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RESUME

La pierre calcaire est largement utilisée comme pierre de construction en France, notamment pour
les monuments historiques. Ces derniers se dégradent au cours du temps, notamment a cause
des facteurs climatiques, anthropiques (pollution) et de la colonisation biologique. Ainsi, afin de
mieux pouvoir les préserver en leur appliguant des solutions de conservation — restauration
adaptées, il est nécessaire de bien comprendre linfluence de ces différents facteurs
environnementaux et leurs synergies sur la dégradation des pierres et de déterminer les
mécanismes de réaction. Dans ce contexte, nous nous sommes focalisés sur leffet des
microorganismes sur I'altération des calcaires en milieu urbain pollué.

Pour cela, deux types d’échantillons issus du cimetiére du Pére-Lachaise ont été prélevés, des
coupons de calcaire sain exposés pendant 5 ans sur le site et des prélévements sur des tombes,
localisées dans trois divisions du cimetiére qui ont subi environ 200 ans d’altération. Les faciés
d’altération ont été caractérisés et les communautés microbiennes (bactériennes et fongiques)
identifiées par séquencage NGS. Les résultats mettent en évidence des différences
minéralogiques selon le temps d’exposition. Sur les tombes anciennes, le gypse a majoritairement
été identifié, tandis qu’a court temps d’exposition du KNO; a été retrouvé. L’'analyse des
communautés microbiennes a montré une influence importante de I'exposition (verticale vs.
horizontale), de la situation (abritée vs. exposée aux pluies) et de la saison sur la composition des
communautés bactériennes et fongiques. Par ailleurs, une proportion importante de bactéries a
été identifiée comme participant au cycle de l'azote, notamment par une action dénitrifante,
indiqguant une adaptation des communautés bactériennes a la pollution atmosphérique actuelle.

Pour confirmer ces résultats, différentes simulations en laboratoire ont été réalisées afin
d’examiner l'effet de différents types de pollution (gazeuse et particulaire, sulfatée, nitratée et
ammonifiée) caractéristiques de différentes périodes (SO: et suies au début du XIX®™e siécle, NOx
et NHs pour le futur). Des expériences ont été réalisées en flacon de culture avec de 'eau de pluie
synthétique, du calcaire Saint Maximin Roche Fine et un inoculum microbien issu d’'une tombe du
Pére-Lachaise. Les pollutions sulfatées et azotées (NH; et NO3) ont montré des patines
d’altération trés différentes, respectivement orange et vertes. L’analyse des communautés
microbienne met en évidence l'influence de la présence du calcaire sur le développement des
microorganismes ainsi qu’une sélectivité des microorganismes en fonction du type de pollution.
Néanmoins trés peu de différences ont été identifiées pour les échantillons soumis a la pollution
particulaire et gazeuse.

Mots-clés : Construction — Matériaux, Calcaire, Bio-détérioration, Communautés microbiennes,
Pollution atmosphérique.



ABSTRACT

Limestone is widely used as building stone in France, particularly for historic monuments. The
latter deteriorate over time, notably due to climatic factors, anthropogenic factors (pollution) and
biological colonization. So, in order to better preserve them by applying appropriate conservation-
restoration solutions, it is necessary to fully understand the influence of these different
environmental factors and their synergies on stone degradation, and to determine the reaction
mechanisms. In this context, we focused on the effect of microorganisms on limestone weathering
in polluted urban environments.

Two types of samples were taken from the Pére-Lachaise cemetery: limestone slab exposed for
5 years on site, and samples from tombs in three divisions of the cemetery that had undergone
some 200 years of weathering. Alteration facies were characterized and microbial communities
(bacterial and fungal) identified by NGS sequencing. The results reveal mineralogical differences
according to exposure time. In ancient tombs, gypsum was predominantly identified, while knos
was found in short exposure times. Analysis of microbial communities showed a significant
influence of exposure (vertical vs. horizontal), situation (sheltered vs. exposed to rain) and season
on the composition of bacterial and fungal communities. Furthermore, a significant proportion of
bacteria were identified as participating in the nitrogen cycle, notably through a denitrifying action,
indicating an adaptation of bacterial communities to current atmospheric pollution.

To confirm these results, various laboratory simulations were carried out to examine the effect of
different types of pollution (gaseous and particulate, sulfated, nitrated and ammonified)
characteristic of different periods (so2 and soot in the early 19" century, NOx and NHg in the future).
Experiments were carried out in culture flasks using synthetic rainwater, Saint Maximin Roche
Fine limestone and microbial inoculum from a Péere-Lachaise tomb. Sulfate and nitrogen (NH4 and
NOs) pollution showed very different weathering patinas, orange and green respectively. Analysis
of the microbial communities revealed the influence of the presence of limestone on the
development of microorganisms, as well as a selectivity of microorganisms according to the type
of pollution. Nevertheless, very few differences were identified for samples subjected to particulate
and gaseous pollution.

Key words: Construction — Materials, Limestone, Bio-deterioration, Microbial community,
Atmospheric pollutant.
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INTRODUCTION GENERALE :

La préservation du patrimoine béati est un défi économique pour les municipalités. En effet, outre
la valeur culturelle et historique des monuments, leur entretien, souvent irrégulier et tardif, entraine
des colts de restauration rendus élevés de par 'ampleur des dommages accumulés au cours des
années. En effet, depuis leur mise en ceuvre, les batiments en pierre sont exposés a des actions
physiques, chimiques et biologiques qui conduisent a différents types d’altération, tels que la perte
de matiére, les transformations minéralogiques et les changements de patine.

Différents agents jouent un rdle déterminant dans ces altérations tels que : les facteurs
météorologiques et climatiques (précipitations, température et humidité relative), la pollution
(particulaire et gazeuses) et I'activité biologique. Ces facteurs affectent les processus d’altération,
en fonction de la nature de I'environnement (rural, industriel et urbain). Au-dela de I'inconvénient
esthétique, ces changements affectent la durabilité des monuments. Par conséquent, afin de
proposer des traitements de conservation et de restauration appropriés (nettoyage, remplacement
partiel, traitement de surface, etc.), il est nécessaire de comprendre en amont I'impact des
facteurs environnementaux et les mécanismes d’altération abiotiques et biotiques qui en résultent.

D’aprés la base MONUMAT du BRGM, plus de 50 % du patrimoine bati utilise le calcaire comme
pierre de construction. De nombreux batiments historiques sont situés dans des zones urbaines,
dans des parcs ou des jardins, et sont donc exposés a la pollution atmosphérique et a la
colonisation biologique. Cette double contribution peut conduire & des mécanismes et des
cinétiques d’altération différents. Par conséquent, pour étudier et comprendre les mécanismes
d’altération, il est nécessaire d’adopter une approche multidisciplinaire associant sciences des
matériaux et sciences environnementales.

Souvent, les études sur l'altération des pierres calcaires abordent séparément I'impact des
polluants atmosphériques et celui des agents biologiques. Cependant, la combinaison des deux
peut avoir un effet synergique. Par exemple, la pollution peut modifier la composition des
communautés microbiennes avec un comportement agressif envers la pierre en modifiant le
réseau de poreux de la pierre calcaire ou alors catalyser la fixation des polluants atmosphériques.
L’élimination ou l'apparition de nouvelles communautés microbiennes a la surface des
monuments en pierre en fonction des facteurs environnementaux et leur influence sur la
dégradation de la pierre doivent étre soigneusement évaluées.

C’est dans ce cadre que le projet MIAM (2016-2024), financé d’abord par un appel d’offres interne
de 'OSU Effluve et ensuite par I’Agence Nationale de la Recherche a vu le jour. Ce projet s’articule
autour de deux grands axes :

1) La compréhension de la dégradation du calcaire en fonction de la composition des
communautés microbiennes.
2) L’élaboration d’'un revétement biocide eco-friendly

Ce travail de thése s’inscrit dans la premiére partie du projet ANR MIAM. Pour réaliser cette
étude, deux approches ont été déployées : en site réel et en laboratoire.

Le cimetiére du Pére-Lachaise a été choisi pour I'étude in-situ. En effet, la plupart des tombes
datant du XIXéme siécle sont en calcaire du bassin parisien et n'ont pas été restaurées
contrairement aux batiments historiques. Ceci permet donc d’observer des altérations anciennes
datées d’aprés les inscriptions présentes sur les tombes. Le site combine un environnement
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urbain pollué au centre de Paris et une partie centrale tres végétalisée. Le cimetiére du Pére-
Lachaise est donc un site idéal pour étudier conjointement les actions chimiques et biologiques
sur l'altération des roches calcaires.

La premiére partie de ce travail a été réalisée a partir de données de « terrain » : les tombes du
Pére-Lachaise (altération a long terme, ~ 200 ans d’exposition) et coupons de calcaire installés
dans le cimetiére en 2016 (altération a court terme, ~ 5 ans d’exposition). Sur ces échantillons,
différentes analyses biologiques et chimiques ont été réalisées afin de 1) quantifier et identifier
les microorganismes présents a la surface de la pierre et de 2) caractériser les faciés d’altérations
de la pierre.

La seconde partie de ce travail a eu pour but de simuler I'altération du calcaire en présence de
microorganismes et de pollution en conditions controlées afin de comprendre quels sont les effets
de la pollution atmosphérique (SO2, NO2, NHs, suies) sur les populations microbiennes et de
comprendre quel est I'effet de ces synergies sur l'altération de la pierre calcaire.

Ce mémoire de thése s’organise ainsi en cinq chapitres :

» Le premier chapitre correspond a un inventaire de I'état des connaissances actuelles sur
les faciés et processus d’altération de la pierre, des polluants, et les microorganismes
ayant un rble dans la bio détérioration. Un volet sur I'influence des climats et de la pollution
sur la bio détérioration des monuments en pierre a aussi été réalisé.

