique étant présentes dans les de sources thermales.

e La présence de Pseudomonas lodooxidans oxyde I'iode (présence marine et contenue dans
les algues). Cette oxydation rend I'iode moins antibactérien et permet a la flore microbienne
de subsister en sa présence.

e Les Archaea (germes de méthanogeneése) vont produire du méthane. Ces Archaea sont :

e Soit dans la cavité ;
e Soit dans les sources alimentant cette cavité (étant plus probable car les Archaea
méthanogéenes sont trés sensibles a Iair).
Dans cet « écosysteme complexe » le cycle se trouve ainsi fermé et la biocoenose trouve son
équilibre dans la diversité des activités microbiennes.
Nous avons la une bioccenose compléte et complexe, par son équilibre peut vivre en autarcie des
millénaires, voire des millions d’années.

« La bioccenose bactérienne pourrait permettre de résoudre les problémes de pollution
environnementale ! »

11.4 Bioccenose des biofilms et des snottites

Dans les biofilms et les snottites, nous avons aussi une organisation de la flore va étre fonction d’'une
coexistence possible entre les germes. Cette synusie s’est prolongée pendant des temps tres longs
doit avoir une diversité équilibrée pour éviter la dégénérescence précoce.

Dans les structures fermées que sont les biofilms et les snottites, il faut prendre en considération,
que la coexistence devient vite difficile s’il y a une vie active.

Or, il est peu probable que la somnolence bactérienne dans les biofilms et les snottites se soit
prolongée sur 15 millions d’années. De plus, la multiplication microbienne nécessite un apport
énergétique relativement élevé pour le renouvellement de la flore.

La limitation de I'espace dans ces structures rend donc la biodiversité plus complexe (biotope
restreint). L’analyse a été faite sur la biomasse de ces structures (biofilms et snottites) est résumée
dans les tableaux ci-dessous :
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Flore non-méthylotrophe

Embranchements Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »
Bacteroidetes 11,6 % 11,7 % 1,2 +0,6%
Planctomycetes 18,4 % 21,5% 6,4 %

NC 10 Nd Nd 0%
Verrucomicrobia 10,7 % 2,7+05% <1+06%
Alphaproteobacteria 28,6 % 22,0% 12,3%
Betaproteobacteria 2,4% 2,9% 11,4 %
Gammaproteobacteria 11,1% 12,9% 12 %
Deltaproteobacteria 1,4+1% 2,2+0,2% 1,9+0,2%
Epsilonproteobacteria Nd Nd Nd
OTU non définie 5,5% 9,0 % 5,0 %
Total lignes 87,3% 84,9 % 50.2 %
Flore méthylotrophe
Elle est présente a 69 % de la flore des structures (biofilms et snottites).
Embranchements Snottites BIOfIln‘.lS Biofilms
« subaerial » « submersed »
NC 10 Methylomirabilis Nd Nd 42 %
Alphaproteobacteria Methylocella Nd <1% <1%
Methylorosula Nd <1% <1%
Methylobacteirum Nd <1% <1%
Betaproteobacteria Methylotenera Nd Nd 14 %
Gammaproteobacteria Methylosoma 2,1% 1.6% Nd
Methylomicrobium 4.7 % 8.4% Nd
Methylovulum Nd Nd 7.4%
Methylobacter Nd Nd 10.5
Crenothrix 15% 0.5% 8.4 %
Methylomonas 0.5% Nd Nd.
Flore méthylotrophe 8,8+4,2% 126+7,5% 46,3 +10%
ISME Journal

Le rapport entre méthylotrophes / non-méthylotrophes montre un équilibre entre les germes
autotrophes étant tres présents dans la flore des méthylotrophes. Ces germes autotrophes utilisent
le méthane pour former leur carbone de structure.

Rapport méthylotrophe / non-méthylotrophe

Biofilms « submersed »
0,922

Biofilms « subaerial »
0,140

Snottites
0,100

Définition
Rapports

Un fort déficit en méthylotrophes dans les structures aériennes est observé comparativement au
biofilm « submersed ». Cette carence peut étre vue comme un manque d’énergie, peut-étre
compensée par la présence de Saprospiraceae.