> Le deuxiéme chapitre présente la démarche expérimentale employée au cours de ce
travail. Il présente le matériel et les méthodes utilisées afin de mener a bien le bilan des
altérations sur le site du Pére-Lachaise, ainsi que les simulations d’altération de la pierre
en milieu controlé.

> Le troisiéme chapitre intitulé « L’altération naturelle de la pierre calcaire » présente les
grands résultats d’identification des faciés d’altérations et d’identification des
microorganismes présents a la surface des calcaires a court et long terme d’exposition a
'environnement urbain parisien. Les résultats obtenus aprés 5 ans d’exposition seront
présentés sous forme d’article qui est soumis. La seconde partie de ce chapitre porte sur
l'identification des faciés d’altération et les microorganismes identifiés sur les tombes du
cimetiére du Pére-Lachaise, représentant environ 200 ans d’altération en milieu urbain.

» Le quatriéme chapitre, intitulé « L’altération artificielle de la pierre calcaire », présente
les principaux résultats des différentes simulations ayant été réalisés. Pour la premiére
simulation, un systéme simplifié a été réalisé, du calcaire a été mis en contact avec des
microorganismes et une eau de pluie synthétique ayant une composition semblable a ure
I'eau de pluie actuelle a Paris. Pour la deuxiéme simulation, le systéme a été complexifié
en ajoutant une source de pollution particulaire et gazeuse au systéme précédent. Enfin
la troisiéme simulation a été réalisée en faisant varier la composition de I'eau de pluie
(SO2, NO; et NHs) afin de simuler une pluie passée, présente et future.

» Le cinquiéme (et dernier) chapitre de ce travail correspond a la conclusion générale de
la thése et aux perspectives d’études.
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CHAPITRE 1 :
ETAT DE L’ART - LE CALCAIRE PARISIEN, AGENT ET
PROCESSUS
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Chapitre 1 : Etat de I'art — Le calcaire parisien, agents et processus

1. La pierre et ses faciés d’altération
1.1.Calcaire des monuments
1.1.1. Le calcaire, pierre de construction ancienne

Les calcaires, du point de vue géologique, sont des roches sédimentaires composées d’au
minimum 50 % de carbonate de calcium (CaCOs3). lls se forment dans différents types
d’environnement : marin ou lacustre, et contiennent fréquemment des bioclastes tels que des
fragments de coquilles, des foraminiféres ou bien des entroques. Les pierres calcaires, issues du
bassin Parisien, ont été formées essentiellement au Jurassique, au Crétacé et a 'Eocéne, et ont
la particularité d’étre riches en bioclastes.

Le calcaire du Lutétien (45 millions d’années, Eocéne) est utilisé a Paris depuis I'époque gallo-
romaine. De I'antiquité au Moyen Age, I'exploitation de calcaire était principalement a ciel ouvert
(Figure 1- A), notamment dans 'actuel Jardin des plantes de Paris (5°™ arrondissement).
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Les carrieres parisiennes étaient principalement localisées sur la rive gauche et desservie par
trois réseaux : le premier vers Passy, le second dans le 12éme arrondissement et le troisieme au
niveau du bois de Vincennes. Jusqu’au Moyen Age, de nombreuses carriéres souterraines ou &
ciel ouvert s’ouvrirent en banlieue parisienne de par I'accroissement de la demande en matériaux
pour construire de nombreux édifices (Blanc et al., 2001). Le calcaire du Lutétien est décrit
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précisément dans une grande partie du bassin parisien (Figure 1 — B). |l est composé de plusieurs
bancs, avec des différences pétrographiques notables.

La Figure 1 — C représente le log stratigraphique des différents bancs du Lutétien retrouvé dans
différentes régions. Les calcaires de type banc franc et liais ont été identifiés par exemple dans la
construction des thermes de Cluny (Blanc and Lorenz, 1994).

Les calcaires de I'Oise, notamment le calcaire a Ditrupa (Figure 1 — C), sont arrivés sur Paris au
cours du XIVéme siécle et ont été identifiés notamment sur I'église de Saint Severin (5°m¢
arrondissement). A partir du XVéme siécle, le calcaire de I'Oise, provenant de Saint-Leu et/ou
Troissy, a eu beaucoup de succes et fut notamment utilisé dans la construction du Palais du
Louvre, de I'Hétel des Invalides, du Palais Bourbon, de I'Ecole Militaire ou encore de la Place de
la Concorde. Au XVIIéme siécle, Colbert ordonna a I’Académie royale d’Architecture de recenser
toutes les carriéres pouvant fournir du calcaire en grande quantité (Benoit et al., 2000).

Le liais des carrieres parisiennes fut identifié sur de nombreux portails et sculptures localisés
assez loin de Paris comme dans les cathédrales de Chartres, de Sens, des églises de Provins ou
encore celles du Sénonais dés le Xlleme siecle. La localisation de cette pierre a plus de 80 km
de Paris montre donc I'importance du transport de la pierre par voie fluviale (Seine, Oise, Marne,
Yonne ...), des ports parisiens jusqu’en province.

Le développement des transports terrestres et fluviaux a donc permis I'expansion de I'utilisation
de certains calcaires locaux. Par exemple, la pierre d’Euville (calcaire dur, crinoidale) était utilisée
principalement en Lorraine depuis I'antiquité. En 1853, suite a 'ouverture de la gare ferroviaire de
Commercy ainsi que par 'ouverture du canal de I'Est (entre la Marne et le Rhin), son utilisation
se développa dans la capitale notamment dans I'entablement du petit Pont-Neuf, puis elle sera
utilisée principalement dans le soubassement des monuments d’architecture haussmannienne.

Le Tableau 1 rassemble les principaux types de calcaire issus du Bassin parisien et utilisés dans
la construction des monuments historigues.
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Tableau 1: Calcaires du bassin Parisien, caractéristiques et utilisation dans les monuments historiques.

Types de calcaires Formation géologique Caractéristique de la roche Monuments

Saint Maximin Eocéne, Lutétien Calcaire a miliole et nummulite  Tour Saint-Jacques,

roche fine opéra Garnier, Grand
Boulevard

Saint-Leu Eoceéne, Lutétien Calcaire a miliole et nummulite  Eglise Saint-

Eustache, Palais du
Louvre, hotel des
Invalides, Elysée

Tuffeau Crétacé supérieur, Turonien Calcaire crayeux Chateau de
Chambord, Chateau
de la Loire

Lens Crétacé inférieur, Barrémien Calcaire oolithique Arénes de Nimes
Maison Carrée

Comblanchien Jurassique moyen, Bathonien Calcaire micritique Dallage du Sacré-
Coeur
Eglise de Saint-Denis
de nuit de St George

Euville Jurassique supérieur, Calcaire a entroque Chéteau de
Oxfordien Commercy, opéra
Garnier, pont
Alexandre Il
Savonniere Jurassique supérieur, Calcaire oolithique et coquiller ~ Batiments du Barrois
Portlandien en Meuse, en

remplacement de la
pierre de Caen

1.1.2. Restauration des monuments en pierre calcaire

Au cours du temps, les monuments en pierre vont se détériorer et leur restauration devient
nécessaire. Si la pierre calcaire est trop abimée, elle doit étre remplacée par une pierre provenant
de la méme carriére si possible. Aujourd’hui de nombreuses carrieres étant fermées, les
ingénieurs-géologues doivent trouver des pierres provenant d’autres carrieres, mais qui doivent
rester compatibles avec les pierres restées sur place. Ces pierres de remplacement doivent avoir
des caractéristiques esthétiques (couleur, nature, taille de grains, présences de coquilles) et
pétrologiques (porosité, capillarité, résistance mécanique, vitesse de propagation de la vitesse
sonore ...) semblables afin de ne pas perturber la circulation de fluide par exemple qui pourrait
entrainer des dégradations encore plus importantes (Les monuments historiques et la pierre,
2012).

En restauration, le calcaire Savonniere remplace, par exemple, la pierre de Caen qui est trés peu
exploitée depuis les années 1960, le St Maximin a été utilisé notamment pour les travaux de
restauration du Panthéon, du Pont-Neuf ainsi que pour la tour Saint-Jacques. Enfin la pierre des
Aucrais est utilisée dans la restauration de la cathédrale de Reims, car sa dureté, sa teinte et son
type de grain qui est assez proche du Liais de Courville.
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1.1.3. Le calcaire au cimetiére du Pére-Lachaise

Comme décrit précédemment, la pierre calcaire est donc un des matériaux les plus prisés au
XIXéme siécle a Paris. C’est donc tout naturellement que ce matériau se retrouve en abondance
au cimetiere du Pére-Lachaise, ouvert en 1804. Les monuments funéraires de cette époque
appartenaient principalement aux familles aisées de la capitale, allant de tombes assez simples
constituées d’une dalle et d’'une stéle, a des caveaux familiaux de grande ampleur. Les calcaires
utilisés pour leurs constructions étaient principalement du calcaire local (calcaire du Lutétien).
Pour les monuments construits aprés 1850, du calcaire d’Euville (Jurassique supérieur) est
employé pour le soubassement du monument sur lequel est posé le Lutétien, ou bien pour tout le
monument. De nombreuses steles et chapelles funéraires sont construites en Comblanchien
(Jurassique moyen).

1.2.Les facies d’altération et processus

La pierre de construction est depuis des dizaines, voire des centaines d’années soumises a
différents facteurs environnementaux tels que l'eau, le vent, le gel, la pollution ou encore les
communautés biologiques, pouvant la faire évoluer.