Les Saprospiraceae sont des germes minéralisant la flore excédentaire. lls vont jouer un réle
régulateur de la flore dans ces structures.

La présence de Saprospiraceae est plus importante dans les snottites (=1.5 % de cette structure) et
le biofilm « subaerial » (=4 % de cette structure) que dans les biofilms « submersed » (<1,2 % de
cette structure)

« Nous voyons la, un recyclage parfait de la matiére organique. L’équilibre de la flore
microbienne est proche entre les snottites et les biofilms “subaerial”, mais trés éloignée
des biofilms “submersed” ».
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Différenciation dans les structures :
e Les snottites et les biofilms « subaerial » possédent une biomasse riche en germes
Bacteroidetes, Planctomycetes, Alphaproteobacteria. Ces germes proviennent de la flore
tellurique (flore n’étant pas présente dans les eaux de la grotte).
e Les snottites ont en plus des Verrucomicrobia étant sGrement dues a une présence plus
ancienne de snottites antérieures a la formation des biofilms (les Verrucomicrobia sont une
flore abondante dans les sols, cette flore n’est pas présente dans les eaux de la grotte).
e Les biofilms «submersed » contiennent surtout des germes Betaproteobacteria et
Gammaproteobacteria. Ces biofilms ont bénéficié des infiltrations de I'eau de mélange entre
les sources, ayant augmenté I’Aw (I’'eau libre), et de ce fait en a modifié fortement la flore
interne du biofilm. Ce biofilm, est dans un état d’anoxique il devrait ne contenir qu’une flore
anaérobie, mais la présence particuliere dans cette flore du Condidatus Methylomirabilis
oxyfera ayant dans son métabolisme la production d’oxygéne peut étre I'élément permettant
a ce biofilm d’accepter une flore aérobie.
La différence entre les biofilms « subaerial » et « submersed » montre l'influence de I'eau de
mélange sur le biofilm « submersed ». La biomasse de ces biofilms « submersed » a la possibilité de
traverser les parois externes du biofilm pour avoir des contacts avec I'eau de mélange, ceci étant
impossible aux biofilms « subaerial ».
Malgré, cela il semble que les Methylomonas, présents dans la biomasse de I'eau de mélange, ne
passent pas a travers la paroi du biofilm « submersed », ainsi que les Methylomirabilis, Crenothrix,
ont qu’une diffusion trés partielle dans I'’eau de mélange. Dans cette bioccenose il a bien un passage
sélectif entre le biofilm et I'eau de mélange.
Par contre, dans snottites et les biofilms « subaerial », nous n’avons pas de lien avec 'eau de
mélange. La flore méthylotrophe est composée principalement de Methylomicrobium, les autres
méthylotrophes ayant des concentrations trés faibles.
Le pourcentage d’azote dans ces biofilms est plus faible comparativement aux biofilms
« submersed ». Cette diminution peut étre due a la présence des Planctomycetes car ils sont dans
des proportions supérieures dans les biofilms « submersed », les Planctomycetes transformant le
NO%en N, pour la respiration et la formation des bactéries fixatrices d’azote atmosphérique.
Dans les biofilms, « submersed » se différencie des autres biofilms par une flore plus méthylotrophe,
plus abondante que la flore hétérotrophe. Cela va lui donner un meilleur équilibre de ses ressources
vitales.

11.5 Bilan énergétique dans les biocoenoses internes aux biofilms

L'étude du bilan énergétique est d’une grande importance pour expliquer les raisons de la
conservation des bactéries sur une aussi longue période.

Si nous observons pour chacune des structures la composition de la flore la plus importante c’est-a-
dire avec des valeurs >5 %) dans la structure nous arrivons au tableau suivant :

Snottites Biofilms « subaerial » Biofilms « submersed »
Cytophagales => 59% Methylomicrobium =>8.4% Rhodospirilliaceae =>5 %
Pir 14 => 7.7 % Pseudomonas =>5.6% Rickettsia =>9%
Fuku N18 => 6.8% SM1 A02 =>6.5% Methylotenera =14 %
Hyphomicrobiaceae => 8.1 % Beijerinckiaceae =>5,2% Crenothrix =>13%
Pseudomonas => 7% Legionella =>56% Methylomirabilis =>4,7%
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Les bactéries majoritaires dans les structures sont trés hétérogenes d’une structure a I'autre.

Equilibre des méthylotrophes dans les différentes structures

Structures Snottites Biofilms « subaerial » et
« submersed »

Methylosoma 31,6 % 1,6 % Nd
Methylomicrobium 4,7 % 8,4 % Nd
Methylovulum Nd Nd 7,4 %
Methylobacter Nd Nd 10,5 %
Crenothrix 1,5% 0,5% 8,4%
Methylotenera 1% 1,6 % 14,7 %.
Methylomirabilis Nd Nd 4,7 %
Methylomonas 0,5% Nd Nd
Total ligne 9,8 % 12,1% 45,7 %

Dans les biofilms « submersed » I'activité méthylotrophe est tres forte. Ce biofilm a une répartition
entre ces bactéries méthylotrophes bien réparties entre Methylovulum, Methylobacter, Crenothrix,
Methylotenera, Methylomirabilis, lui permettant d’avoir une biocoenose bien équilibrée.

Cet équilibre des méthylotrophes permet une meilleure utilisation du méthane dissous et de ce fait
entraine une stabilité dans le catabolisme méthanotrophe.

Cette observation n’est pas valable dans le cas de biofilm « subaerial » et snottites.

« Ce n’est donc pas l'activité ni méthanotrophe, ni méthylotrophe ayant été le facteur
favorisant la formation des biofilms et des snottites, mais bien le fait d’'une adaptation a
un biotope nouveau par une protection par l'isolation dans un écosystéme permettant une
défense sur les agressions extérieures. »

Schéma simplifié du cycle hypothétique de la bioccenose dans les structures

(retour) = Bactéries chimio-litho-autotrophes : < consommation —
f 2
(Fournissent les minéraux et une partie des azotes type ammoniac) T

\2

f Bactéries autotrophes |C02 pour la matiére organique|
\2

(Fournissent les nitrites, nitrates, ammoniac) T
\2
Bactéries méthanotrophes :

\2

] (Fournissent I'acide formique et les dérivés azotés) T
\2

Bactéries méthylotrophes :

\

] (Fournissent les protéines et autres matieres organiques) T
\

Bactéries litho-hétérotrophes :

2

] (Fournissent de la matiére organique pour les hétérotrophes) T
N

ft (Retour) < Bactéries hétérotrophes — respiration > €0, > |

« Les bactéries hétérotrophes consomment les bactéries mortes, comme les bactéries
autotrophes, lithotrophes ou méthylotrophe pour former leurs énergies, leurs protéines...
et ’écosystéme devient de ce fait un cycle fermé et équilibré. »
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On voit, que dans les snottites le phosphore est trop faible pour entretenir une biomasse avec un
rapport N/C de 80 au lieu de 16 (qui est le rapport normal des biomasses connues). Mais le recyclage
des bactéries mortes est une source de phosphore. De plus la masse bactérienne doit étre vue sur le
fait que la structure des biofilms et des snottites est une structure carbonée, inerte et qu’elle
intervient dans les résultats d’analyse du carbone et de I'azote donc fausse le rapport N/C.

C’est pour éclaircir cette question qu’il faudrait travailler sur le bilan énergétique interne aux biofilms
« subaerial », « submersed » et aux snottites.

Nous avons au niveau de ces structures une bioccenose relativement complexe demandant une
organisation bien définie pour avoir un développement interne aux structures (biofilms et snottites)
di au fait que le biotope est a la fois aérobie et anaérobie (mélange d’air, méthane, gaz carbonique
et d’eau). Cette condition particuliére a été un facteur limitant a la diversité microbienne.