Le terme altération est défini par Jeannette (1992 a, b), comme étant le résultat d’un ensemble
de processus physique chimique et biologique qui induisent un changement de
caractéristiques originelles du matériau.

Afin de généraliser la nomenclature des faciés d’altération, le Comité International des
monuments et des sites a publié en 2008 un glossaire de référence sur les formes d’altérations
de la pierre (Vergés-Belmin, 2008).

La nomenclature ICOMOS décrit les différents faciés d’altération en 5 catégories (Figure 2) :

1. Fissure et déformation

2. Deétachements

3. Figures induites par une perte de matiére
4. Altération chromatique et dépobts

5. Colonisation biologique

Les fissures et déformations (Figure 2) correspondent a une altération physique de la pierre
(dissociation partielle sans modification de la composition minéralogique) induite principalement
par des mécanismes de structure et de mécanique.

Les détachements sont principalement causés par des phénomeénes de stress thermique et/ou de
cristallisation de sel en subsurface, qui vont induire un éclatement du réseau poreux en proche
surface induisant un phénomene de desquamation.

Les pertes de matiere correspondent a une altération de type chimique gouvernée par des
phénomeénes de dissolution. Elles peuvent étre aggravées par les pluies acidifiées par la pollution
atmosphérique.

L’érosion est due a I'action de poussiéres abrasives soulevées par le vent et a celle du pouvoir
dissolvant de I'eau. Il en résulte principalement des faciés d’alvéolisation ainsi que des pertes de
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matiere des composants de la pierre ou encore de la matrice micritique ou sparitique autour des
grains.

o : ,:‘
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Figure 2 : Classification des facies d’altération selon le glossaire ICOMOS.

Les altérations chromatiques et dép6ts sont principalement décrits comme étant liés a la pollution
atmosphérique, et notamment aux dép6ts de suie de combustion donnant une couleur sombre
aux monuments historiques. Les dépdts salins s’expriment a travers la cristallisation de sels en
surface tels que le gypse (CaS0a), I'halite (NaCl), Epsomite (MgSO. 7H,0) ou encore du salpétre
(KNO3) (Chabas and Jeannette, 2001; Fitzner et al., 2002; Cardell et al., 2003; Lopez-Arce et al.,
2008; Kloppmann et al., 2014; Kramar et al., 2010; Chabas et al., 2022).

En zone urbaine, le sel le plus fréquemment identifié sur les monuments en calcaire est le gypse,
sous forme de crodtes noires. Les cro(tes noires correspondent donc a du gypse dans lequel sont
incorporées des cendres volantes qui leur conférent une couleur grise a noire (Camuffo et al.,
1983; Ausset et al., 1999). Ces crodtes sont fréquemment associées a la pollution atmosphérique
et notamment a une pollution soufrée, caractéristique de I'ére industrielle. Les suies de
combustions (liée a la pollution atmosphérique) peuvent aussi étre déposées directement a la
surface de la pierre (sans étre incorporées a une crodte saline), provoguant un encrassement et
donc un changement chromatique en assombrissant la surface de la pierre.
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Enfin, la colonisation biologique est directement liée a la présence dorganismes (et
microorganismes) tels que les algues, les bactéries, les champignons, les lichens, les plantes ...
Ces colonisations vont induire avant tout une altération esthétique d’ordre chromatique, mais qui
peut évolue en altération chimique (dissolution induite par leurs métabolites) et physique (fracture
du réseau poreux).

Les altérations de la pierre peuvent étre visibles a différentes échelles : de I'échelle nanométrique
a I'échelle d’'une facade entiére. Le

Tableau 2, d’aprés les travaux de Fitzner and Heinrichs, 2001, décrit les différentes échelles de
I'altération de la pierre, les paramétres environnementaux ainsi que les sciences impliquées dans
ces phénoménes. Ceci illustre parfaitement le caractére multidisciplinaire des recherches menées
sur l'altération de la pierre et la nécessité d’en identifier les différents agents.

Tableau 2 : Echelle des altérations de la pierre, paramétres et sciences impliquées (Fitzner and Heinrichs, 2001).

Echelle Paramétres Sciences impliquées

Changement des

Echelle nanométrique | propriétés de la pierre

Altération non visible

<mm Composition, texture,
porosité... Géosciences,
Changement sciences des
Echelle millimétrique | chromatique, perte de | matériaux,
mm acm matiere, chimie,
micromorphologie physique,

, R microbiologie
. . Phénomeéne de
Echelle centimétrique

Altération visible

cmam

détérioration - forme

d’altération
Echelle métrique / Stabilité de la .
Architecture,
Monument ou fagade | structure - L
R e ingénierie structurelle
complete esthétique

2. Les différents agents d’altération du calcaire
2.1.Le climat - les facteurs météorologiques

L’eau est le facteur déterminant dans l'altération de la pierre. Cette eau est majoritairement
apportée par les pluies, mais peut aussi provenir des sols par remontée capillaire, ou encore sous
forme de vapeur d’eau dont la condensation est favorisée en milieu poreux et en surface en
condition de fortes humidités relatives.

e Lapluie

Les eaux de pluie sont composées de plusieurs ions majeurs et mineurs. La composition des eaux
de pluie dépend des éléments présents dans I'atmosphére. Dans le cas des pluies parisiennes,
les ions majeurs sont pour les cations Na* et Ca2* et pour les anions SO,27, NO;3™ et CI~ (Beysens
et al., 2017). Il existe une variabilité saisonniere de la concentration en éléments majeurs des
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eaux de pluie en atmosphére urbaine (Kotowski et al., 2020). La composition des eaux de pluie
est principalement contrélée par les éléments présents dans I'atmosphére. Ainsi dans un milieu
urbain et/ou pollué, elles contiennent des concentrations plus élevées en SO+*, NO5;™ ou encore
en NH4* qui les rendent plus acides.

Les phénomeénes de ravinement et de dissolution résultent principalement d’'une action directe de
ruissellement, tandis que les phénomeénes de gélifraction, d’encroitement de plaques ou
d’alvéoles résultent de mécanismes plus complexes, qui font intervenir des phénoménes de
capillarité, des cycles d’'imbibition / séchage et les propriétés intrinséques de la pierre.

° La température

Les variations de température saisonniéres ont un impact important dans l'altération des roches.
A Paris, les températures peuvent varier de -5°C en hiver jusqu’a 40°C en plein été. Ces
températures jouent un réle sur le comportement des fluides dans le réseau poreux. L’eau rentre
dans le réseau poreux par capillarité, de la surface vers le réseau interne de la roche. En hiver,
lorsque la température descend en dessous de 0°C, I'eau liquide contenue dans les pores va se
transformer en eau solide et augmenter de volume (~ 9 %), ce qui peut contribuer a
un « éclatement » ou un agrandissement de ses pores ou bien encore créer des fissures.

De plus, la température joue un réle essentiel dans la dynamique de cristallisation de sels. Dans
le cas de la cristallisation du NaCl, par exemple, il a été démontré que la température jouait un
réle important dans la localisation de la formation de sel. En effet, plus la température est
importante, plus les cristallisations de sels se réalisent en subsurface. Ainsi, & des températures
autour de 30°C, le sel va se former quasiment en surface. (Gomez-Heras and Fort, 2007; Aly et
al., 2015). Cette cristallisation de sel en subsurface en présence de températures élevées peut
donc a terme entrainer des faciés d’altération de type écaillage ou débit en plaque (Gomez-Heras
and Fort, 2007; Vergés-Belmin, 2008). A linverse, a faible température, la cristallisation se fait
plus en profondeur. L’étude d’Angeli et al., 2010 a alors montré que la cristallisation de sulfate de
sodium était plus destructrice a 5°C qu’a température ambiante ou encore a 50°C.

2.2.De la pollution atmosphérique a I’altération des monuments
2.2.1. Les polluants atmosphériques

Les polluants atmosphériques sont représentés par des gaz tels que SO,, NOy, CO, ou des
particules comme les PM, s et PM;, dont la description est rappelée dans les paragraphes
suivants (Seinfeld and Pandis, 2016).

e Particule ou poussiére en suspensions (PM)

Deux types de particules se distinguent de par leur mode de formation. Les particules primaires
sont émises directement dans l'air et sont majoritairement issues de combustions incomplétes
liées aux activités industrielles ou domestiques. Elles peuvent aussi étre émises par I'agriculture
et peuvent étre d’'origine naturelle comme les pollens par exemple. Les particules secondaires
sont, quant a elles, formées dans I'atmosphere par des réactions physicochimiques.

Ces particules sont classées en fonction de leurs tailles : PM1o pour les particules de diametre
inférieur a 10 um (retenues au niveau du nez et des voies respiratoires supérieures) et les PMa s
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pour les particules de diameétre inférieur a 2,5 um qui sont capables de pénétrer dans les voies
respiratoires jusqu’aux alvéoles pulmonaires et passer dans la circulation sanguine.

Ces particules peuvent avoir des effets néfastes pour la santé et sont responsables des salissures
présentes sur les monuments.

o Dioxyde de soufre (SO,)

Le dioxyde de soufre est un gaz émis naturellement notamment lors d’éruptions volcaniques. Il
est également produit de maniére anthropique, a partir de la combustion d’énergie fossile comme
le fioul, le charbon ou encore le gazole. Il peut aussi étre un précurseur de la formation de
particules secondaires en se combinant avec les oxydes d’azote.

Du point de vue de la santé publique, le dioxyde de soufre peut provoquer une irritation des
muqueuses, de la peau et des voies respiratoires.

Il est impliqué dans les phénoménes de pluie acide (décrits plus bas) et de dégradation de la
pierre.

e Oxydes d’azote (NO,)

Les oxydes d’azotes regroupent le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO.).