« La diversité microbienne est un des facteurs principaux de I’équilibre d’une bioccenose.
Cette diversité est basée sur le fait que les caractéristiques de chacune des familles ou des
genres doivent apporter une activité servant a I'ensemble de I’écosystéme.

Pour qu’il y ait biocaenose il faut qu’il y ait diversité quelque-soit les genres de bactéries la
composant, c’est lactivité propre de ces bactéries ayant une importance dans
I’écosysteme.
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CHAPITRE 12/ CARACTERISTIQUES DES SNOTTITES ET BIOFILMS

’
L analyse des caractéristiques se résume dans les tableaux suivants :

Les snottites

Caractéristiques générales des snottites en pourcentage de bactéries dans la structure

Autotrophes L - . . . p
Méthylotrophes Aérobioses Méthylotrophes Marines Telluriques D’eau douce
18 % 36,5 % 10,5 % 30 % 21,9 % 44,4 %

Les biofilms « subaerial »

Caractéristiques générales des biofilms « subaerial » en pourcentage de bactéries dans la

Autotrophes . . . . ,
Méthylotrophes Aérobioses Méthylotrophes Marines Telluriques D’eau douce
22,8 % 33,6 % 12,6 % 44,3 % 24,4 % 21.9%

Les biofilms « submersed »
Caractéristiques générales des biofilms « submersed » en pourcentage de bactéries dans la structure

Ifutotrophes Aérobioses Méthylotrophes Marines Telluriques D’eau douce
Méthylotrophes
61,3 % 17,6 % 46,3 % 18,8 % 23,6 % 53,3 %

Graphique comparatif des différentes structures

Pourcentage de bactéries dans les biocoenoses des différentes structures

il e ol e s

AUTOTROPHES AEROBIES METHYLOTROPHE MARINE SOLS EAUX DOUCES
M Snottites biofilms subaerial biofilms submersed
. Biofilms « subaerial » et snottites

La diversité des familles et genres entre snottites et les biofilms « subaerial » est différente, mais
malgré cela les caractéristiques en bactéries autotrophes, bactéries aérobies, bactéries
méthylotrophes, bactéries telluriques, sont relativement semblables dans ces deux structures. Il y a
donc un équilibre dans les caractéristiques, étant sGrement la clef de cette bioccenose.

« L’équilibre de I’écosysteme pris dans ce biotope subaérien, demande des caractéristiques
particuliéres pour garder la pérennité sur un aussi grand nombre d’années. C’est donc bien
sur les caractéristiques que I’équilibre c’est fait et non les considérations taxonomiques. »

Si I'on considére que les germes autotrophes n’ont pas besoin des autres bactéries pour vivre et pour
fournir leur source d’énergie. Par contre les bactéries hétérotrophes ont besoin de la matiere
organique pour la méme couverture énergétique et leur apport en carbone.
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C'est donc la matiere organique fournie par les bactéries autotrophes, servant de couverture
énergétique pour les bactéries hétérotrophes.
De ce fait, on comprend que pour qu’il y ait une population constante, il faut la présence d’un
minimum de bactéries autotrophes, allant servir de réserves énergétiques et carbonées aux bactéries
hétérotrophes.
Pour I'aérobiose les choses sont identiques : les bactéries autotrophes et méthylotrophes sont
souvent des bactéries anaérobies donc il est normal qu’il existe une constante entre les germes
autotrophes et les germes hétérotrophes aérobies. Les germes autotrophes non pas ou peu besoin
d’oxygéne.
Présence des bactéries du sol : semblable que quelque-soit la structure analysée, elle reste constante
car elles sont issues de la formation de la grotte par les molasses alpines.
La seule différence marquée dans ces deux structures snottites et biofilm « subaerial » est la flore
des bactéries aquatiques ; dans les snottites cette flore a un biotope d’origine d’eau douce, alors que
le biofilms « subaerial » sont des bactéries marines. Cette observation peut venir du fait que les
snottites ont une antériorité plus forte que les biofilms « subaerial ».

¢ Biofilms « submersed »
IIs se différencient fortement des autres structures, leur immersion est la résultante de cette
différenciation.
L’activité hydrique ayant pour résultante I'augmentation de I’Aw entraine une différence de flore et
une augmentation de I'activité microbienne.
Elle augmente la part des germes anaérobies due a I'immersion (baisse de I'aérobiose). Mais cette
augmentation n’élimine pas I'aérobiose, restant d’une valeur de 17,6 % des bactéries présentes.
Cette constatation s’explique par la présence de C. Methylomirabilis oxifera pour une valeur de
4,7 % devant fournir 'oxygéne aux bactéries aérobies. Donc on ne peut pas dire que le biofilm
« submersed » soit un biofilm vraiment anoxique.
L'augmentation des bactéries autotrophes, environ 60 % contre 20% des autres structures,
indiquerait que ces biofilms « submersed » ont une activité plus forte demandant plus de matiéres
organiques et de mortalité que les autres structures.
Il en est de méme pour les méthylotrophes ; le méthane semble venir de la source venant des
profondeurs terrestres.
On peut aussi soupgonner la présence des Archaea, germes étant principalement méthanogenes, et
venant alimenter en énergie nécessaire aux germes méthanotrophes et méthylotrophes, eux vont
servir de nourriture aux germes hétérotrophes (bioccenose).
La aussi il y a une stabilité dans les rapports entre activités et germes autotrophes vont étre la clef de
la pérennité aussi grande dans un lieu aussi fermé.
Dans les biofilms « submersed » la part de bactéries marines (pur) est faible, car le milieu hydrique
interne a ce biofilm doit étre pauvre en sodium pouvant produire une pression osmotique faible.
Les teneurs en sodium pour les eaux de la grotte vont aussi étre un facteur influengant la biodiversité
du biofilm.

e |’eau de mélange contient 94 mg/I.

e L’eaude la source contient 649 mg/I.
Il est regrettable que les teneurs en sodium ou la conductibilité n’aient pas été mesurées sur les
biofilms et snottites. Cela aurait pu expliquer les différences observées dans toutes ces structures.
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CHAPITRE 13 / EVOLUTION ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE DE
CETTE BIODIVERSITE MICROBIENNE

13.1 Evolution de cette biodiversité microbienne

II y a 15 millions d’années, les molasses alpines recouvraient la partie cotiere de la mer de Baviére,

ce recouvrement a pu étre une cause de sélection des germes favorisant la flore anaérobie
actuellement représentant environ 50 % de la flore totale.

Nous pouvons imaginer que, dans un premier temps, une sélection a d( se produire pour arriver a
obtenir un systeme microbien aussi équilibré. Dans cet écosystéme, nous pouvons observer la faible
présence de flore non-indispensable ou occasionnelle montrant qu’il y a bien eu une sélection pour
pérenniser une telle bioccenose.

Puis petit a petit, 'eau a apporté d’autres germes aérobies ayant pu repeupler la cavité grace a la
présence notamment des Methylomirabilis, ayant permis de fournir I'oxygéne nécessaire a la vie des
hétérotrophes aérobies. La respiration aérobie a servi a produire du gaz carbonique. Cela a facilité le
développement de la flore bactérienne fixatrice de CO,.

Les Archaea de la source minérale ont d fournir le méthane par méthanogenése pour la vie des
méthanotrophes et des méthylotrophes. Les bactéries autotrophes du sol ont permis de fixer I'azote
de I'air et ont entrainé la dégradation des protéines d’origine marine. Grace aux Planctomycetes, de
I’azote gaz a été produit pour alimenter les bactéries fixatrices de I'azote...

Les eaux de suintante ont apporté une flore hétérotrophe et les eaux de la source minérale ont
favorisé une flore ferro-oxydante, apportant ainsi une possibilité de transfert d’électrons pour les
souches autotrophes.