Dans la nature, les NOx peuvent étre créés par les volcans et les éclairs. De plus, certains
processus biologiques peuvent émettre du NO, notamment par la transformation de I'azote dans
le sol.

En zone urbaine, les NOyx sont issus des processus de combustion (chauffage, production
d’électricité, moteur thermique des véhicules ...). L'utilisation d’engrais peut dans certaines
localisations induire aussi une pollution trés importante en NOy, devenant la source de pollution
majoritaire. Les NOy peuvent réagir, dans I'atmosphére, avec d’autres polluants tels que les COV
pour former de I'ozone troposphérique ou encore avec de 'ammoniac sous forme de particules
secondaires.

Le dioxyde d’azote (NO-) est un gaz irritant pour les bronches et favorise les crises d’asthme et
les infections pulmonaires.

La pollution aux NOy est responsable de I'acidification des milieux aquatiques et I'eutrophisation
gui peut conduire a une réduction de la biodiversité dans les sols.

e Composés organiques volatils (COV)

Les COV se composent d’'une trés grande famille de molécules tels que le benzéne, I'acétone, le
perchloroéthyléne ...

Dans les régions industrialisées, les COV deviennent une source de pollution prépondérante,
pouvant réagir avec d’autres sources de pollution dans I'atmosphére. lls sont, en présence de
méthane et de NOy, les précurseurs de I'ozone, de particules secondaires ou encore de gaz a
effet de serre.

lls provoquent principalement des irritations, une diminution des capacités respiratoires et des
nuisances olfactives. Certains d’entre eux peuvent étre cancérigénes.

21



Chapitre 1 : Etat de I'art — Le calcaire parisien, agents et processus

e L’ozone (03)

L’ozone est un des gaz majoritaires et indispensables a la vie sur terre. Dans les hautes couches
de I'atmosphére (stratosphére), il absorbe la grande majorité des rayons UV du soleil et protéege
la terre d’'un rayonnement trop important. Dans les basses couches de I'atmosphére
(troposphére), c’est un polluant nocif pour la santé humaine, animale et végétale de par son
caractére oxydant.

Les épisodes de pollution a 'ozone ont principalement lieu en été, sur des périodes ensoleillées
et caniculaires, avec trés peu de vents.

L’'ozone est par ailleurs un catalyseur de certaines réactions chimiques pouvant aggraver et
acceélérer I'effet d’autres polluants.

e Ammoniac (NHs)

Les pollutions a 'ammoniac sont principalement reliées aux activités agricoles. Du point de vue
de la santé publique, c’est un gaz irritant pouvant bruler les yeux et les poumons.

Dans I'environnement, il provoque I'acidification et I'eutrophisation des eaux et des sols. En se
combinant avec d’autres polluants, ils peuvent aussi former des particules fines secondaires.

e Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les HAP sont principalement issus d’'une combustion incompléte, de I'utilisation de solvant ou
encore de produit de remplissage de réservoirs automobiles. lls provoquent principalement des
irritations, une diminution des capacités respiratoires et une nuisance olfactive. lls ont un réle de
précurseur dans la formation d’ozone.

2.2.2. Influence de la pollution sur I’altération des pierres

Ces différents polluants atmosphériques peuvent se déposer sous forme de dépbt sec ou de dépbt
humide quand ils sont incorporés dans les pluies (Massey, 1999).

Les dépdts humides consistent en I'incorporation des polluants atmosphériques a l'intérieur des
gouttes de pluie par piégeage durant leur chute (Charola and Ware, 2002). Les dépdts humides
causent principalement des pluies acides connues pour leurs actions altérantes, notamment pour
les pierres carbonatées. L’acide sulfurique (H>SO4) est le principal composant acide de la pluie
avec dans de plus faibles proportions du HNO3 et du HCI. La présence de fer et de manganéese
joue un réle de catalyseur dans la transformation du SO, en SO.* (Hutchinson et al., 1993).

Les dépdts secs, par définition, se réalisent en 'absence de pluies. lIs vont étre activés au contact
de brume ou d’atmosphére saturée en humidité (Camuffo, 1986). lls résultent du dépét de tous
les polluants vus précédemment : SO,, NO,, NH; ou bien encore de métaux lourds (Garnaud et
al., 1999). Les dépbts secs peuvent étre enlevés de la surface par lessivage pluvial. La bruine, le
brouillard et la rosée ne retirent pas les dépodts secs de la surface des monuments, mais offrent
assez d’humidité pour activer chimiquement les dépbts secs, attaquant plus la pierre que les
pluies acides (Camuffo, 1991; Charola and Ware, 2002)
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Pour conclure, les dépbts humides affectent seulement les surfaces exposées aux pluies, tandis
gue les dépbts secs affectent ensemble, toute la surface du monument (Camuffo et al., 1984,
1988). L'un des faciés d’altération du calcaire par la pollution atmosphérigue le plus connus est la
formation de croQte noire. Ces croltes noires correspondent a une sulfatation du calcaire formant
ainsi du gypse dans lequel des particules de type cendres volantes ont été incorporées lui donnant
une couleur allant du gris au noir. La composition de ces crodtes est dépendante de la pollution
atmosphérique environnante (Camuffo et al., 1983; Ausset et al. 1999; Saiz-Jimenez, 1999).

Des tests en laboratoire ont montré qu’en présence d’'une atmosphére acide riche en sulfate, un
gain de matiére du calcaire était observé notamment par la formation de gypse en deux phases :
tout d’abord par la dissolution de calcite présente dans le calcaire puis la substitution de I'ion COz*
par le SO,* formant ainsi du gypse. Dans le cas d’'un contact direct entre une solution sulfatée
acide, I'effet principal sur la pierre est une perte de matiére par dissolution de la calcite (Gibeaux
et al., 2018).

2.2.3. Pollution a Paris : I’historique

Les pollutions atmosphériques sont mentionnées dés I'Antiquité. Elles sont notamment décrites
au Royaume-Uni (Brimblecombe, 2012). Du Xlléme au XVéme siécle, la pollution atmosphérique
de Londres était induite par la combustion de charbon de mer (mines localisées sous la Manche)
qui libérait des fumées si toxiques que beaucoup de londoniens présentaient des pathologies
pulmonaires allant de la toux a 'asphyxie (Brake, 1975; Outram and Fishman, 2006). N'ayant pas
de données aussi anciennes concernant les concentrations en SO, a Paris, Brimblecombe et
Lefevre en 2021 ont estimé les concentrations potentielles de différents polluants a partir des
données de Londres, en supposant que Paris utilisait moins de charbon. Suivant ce modéle, une
augmentation du SO- et des PMyg est visible en deux temps entre 1650 et 1875 puis de 1875 a
1950. La deuxiéme période correspond au début des importations de combustible a Paris (Figure
3).
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Figure 3: Estimation de I'évolution des différents polluants atmosphériques a Paris (Brimblecombe and Lefévre,
2021).

L’attention sur la pollution atmosphérique s’est portée au cours du XIXéme siécle sur les différents
épisodes mortels de SMOG (Meuse 1930, Pennsylvanie 1948 et Londres 1952). Depuis les
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années 1950, les pouvoirs publics ont cherché a réduire drastiquement les concentrations en SO;
atmosphérique, avec succes (Figure 4). Depuis 2008, les concentrations en SO, sont en dessous
des limites de détection des analyseurs, et ne font plus partie des objectifs a atteindre en termes
de qualité de l'air.

D’autres polluants tels que le NOx et les PM sont cependant toujours surveillés. Les normes
européennes fixent des seuils de concentration annuelle a 40 ug.m= et 50 pg.m= respectivement
pour les NO: et les PMio. En 2019, la France a notamment été condamnée par la Cour de justice
européenne pour non-respect des normes en termes de qualité de l'air pour « dépassement de
maniere systématique et persistant » des valeurs seuil en NO», ainsi qu’en avril 2022 pour les
mémes faits, cette fois-ci pour les PMyo (https://www.citepa.org/fr/2022 05 a06/).

Dioxyde de soufre
depuis 1994

364

Méthode de mesure :
Acidité forte jusqu'en

301 o & 1993 sur un échantillon
m m évolutif de stations
s urbaines
RN | B BN
I~ oy ~

e /m?

8

4444444
vvvvvv

o

LA e e
56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 B8 90 92 94 96 58 00 02 04 06 08 10 12 14

Figure 4 : Evolution de la concentration en SO2 hivernal & Paris entre 1952 et 2014 (AIRPARIF, 2020)
2.3.Agents biologiques dans I'altération des pierres

Avant de décrire les microorganismes impliqués dans l'altération des pierres, il est important de
définir certains termes, notamment le « type trophigue ». Le « type trophigue » correspond aux
différentes sources d’énergie utilisées par les microorganismes comme nutriments afin de
produire leurs propres matieres organiques. Les différents types trophiques sont décrits dans le
Tableau 3.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des différents types trophiques.

Classe du besoin Nature du besoin Type trophique
Source d'énergie lumineuse phototrophie
chimique chimiotrophie
Substrat énergétique minéral lithotrophie
organique organotrophie
Source de carbone CO; (minérale) autotrophie
organigue hétérotrophie
Facteurs de croissance non indispensables prototrophie
indispensables auxotrophie
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Les microorganismes photosynthétiques utilisent la lumiére comme sources d’énergie. lls
correspondent principalement aux algues et aux cyanobactéries, mais certaines especes
bactériennes sont tout de méme en capacité de réaliser la photosynthése. De plus les algues et
cyanobactéries utilisent les composés azotés pour leurs croissances.