« Il y a 3 milliards d’années avant nous, les bactéries avaient déja inventé la démocratie
participative. »

13.2 Répartition géographique de cette biodiversité microbienne

e Cytophagales

Le groupe se développe dans la rhizosphere, étant directement associée a des plantes racines
(Lignes-Kelly, 2005), dans des agrégats du sol, intervenant dans le cycle du carbone par la
dégradation des composés organiques (Mayrberger 2011). Le groupe Cytophaga-Flavobacterium
prospere aussi dans les eaux cotiéres, les sédiments aquatiques, les cheminées hydrothermales et
les régions polaires (Alonso et al., 2007).

e Sporocytophaga

Bactéries filamenteuses®® présentes dans les boues activées de station d’épuration. Le genre le
plus connu : Le Spirosoma cette bactérie a été isolée du sol de la plage sur I'lle de Jeju en Corée
du sud et trouvée dans un échantillon d’eau de mer prélevé dans la région de Shizuoka, au japon,
a été cultivé en eau de mer enrichie en nutriment.

e Piri4

Le Planctomycetes Pir a été isolé d’'une éponge méditerranéenne et des Caraibes et de |'eau de
mer des Caraibes.

e FukuN18

La répartition des quinze groupes de bactéries diversifiées d’eau douce typiques dans quinze lacs
en Europe du Nord a été étudiée a I'aide d’hybridation inverse ligne. L'évaluation statistique des
données en fonction des caractéristiques des lacs a montré que les pH, la température et le temps
de rétention hydrologique théorique (THRT) des lacs ont été plus fortement liées aux variations
de la distribution des taxons bactériens. Ce Verrucomicrobia groupe CLO-14 a été détecté dans
guatorze lacs et a été associée a un pH faible et une haute THRT et température. L’autre groupe
de Verrucomicrobia projeté pour (FukuN18) a été détecté dans seulement trois lacs.
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Pour I'identification Fuku N° 18 difficile on a des méthodes mal adaptées.

e Le Arenibacter latericus est une bactérie isolée d’échantillons de sédiments marins et ont été

aussi collectées en Chine et en Inde, comme bactérie commensale de |’Holothurie (animal marin

de I'embranchement des échinodermes) dans les mers du Japon et elle vie en symbiose sur une
algue brune, Chorda filum, dans la mer d’Okhotsk, dans I'océan Pacifique.

e Les Gemmata ont été isolées pour la premiere fois dans un barrage d’eau douce du

Queensland en Australie. Ces bactéries sont intéressantes car elles présentent plusieurs des

structures et des processus cellulaires sont généralement réservés aux cellules eucaryotes (ex. la

forme nucléique), mais elle reste classée dans les procaryotes.

e Le Planctomycetes Pirellula a été isolé d’'une éponge méditerranéenne et un isolat d’une

éponge des Caraibes et un de I'eau de mer des Caraibes.

¢ Les Phycisphaeraceae sont des bactéries isolées d’'une algue marine (Porphyra SP) recueillie

sur fle de Mikura, au Japon.

¢ Les Hyphomicrobiaceae, |'Hyphomonas neptunium est une bactérie marine, les huit espéces

du genre Hyphomonas ont été isolé de la mer de Barcelone en Espagne. Elle a été initialement

nommée Hyphomicrobium neptium, mais plus tard a été renommeée sur les bases de son
indentification sur I’homologie de I’ADN.

¢ Les Methylocella sont des bactéries des tourbieres humides ou dans les sols inondés et les

zones humides a l'interface (eau et air) :

e Methylocella silvestris?’, bactérie méthanotrophe isolée des foréts & cambio-sol (Dunfield,
P.F., V. N. Khmelenina and all.).