Les microorganismes synthétiques ou « chimiotrophe » utilise des composés chimiques pour
produire leur énergie. C’est notamment le cas des bactéries impliqué dans le cycle de I'azote et
du carbone (décrit plus bas).

Différents microorganismes sont fréquemment retrouvés sur les pierres calcaires. Ce sont
principalement :

* Les bactéries sont des organismes extrémement diversifiés et ubiquistes. Elles peuvent
étre classées en deux catégories suivant le type de carbone qu’elles utilisent : les autotrophes et
les hétérotrophes. Les bactéries autotrophes vont avoir la particularité de produire de la matiere
organiqgue a partir de composés inorganiqgues (comme le CO,, CH,...), tandis que les
hétérotrophes vont utiliser du carbone organique préexistant. Les bactéries autotrophes peuvent
utiliser les composés minéraux des pierres de construction comme source d’énergie au cours de
différents cycles de transformation : cycle de 'azote, du soufre, du manganese et du fer (Martinet
and Quénée, 2008). Ces cycles vont permettre la formation de différents sels solubles comme le
gypse (cycle du soufre) ou bien encore les nitrates de potassium (cycle de 'azote). L’altération
chromatique d’'un monument en pierre peut étre due a l'action de certaines bactéries capables
d’oxyder le fer ou bien encore le manganése.

Les bactéries sont également capables de produire différents acides qui vont accentuer les
phénomeénes d’altération en fonction de I'espece et bien sir de leur type trophique. Pratiquement
toutes les bactéries sont capables d'assimiler I'ammoniac (NHs3) ou les sels d'ammonium.
Quelques-unes peuvent utiliser les nitrates (NO3), les nitrites (NO2) ou méme I'azote organique
(ex : acides aminés). Par exemple, les bactéries qui interviennent dans le cycle de 'azote (Figure
5) sont capables de produire de I'acide nitrique.

~
Fixation de I'azote Nitrification

Ammonisation Nitrosation Nitratation

Bactéries Bactéries nitreuse Bactéries nitrique
ammonifiantes (Nitrosomonas) (Nitrobacter)
Acide aminé ' v Acide nitreux . Acide nitrique
puis Urée et NO, et NOy

Dénitrification

Figure 5: Schéma du cycle de I'azote et des microorganismes impliqués.

Le phénoméne de nitrification est réalisé par les bactéries nitrifiantes. La nitrification entraine la
bio-détérioration du calcaire par I'acide nitrique ainsi qu’un enrichissement en nitrate du calcaire
(Mansch and Bock, 1998).
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Les bactéries hétérotrophes, quant a elles, vont cataboliser le carbone organique présent autour
d’elles et peuvent sécréter aprés fermentation ou respiration, différents acides organiques comme
notamment I'acide oxalique qui peut d’une part altérer la pierre par son acidité et d’autre part
entrainer la formation d’oxalate de calcium (Martinet and Quénée, 2008). Ces acides organiques
sont produits par différentes voies métaboliques comme le cycle de Krebs (Gottschalk, 1986).

* Les algues sont des organismes photosynthétiques unicellulaires nécessitant un fort
taux d’humidité ou la présence d’eau stagnante pour se développer. Il existe plusieurs types
d’algues : rouges, vertes... Ces derniéres vont généralement se développer sous forme de biofilm
algaire a la surface des monuments. Etant produits par des organismes photosynthétiques, les
biofilms formés vont apparaitre colorés : de couleur verte pour les algues produisant de la
chlorophylle a des teintes rouge orangé pour les algues produisant des pigments de type
caroténoide. Les algues au méme titre que les bactéries sont considérées comme les premiers
colonisateurs du milieu. En effet, elles vont se développer a la surface de la pierre dans les
premiéres semaines d’exposition.

* Les cyanobactéries sont des organismes photosynthétiques, pouvant vivre sous des
conditions extrémes. Elles se développent préférentiellement dans les environnements pollués
sous forme de biofilms et, comme les algues, dans des milieux riches en nutriments avec un fort
taux d’humidité (Ortega-Calvo et al., 1991; Gaylarde, 2020). Il existe plusieurs types de
cyanobactéries et un certain nombre d’entre elles sont capables de fixer 'azote atmosphérique
(Carr and Whitton, 1982) notamment en environnement pollué.

* Les champignons sont des organismes microscopiques, nécessitant des apports
organigues (hétérotrophes) et pouvant se développer sur des pierres en association. Les
champignons ont la capacité a produire des enzymes qui en combinaison avec les acides
organiques peuvent former des oxalates de calcium, responsables d’une patine brunatre sur le
calcaire (Martinet and Quénée, 2008). lls peuvent conjointement altérer la pierre par action
mécanique grace a leurs hyphes qui pénétrent dans I'espace intergranulaire des pierres.

Deux grands types de champignons sont décrits dans la littérature, les hyphomyceétes et les
« black fungi »

Les hyphomyceétes sont principalement des champignons présents dans I'air, pouvant établir leurs
hyphes dans le réseau poreux de la pierre. lIs se retrouvent principalement dans les climats
modérés a humides. Les principaux genres représentant les hyphomycetes sont : Alternaria,
Aspergillius, Cladosporium, Epicoccum, Aureobasidium, Ulocladium et Phoma (Scheerer et al.,
2009; Sterflinger, 2010; Sterflinger and Pifiar, 2013; Pinheiro et al., 2019).

Le terme « black fungi » (BF) dans la littérature regroupe de nombreux micro-champignons, ils
peuvent avoir aussi d’autres appellations tels que « merisimatic fungi » ou encore « micro colonial
fungi ». lls ne sont pas reliés a un groupe phylogénétique, mais présentent une caractéristique
commune, la présence de mélatonine dans leurs cellules, leur donnant leur couleur brune a noir
(Hoog and Figueras, 1996; De Leo et al., 2022). Les « black fungi » sont des microorganismes
ubiquistes, reconnus comme faisant partie des microorganismes pionniers dans la colonisation
des monuments en pierre carbonatée et comme étant un des premiers types de microorganismes
recolonisant les monuments apres leurs nettoyages ou leur restauration. Dans les climats plut6t
arides a semi-arides, les communautés fongiques sont plutdt composées de levures noires et des
champignons formant des microcolonies, et notamment des genres Hortaea, Sarcinomycetes,
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Conosporium, Capnobotryella, Exophiala, Knufia et Trimmatostroma (Sterflinger, 2010; Pinheiro
et al., 2019).

* Les lichens correspondent a une symbiose entre un champignon/moisissure et une
algue ou une cyanobactérie. lls se développent sur tout type de pierre et peuvent donner des
aspects colorés. Il existe deux types de lichens : les foliacés (macrolichens) et les crustacés
(microlichens) (Martinet and Quénée, 2008).

La majorité des lichens étudiés dans I'altération de la pierre sont principalement des lichens
épilithiques (qui vivent en surface). Les thalles des lichens épilithiques sont principalement
localisés en surface, mais leurs hyphes se développent en pénétrant le réseau poreux de la roche
(Salvadori and Municchia, 2016).

* Les mousses se développent sur des zones constamment ou treés souvent humides ou
ombragées. Leur appareil racinaire (rhizoides) qui peut apporter de la matiere organique et créer
une sorte de microsol a la surface de la pierre.

3. Bio-détérioration

La bio-détérioration est définie comme étant une altération provoquée par les organismes vivants.
Les organismes causent principalement des changements esthétiques, mais ils peuvent aussi
induire des altérations chimiques et physiques, notamment par des sécrétions de métabolites ou
encore par la pénétration d’hyphes dans le réseau poreux de la pierre.

D’aprés Sterflinger and Pifar (2013), la bio-détérioration des matériaux du patrimoine est
dépendante de trois facteurs :

- la composition chimique et la nature du matériau
- le climat et I'exposition du matériau
- le mode et la fréquence du nettoyage du matériau.

3.1.La colonisation biologique

La colonisation biologique est régie par deux principaux facteurs : les conditions climatiques
environnantes et le principe de bio-réceptivité, défini par Guillitte (1995) comme la capacité d’un
matériau a étre colonisé par des organismes vivants. Les propriétés physico-chimiques de la
pierre incluant sa porosité, sa rugosité, ou encore sa minéralogie sont les premiers facteurs
déterminant son aptitude a étre colonisée par les organismes (Guillitte, 1995; Miller et al., 2012;
Favero-Longo and Viles, 2020). L'étude en laboratoire menée par Dias et al., 2023 a montré que
les roches ayant une porosité ouverte plus importante étaient plus susceptibles d’étre colonisées
par des microorganismes endolithiques (en profondeur dans la roche). A contrario, une roche
ayant une plus faible porosité ouverte était plus susceptible d’étre colonisée par des
microorganismes épilithiques (en surface) formant un biofilm.

La colonisation biologique visible débute principalement par les microorganismes phototrophes
(tels que les microalgues ou les cyanobactéries) qui vont former un biofilm. La formation d’'un
biofilm se déroule en quatre étapes : (1) fixation des microorganismes a la surface de la pierre,
(2) formation des micro-colonies, (3) développement et maturation du biofilm, et enfin (4)
dispersion des cellules dans I'environnement proche (Scheerer et al., 2009; Negi and Sarethy,
2019).
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Les microorganismes phototrophes (algues, cyanobactéries, bactéries) initient donc la
colonisation biologique en formant un biofilm, utilisant la pierre comme substrat et sécrétant des
polysaccarides formant une couche d’exopolysaccaride (EPS) facilitant 'accrochage des cellules
a la surface de la pierre (Scheerer et al., 2009; Miller et al., 2012).