Methylocella tundrae, ayant été isolée de la tourbe acide des foréts et dans la toundra
(Dedysh, S. N., Y. Y. Berestovskaya and all.) ; ’ADN du M. tundrae a un C + G de 63,3 mol %.

e Methylocella acidiphila, espéece formant un groupe taxonomique acidophile de bactéries
méthanotrophiques®.

e Les Methylorosula ont été isolées des sols humides et acides de la toundra pres de la ville de

Vorkouta et du Chukotka et dans la péninsule Lougorski en Russie ol ont étaient mises en

évidence les souches désignées par V-022(T), Ch-022 et Ju-022.

e Les Methylomicrobium ont été isolés de la surface des sédiments du lac salé de Shara-Nur,

Tuva, Fédération de Russie®.

e Les Porphyrobacter, souches bactériennes, SW-132 t et SW-158 de Porphyrobacter ont été

isolées dans I'’eau de mer de la mer orientale de Corée.

e Le Sulfuricella denitrificans souche skB26T est une nouvelle bactérie anaérobie facultative
oxydant le soufre, ayant été isolée de I'eau d’un lac anoxique d’eau douce au Japon. Les
Sulfuritalea sont une composante majeure de la communauté bactérienne planctonique dans
I’élaboration de I'appauvrissement de I’eau en nitrates hypoxiques ou la respiration arséniate
est I'un des métabolismes énergétiques possibles.

e Les Gallionella ferruginea ont été isolées des eaux et des sédiments du sud-ouest de la

France.

« Cette liste non-exhaustive des genres ou espéces de la grotte de Sulzbrunn, contient une
flore microbienne, dont la géolocalisation bactérienne actuelle a été mise en évidence pour
la premiére fois dans des régions trés éloignées de cette cavité. Cette constatation peut
faire ressortir deux hypotheses :

e que dans les prémisses de la formation de cette cavité, il existait une flore
microbienne trés homogenes sur terre quelque-soit la localisation géographique
(cela est synonyme d’une homogénéité des climats).

e qu’il y ait eu une évolution microbienne paralléle entre le karst c’est-a-dire (la
grotte de Baviére) et I’épigé c’est-a-dire (les mers et les sols de la planéte). Cette
homogénéité géographique d’évolution bactérienne est d’autant plus surprenante
que cette grotte est restée durant une longue période coupée de I’extérieur. »
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Cette derniére constatation est en désaccord avec les principes darwiniens basés sur la
théorie de I’évolution due au hasard. Mais peuvent rejoindre les principes épigénétiques de
la formation des introns (parties de I’ADN non lu).

« Beaucoup de génes semblent présenter, a cété de séquences actives qualifiées d’exons,
des séquences muettes : les introns ». —Jacques Ruffié
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CHAPITRE 14 / BIOTECHNOLOGIE AU SERVICE DE L'ENVIRONNEMENT

Utilité du monde microbien dans I’écologie

« L’'atmosphere terrestre primitive est composée essentiellement de vapeur d’eau, d’azote et de
méthane, mais non d’oxygéne. Vers 4,4 milliards d’années, un dégazage massif des volcans rejette
dans I'atmosphére du sulfure de carbone et du dioxyde de carbone.

Des molécules organiques se forment alors dans I'atmosphére et se déposent dans les océans. Dans
cette “soupe primitive”, des molécules s’assemblent a I'aide de I’énergie du soleil et des éclairs pour
former au fil des réactions chimiques des acides aminés et des bases azotées comme des acides
nucléiques»*°.

« Encore beaucoup de choses concernant la vie sur terre restent un mystére. Cette vie
naissante a engendré des bactéries et des Archaea, ayant transformé I'atmosphére pour
créer la vie aérobie, nous a permis d’étre ce que nous sommes aujourd’hui. »

Beaucoup de scénarii ont été proposés pour faire la liaison entre cette période et la vie :

e Soit la vie serait parvenue d’une autre planéte, comme cela a été observée sur la météorite de
Murchison ; elle se serait formée dans le systeme solaire il y a 4,6 milliards d’années. La
météorite avait des bases nucléiques et de 'ARN et de I'ADN, et d’autres composés
biologiques azotés.

e Soit la vie est due a une polymérisation des acides aminés et des bases nucléiques par le
pouvoir électrostatique des argiles du sol.

e Autres scenarii...

On estime que la genése bactérienne sur terre a pu apparaitre avant le Paléoprotérozoique ou le
Mésoarchéen (3,6 a 3,2 milliards d’années). On en a les traces : les stromatolithe