Les microorganismes chimiolithotrophes et hétérotrophes s’implantent au sein des biofilms formés
utilisant la matiére organique présente comme source d’énergie (Th. Warscheid and Braams,
2000; Scheerer et al., 2009; Negi and Sarethy, 2019; Ding et al., 2021).

Cependant les espéces et la succession biologique va étre différentes selon son substrat et de
I'environnement dans lequel elle évolue.

Le développement de biofilm peut étre assez rapide. Des expérimentations en laboratoire sur les
premiers stades de colonisation biologique ont montré la présence d’un biofilm aprés seulement
un mois d’exposition. Ce biofilm est notamment composé des genres Chlorella, Stichococcus,
Trebouxia et Myrmecia pour les Chlorophytes et des genres Pleurocapsa et Leptolyngybya pour
les cyanobactéries (Miller et al., 2008).

La colonisation biologique par des microorganismes hétérotrophes est tout de méme possible
sans intervention de microorganismes phototrophes. Les microorganismes hétérotrophes vont
utiliser des substrats organiques provenant de particules, de vapeur organique présente dans l'air
ou encore de la matiére organique naturellement présente dans la roche (Th. Warscheid and
Braams, 2000; Scheerer et al., 2009)

3.2.Les mécanismes de bio-détérioration
3.2.1. Changement chromatique

Le changement de couleur est un probleme esthétique récurrent dans l'altération des monuments
historiques. Ce changement peut étre induit par différents microorganismes et est principalement
dd aux pigments relachés et/ou contenus dans leurs cellules (Th. Warscheid and Braams, 2000;
Scheerer et al., 2009).

Les algues et les cyanobactéries provoquent de fortes variations chromatiques liées a la présence
de pigments au sein de leurs cellules telles que la chlorophylle, le caroténoide, la phycobiline, la
mycosporine et la scytonemine. Gaylarde (2020) présente dans ses travaux une synthése des
différents pigments contenus dans les algues et les cyanobactéries, leurs fonctions biologiques et
leurs couleurs résultantes (Tableau 4).

Tableau 4: Principaux pigments identifiés dans la littérature, pour les algues et les cyanobactéries, fonctions biologiques
et couleurs associées (d’'apres Gaylarde, 2020)

Pigments Fonction biologique Couleurs associées
Chlorophylle Absorption de la lumiére pourla  Vert
production d’énergie
(photosynthése)
Caroténoide Pigment accessoire, absorption ~ Orange, rouge, jaune, marron
de la lumiére, photo protection
Phycobiline Pigment accessoire, récolte la Bleu, rouge
lumiére
Acide aminé analogue de la Protection UV Marron foncé

Mycosporine
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Scytonemine Protection UV Marron foncé a rouge

La présence d’algues sur les monuments en pierre induit principalement des colorations vertes a
cause de la présence de chlorophylle. Mais certaines algues, telles que Trentepohlia, produisent
une pigmentation rouge apportée par le caroténoide (Scheerer et al., 2009; Gaylarde et al., 2017)

Les champignons, notamment les « black fungi » contiennent dans leurs cellules de la mélatonine
se traduisant par une couleur sombre allant du brun au noir (Hoog and Figueras, 1996; De Leo et
al., 2022).

Mais les variations chromatiques n'ont pas que des conséquences esthétiques. Elles peuvent
entrainer une absorption plus importante de lumiére du soleil, engendrant des stress thermiques
et donc une altération physique de la pierre (Scheerer et al., 2009).

3.2.2. Altération physique

Les champignons hyphomycétes insérent leurs hyphes dans le réseau poreux de la pierre,
entrainant une altération physique par éclatement (Scheerer et al., 2009; Sterflinger, 2010;
Sterflinger and Pifiar, 2013; Pinheiro et al., 2019)

Les champignons, de type « black fungi » pénétrent dans les espaces microcristallins contribuant
a la perte et au détachement des cristaux entrainant la formation de petits cratéres appelés « bio-
pitting ». Ces derniers peuvent atteindre jusqu’a 2 cm de diamétre et pénétrent profondément
dans la pierre. Ces puits se forment principalement dans le calcaire et dans le marbre. Les
différences morphologiques de ces « bio-pitting » identifiées par Sterflinger et Krumbein (1997)
sont dépendantes des variations de cohésion existantes au sein de la roche.

Les « bio-pitting » se forment suivant les étapes suivantes (Sterflinger and Krumbein, 1997):

- Pré-pénétration : lorsque les cellules fongiques atteignent le substratum, les zones de
contact entre les cristaux, qui correspondent a des zones de faiblesse contrélées par la
cristallographie, peuvent étre vulnérables a l'infection biologique.

- Pénétration des hyphes a l'intérieur de la roche.

- Post-pénétration : les hyphes suivent les fissures et les cavités présentes au sein de la
roche jusqu'aux creux internes ou une nouvelle colonie fongique commence a se
développer.

L’altération physique des lichens est principalement induite par différents facteurs tels que la
pression exercée par I'extension de compression du thalle, 'adhésion des rhizines dans le réseau
poreux et la pénétration des hyphes (Salvadori and Municchia, 2016; Gaylarde, 2020).

3.2.3. Acides inorganiques

Les microorganismes peuvent produire des acides organiques et inorganiques pouvant altérer le
calcaire. Les microorganismes impliqués dans le cycle de l'azote et du soufre sécrétent
notamment respectivement de I'acide nitrique et de I'acide sulfurique.

L’acide nitrique (HNO3) est principalement produit par les bactéries intervenant dans le cycle de
lazote, comme les bactéries nitrifiantes appartenant aux genres Nitrosomonas,
Nitrosovibrio, Nitrosospira et Nitrobacter. Leurs sources d’énergie sont 'ammonium, l'urée, les
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nitrites et les oxydes d’azotes. Ces microorganismes peuvent croitre sur la pierre fixant le CO, via
le cycle de Calvin (Sand and Bock, 1991; Sand, 1997). Kauffman en 1952, dans ses travaux, a
été I'un des premiers a montrer I'implication des bactéries nitrifiantes dans la bio-détérioration des
monuments francais. Le phénomene de nitrification entraine la bio-détérioration du calcaire par
'acide nitrique ainsi qu'un enrichissement en nitrates du calcaire (Mansch and Bock, 1998).
L’étude de Mansch and Bock, 1996 a montré que l'acide nitrique bio-formé est huit fois plus
néfaste que la dégradation induite par un smog.

L’attaque par l'acide sulfurique bio formé est trés largement citée dans la littérature comme
induisant une bio-détérioration des pierres (Sand and Bock, 1991; Th. Warscheid and Braams,
2000; Scheerer et al., 2009). Elle est principalement réalisée par les bactéries sulfato-oxydantes
telles que Thiobacillus thiooxydans, une bactérie aérobie qui peut oxyder le soufre et certains
composeés sulfureux incomplétement oxydés, en donnant de I'acide sulfurique.

3.2.4. Acides organiques

La sécrétion d’acides organiques est liée a la dégradation d’une source de carbone par les voies
métaboliques des microorganismes, tels que le cycle de Krebs. La majorité des acides organiques
formés et secrétés dans le milieu durant le cycle métabolique, sont liés a la dégradation d’une
source de carbone. Certains composants organiques apparaissent en fin de cycle métabolique
comme c’est le cas pour I'acide acétique produit par certains microorganismes sulfato-réducteurs
ou par les bactéries acétiques (Sand, 1997).

La majorité des organismes endolithiques produisent des acides organiques. Ces derniers
peuvent aussi étre sécrétés a la pointe des racines des plantes. Dans la littérature, différents
acides organiques sont identifiés comme étant impliqués dans la bio-détérioration des monuments
en pierre comme les acides oxalique, citrique, malique, malonique, acétique, lactique (Th.
Warscheid and Braams, 2000; Scheerer et al., 2009; Pinheiro et al., 2019).

La plupart des études se focalisent sur I'acide oxalique produit par les champignons et les lichens.
L’acide oxalique secrété par ces microorganismes est responsable de néo-cristallisations
d’oxalates de calcium (Scheerer et al., 2009; Gaylarde, 2020).

Ces oxalates de calcium comme la whewellite et la weddelite sont les sels les plus communément
produits biominéralogiquement. lls se forment et se déposent de maniére extracellulaire entre les
hyphes. lls peuvent aussi cristalliser dans différentes parties des lichens épilithiques, en fonction
des espéeces : seulement a la surface du thalle, a la surface et dans le thalle ou dans la totalité du
thalle, y compris en profondeur jusqu’a la celle atteinte par les hyphes.

4. Synergie entre les différents agents d’altération
4.1.Climat et Microorganismes

Ces travaux de thése s’intéressent principalement au microorganismes présent a la surface du
calcaire en région parisien (climat tempéré). Cependant chaque microorganisme possede des
conditions de croissances optimales qui penvent étre induit par le climats dans lequel ils evoluent.

Le climat est défini comme un ensemble de conditions atmosphériques et météorologiques
(humidité, pression atmosphérique, température ...) propres a une région. L’apport en eau (issue
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des pluies ou de 'humidité relative) est le facteur le plus important en matiére de colonisation
biologique (Gaylarde, 2020).

Une grande quantité d’eau, transportée par capillarité dans les roches, influence positivement la
bio-réceptivité pour les premiers colonisateurs phototrophes (Miller et al., 2017).

La température est 'un des facteurs les plus déterminants en termes de colonisation biologique,
pouvant affecter le taux d’humidité de surface, notamment en extérieur ou la température est
intimement liée au soleil et donc au rayonnement UV (Gaylarde, 2020).

Cette partie correspond donc a un état des lieux (exostif) des microorganismes retrouvés a la
surface des pierres en fonction de cing climats régionaux. La classification de Képpen-Geiger
(Figure 6) est une classification des climats essentiellement fondée sur les régimes de
précipitations et de température de chaque région.
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Figure 6: Classification de Koppen-Geiger sur la période 1980-2016 (Beck et al., 2018).

Cette revue bibliographique se concentre exclusivement sur les microorganismes pionniers tels
gue les algues, les cyanobactéries, les champignons et les bactéries. Cependant, il est essentiel
de souligner que d'autres organismes vivants, comme les mousses, les lichens et les plantes,
jouent également un réle important dans l'altération des pierres.

Les microorganismes mentionnés dans cette étude ont été principalement identifiés par deux
méthodes :
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e L'isolement de souches pures sur milieu de culture solide ou liquide, suivi du séquencage
des souches isolées.

e Le séquencage de I'ADN de l'ensemble des microorganismes présents dans un
échantillon, une méthode ayant pris plusieurs appellations au fil du temps
(pyroséquencage, séquencage a haut débit ou séquencage de nouvelle génération -
NGS).

Chacune de ces méthodes présente des avantages et des inconvénients. La méthode d'isolement
permet de sélectionner uniquement les microorganismes vivants (ou les spores en dormance
capables de se développer dans des conditions favorables), qui sont aptes a utiliser les nutriments
du milieu de culture. Cependant, cela ne représente qu'environ 1 % des microorganismes d'une
communauté microbienne donnée. Le principal avantage de cette méthode est qu'elle permet de
réaliser des tests sur des souches pures, notamment des tests de biodégradation des pierres.

La méthode de séquencage de I'ADN total d'un échantillon (comme le NGS) permet une
identification plus exhaustive des microorganismes présents, en prenant en compte I'ADN des
microorganismes vivants ainsi que celui des microorganismes morts. Toutefois, elle ne permet
pas de réaliser des tests de biodégradation, et I'identification des microorganismes est limitée par
les bases de données utilisées pour l'affiliation taxonomique des séquences. Ces bases de
données étant en constante évolution, des modifications futures dans I'affiliation taxonomique des
séquences étudiées sont possibles.

De nouvelles méthodes d'analyse de I'ADN ont émergé récemment, notamment I'étude du
génome complet des différents microorganismes présents dans un échantillon. Cette approche
difféere du NGS, qui se base sur des fragments d'/ADN pour l'identification des microorganismes.
L'analyse du génome entier ouvre la voie & de nouvelles avancées, notamment dans la
compréhension des genes impliqués dans des processus tels que l'altération des pierres.

e Le climat tropical a subtropical

Sous climats subtropicaux a tropical (classification de Kdppen-Geiger : Af, Am et Aw, Figure 6),
tels qu’en Asie du sud-est et en Amérique du Sud et centrale, 'année est scindée en deux
saisons : la saison seche et la saison humide. Les températures mensuelles sont généralement
supérieures a 18°C, et sont soumises a de grandes quantités de précipitations notamment durant
la mousson (ou saison des pluies). Dans ces régions, la présence d’eau en grande quantité, la
forte humidité relative ainsi que [I'ensoleillement permettent la croissance active des
microorganismes sur les monuments historiques en pierre (Liu et al., 2018; Zhang et al., 2019).

La méta-analyse réalisée par Ortega-Morales et al., 2019 a mis en évidence que les phototrophes,
et notamment les cyanobactéries, sont trés différentes dans les climats tropicaux a subtropicaux
par rapport aux climats plus tempérés. Dans ces régions, notamment en Inde, les cyanobactéries
identifiées appartiennent principalement aux genres Scytonema et Tolypothrix, qui sont riches en
pigments protecteurs vis-a-vis du stress environnemental tels que la scytonémine, le caroténoide
ou encore en acides aminés analogues a la mycosporine (Keshari and Adhikary, 2013). Au
Cambodge, sur le monument d’Angkor Wat, les cyanobactéries composent la majorité de la
population retrouvée, avec les genres Chroococcidiopsis, Microcoleus, Leptolyngbya, Scytonema
(Gaylarde et al., 2012). Les microorganismes phototrophes retrouvés sur les sites Maya de
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Hormiguero, Chicanna et Becande appartiennent aux genres Gloeocapsa (Cyanobactérie) et
Trentepohlia (algue verte)(Ortega-Morales et al., 2013).

Dans les régions tropicales a subtropicales, la diversité des microorganismes phototrophes est
dominée par les cyanobactéries qui sont plus résistantes aux effets de dessiccation, a la
température ou encore au rayonnement UV que les algues. La présence de pigments au sein de
ces microorganismes leur accorde une capacité de protection durant les périodes seches ou ils
sont soumis aux fortes conditions de rayonnement UV et de température. Ces pigments, contenus
dans les biofilms, induisent donc une forte altération chromatique des monuments historiques.
Les biofilms absorbant plus d’'UV dans ces régions peuvent aussi causer un stress physique a la
roche liée au changement de température qui entraine des dilatations et contractions du biofilm
(Gaylarde, 2020). La diversité ainsi que la croissance des microorganismes phototrophes sont
principalement favorisées durant la saison des pluies (Adhikary et al., 2015; Ortega-Morales et
al., 2019).

Les champignons les plus fréquemment retrouvés sous ces climats (Mexique, Inde et Thailande)
correspondent aux genres Alternaria, Cladosporium, Ulocladium, Penicillium, Fusarium et
Aspergillus (De La Rosa-Garcia et al., 2011; Biswas et al., 2013; Ortega-Morales et al., 2016;
Zhang et al., 2019; Agrawal et al., 2023; Nonthijun et al., 2023). Les genres Aspergillus et
Cladosporium ont par ailleurs montré une grande capacité a dissoudre le calcium en boite de Petri
et a relarguer de grandes quantités d’acide fumarique (Agrawal et al., 2023).

L’étude de Nonthijun et al., 2023, dans la région de Chiang Mai en Thailande, a montré que les
communautés fongiques sont tres différentes entre les saisons séches et humides. Par ailleurs,
la diversité fongique durant la saison séche est plus importante qu’en saison humide. Ainsi, les
Capnodiales, les Cladophialora et les Hypocreales sont plus présents en saison seche, alors que
le Fusarium, Trichoderma et Nectriceae sont identifiés en saison humide.

Du point de vue des bactéries, la majorité des études concernent principalement leurs impacts en
termes de bio-détérioration en milieu pollué. Cependant, quelques études montrent une
prédominance des Actinobacteria, sous climat tropical a subtropical. Les genres représentés sont
Kocuria, Modestobacter, Georgenia, Cellulomonas, Micrococcus et Staphylococcus (Biswas et
al., 2013; Gaylarde et al., 2017). Les Actinobacteria sont des bactéries résistantes au stress
environnemental, qui sont capables de survivre et de croitre a des températures élevées.

e Leclimat sec : désertique et de steppe

Le climat sec (classement de Koppen-Geiger BWh, BWk, BSh et BSk, Figure 6) regroupe deux
types de climats : désertique et climat de steppe avec la présence de grandes prairies se
localisant principalement aux bordures des déserts. Ces climats peuvent atteindre des
températures extrémement chaudes en journée et trés froides la nuit; la pluviométrie y est
également trés faible.

Sous climat désertique chaud ou froid (désert de Taklimakan en Chine, désert d’Atacama au Chili,
désert du Namib en Namibie, Pamir au Tadjikistan), les microorganismes photosynthétiques sont
trés majoritairement des cyanobactéries appartenant au genre Chroococcidiopsis (Friedmann,
1980; Warren-Rhodes et al., 2006; Makhalanyane et al., 2013; Khomutovska et al., 2017; Lacap-
Bugler et al., 2017; Nir et al., 2019). D’autres genres ont aussi été identifiés dans de plus faibles
proportions tels que les genres Microcoleus, Nostoc, Leptolyngbya et Phormidium (Warren-
Rhodes et al., 2006; Lacap-Bugler et al., 2017; Nir et al., 2019). La croissance des cyanobactéries
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dans ces lieux ayant de faibles précipitations (inférieures a 5 mm.an) a I'absence totale de
précipitations durant plusieurs années, est principalement reliée a des localisations ou le brouillard
et la rosée sont importants (Warren-Rhodes et al., 2006).

Les champignons, et principalement les black fungi ou merismatic fungi (MCF) sont
particulierement bien représentés notamment grace a leur capacité de survie et d’adaptation
importante. lls sont connus pour leur résistance aux stress environnementaux, tels que le fort
rayonnement solaire, la radioactivité, la dessiccation (Sterflinger et al., 2012). Taxonomiguement,
les MCF sont des Ascomyceétes, appartenant aux ordres des Chaetothyriales, Dothideales, et
Capnodiales. Les champignons issus de ces climats ne produisent pas usuellement d’acides
organiques, mais montrent une pigmentation brune a noire due a la mélanine (Salvadori and
Municchia, 2016). Les genres suivants ont été identifiés a de nombreuses reprises sous climats
arides (désert du Negev en Israél, désert en Arizona aux USA, ou encore en Arabie Saoudite ou
en Libye): Alternaria, Cladosporium, Coniosporium, Hormonema, Hortaea, Lichenothelia,
Phaeotheca, Phoma, Sarcinomyces, Trimmatostroma, Ulocladium, Cladophialophora,
Leptosphaerulina, Eupenicilium, Aspergillus, Penicillium, Ascobolus, Monodictys, Periconia et
Gilberella (Gorbushina et al., 1993; Sterflinger, 1995; Wollenzien et al., 1995; Diakumaku, 1996;
De Leo et al., 1999; Sterflinger, 2000; Conley et al., 2006; Sterflinger et al., 2012; Alotaibi et al.,
2020).

La diversité bactérienne, sous climat désertique, est principalement constituée des phyla
suivants : Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Bacillus et Chloroflexi (Essoussi et al.,
2012; An et al., 2013; Nir et al., 2019; Wu et al., 2021; Bahadur et al., 2021, 2022).

Dans les déserts froids (classification de Képpen-Geiger BWk et BSk, Figure 6), tels que les
déserts de Gobi, Taklamakan ou encore le plateau Qinghai-Tibet, les genres retrouvés
majoritairement sont: Pseudomonas, Bacillus, Rubrobacter, Effluviibacter, Acinetobacter,
Arthrobacter, Flavisolibacter Salinimicrobium, Lactococcus, Pontibacter, Streptomonospora (An
et al., 2013; Bahadur et al., 2022, 2021)

Dans les déserts chauds (classification de Koppen-Geiger BWh et BSh, Figure 6), tels que les
déserts de Negev, Sahara, en Arabie Saoudite, en Egypte ou du Namib, les genres retrouvés
majoritairement sont: Bacillus, Lactobacillus, Massilia, Microverga, Streptomyces,
Protaetiibacter,  Arthrobacter, Kocuria,  Microbacterium, Lechevalieria, Actinoplane,
Micromonospora, Kineococcus, Nocardia (Essoussi et al., 2012; EIBaghdady et al., 2019; Nir et
al., 2019; Alotaibi et al., 2020; Genderjahn et al., 2021).

Dans le désert du Negev en Israél (désert chaud), aucun effet saisonnier sur les communautés
bactériennes n’a été identifié (Nir et al., 2019), tandis que sur le plateau tibétain (désert froid), un
effet saisonnier a été identifié avec une prédominance des Proteobacteria et des Firmicutes en
été ainsi qu’'une prédominance des cyanobactéries en hiver (Wu et al., 2021).

e Leclimat tempéré

Le climat tempéré (classification de Kdppen-Geiger Csa, Csh, Csc (saison séche en été), Cwa,
Cwb, Cwc (Saison seche en hiver), Cfa, Cfb et Cfc (climat humide), Figure 6) est le type de climat
majoritaire dans I'ouest de I'Europe, la partie nord-méditerranéenne, au sud-est des Etats-Unis,
au sud-est de ’'Amérique latine ainsi qu’au sud et a I'est du plateau tibétain.
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Trés peu d’études ont été réalisées sur la diversité microbienne des climats tempérés de type Cw
(saison séche en hiver), que I'on peut retrouver au Népal ainsi qu’a I'est de la Chine. C’est pour
cela que la suite de I'état des connaissances se portera sur les climats tempérés avec saison
séche en été (Cs) et les climats tempérés humides (Cf).

Le climat tempéré avec été sec (Cs) est principalement localisé sur le pourtour méditerranéen.
De nombreuses études portant sur les diversités microbiennes présentes sur les monuments
historiques en pierres ont été réalisées en Espagne, au Portugal ainsi que dans le sud de I'ltalie.

Contrairement aux climats décrits précédemment, la diversité des microorganismes phototrophes
est trés importante sous climat tempéré. Elle est notamment due a une présence importante
d’algues vertes, qui nécessite un apport important en eau, ainsi qu’a de nombreuses
cyanobactéries.

Les algues identifiées sur les monuments en pierre autour de la Méditerranée, appartiennent
notamment aux genres : Chlorococcum, Chlorella, Stichococcus, Klebsormidium, Trebouxia,
Trentepohlia, Myrmecia, Cosmarium et Symploca. Les genres Klebsormidium, Trebouxia et
Trentepohlia ont été décrits comme participant au processus de lichenisation, et les genres
Cosmarium et Symploca sont considérés comme des destructeurs majeurs du calcaire utilisé
dans 'ornement de la fontaine de Bibatauin a Grenade en Espagne (Macedo et al., 2009; Dakal
and Cameotra, 2012; Pinheiro et al., 2019).

Dans les climats désertiques et tropicaux a subtropicaux, la diversité des Cyanobactéries était
largement prédominée par le genre Chroococcidiopsis. Sous le climat tempéré méditerranéen, de
nombreux genres de cyanobactéries sont identifiés tels que Gloeocapsa, Nostoc, Pleurocapsa,
Chroococcus, Phormidium, Plectonema, Chroococcopsis, Synechocystis, Gloeothece,
Scytonema, Lyngbya, Microcoleus et Synechococcus (Ortega-Calvo et al., 1991; Macedo et al.,
2009; Pinheiro et al., 2019; Checcucci et al., 2022).

Certains genres tels que Gloeocapsa ou Scytonema présentent des couleurs trés intenses qui
sont reliées a leurs adaptations environnementales. Par exemple, elles peuvent prendre une
couleur allant du jaune au marron dans des environnements faibles en azote, induite par une
réduction de la chlorophylle et de la phytocyanine au profit du caroténoide (Ortega-Calvo et al.,
1991; Pinheiro et al., 2019).

Les champignons retrouvés sur les monuments historiques en pierre appartiennent
majoritairement a deux phyla : les Ascomycota et les Basidiomycota. De nombreux genres
identifiés sur ces monuments sont des Hyphomyceétes, connus comme étant des champignons
aéroportés et ayant la faculté de se développer rapidement dans des climats humides, tels que :
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Epicoccum, Aureobasidium, Phoma, Acremonium and
Ulocladium. D’autres genres fongiques sont identifiés tels que: Candida, Botrytis,
Toxicocladosporium, Penicillium, Neodevriesia, Cyphellophora, Lecanicillium, Talaromyces,
Coprinellus, Parengyodontium, Mortierella, Fusarium, Gibberella, Malassezia, Rhodotula
(Pinheiro et al., 2019; Rosado et al., 2020; Trovao et al., 2020; Paiva et al., 2022; Silva et al.,
2022).

Malgré la présence de champignons fréquemment retrouvés sous climats tempérés, Paiva et al.,
(2022) ont montré que la diversité fongique était principalement régie par les niches écologiques
distinctes tels que certains faciés d’altération de la pierre.
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Sous climats tempérés, les diversités bactériennes sont trés riches, avec de nombreux phyla
bactériens retrouvés sur les monuments en pierres tels que : les Proteobacteria, les
Actinobacteria, les Bacteroidetes, les Chloroflexi, les Firmicutes, les Deinococcus-Thermus, les
Abditibacteriota, les Armatimonadetes, les Planctomycetes, les Verrucomicrobia et les
Acidobacteria. Les proportions de chaque phylum peuvent tout de méme varier en fonction du
substrat, ou encore d’un potentiel microclimat associé (Chimienti et al., 2016; Pinheiro et al., 2019;
Coelho et al., 2021; Checcucci et al., 2022; Silva et al., 2022).

Les genres identifiés sont d’autant plus importants et variés. La majorité des études montrent la
présence des genres: Rubrobacter, Crossiella, Sphingomonas, Altererythrobacter,
Novosphingobium, Rubellimicrobium, Rubrivirga, Flavisolibacter, Blastocatella,
Methylobacterium, Aliterella, Truepera, Abditibacterium, Massilia, Anthrobacter, Bacillus,
Roseomonas, Aureobasidium, Pseudomonas, Sphingomonas, Spirosoma, Acinetobacter. Les
genres Rubrobacter, Arthrobacter et Roseomonas ont notamment été cités comme étant
responsables de formation de biofilm coloré (Pinheiro et al., 2019; Rosado et al., 2020; Coelho et
al., 2021; Checcucci et al., 2022; Silva et al., 2022)

Le climat tempéré humide (Cf) est principalement localisé en Europe de l'ouest (France et
Royaume-Uni), au sud-est des Etats-Unis, en Argentine ainsi que dans I'est de la Chine.

Comme précédemment décrit pour les climats tempérés secs en été, sous climat tempéré humide,
la diversité en algues et en cyanobactéries est beaucoup plus importante qu’en climat tropical et
désertique. Les microorganismes photosynthétiques et notamment les algues vertes constituent
une des plus importantes détériorations chromatiques (Gaylarde and Gaylarde, 2005; Cutler et
al., 2013b).

Les algues identifiées appartiennent majoritairement a trois phyla : Chlorophyta, Charophyta et
Ochrophyta, comprenant les genres: Parietochloris Viridiella, Elliptochloris, Klepsordium,
Phyllisiphon, Desmococcus et Haemaotococcus (Grbi¢ Ljaljevi¢ et al., 2009; Cutler et al., 2013a).

De nombreux genres de cyanobactérie ont été identifiés tels que: Nostoc, Stigonema,
Gloeocapsa, Gloeothece, Gloelcapsopsis, Scytonema, Tolypothrix, Hassallia, Aphanocapsa,
Leptolyngbya, Microcoleus, Oscillatoria, Phormidium et Chroococcidiopsis (Grbi¢ Ljaljevi¢ et al.,
2009; Balland-Bolou-Bi et al., 2016; Zanardini et al., 2016; Grbi¢ et al., 2017; Popovi¢ et al., 2018).

La richesse en algues vertes et en cyanobactéries sous climats tempérés humides est favorisée
par un fort apport en eau (pluie et humidité relative) dans ces localisations, ainsi que par un temps
de rétention de I'eau plus long dans les différents substrats. L’étude de Reboah et al. (2023) a
notamment montré qu’en banlieue parisienne, la croissance des microorganismes
photosynthétiques est plus importante en saison hivernale qu’en saison estivale, ce qui est corrélé
avec les apports d’eau par la pluie (plus importante en hiver qu’en été).

La majorité des champignons identifiés appartiennent aux phyla des Ascomycota et des
Basidiomycota (Cutler et al., 2013a; Reboah et al., 2023)

De nombreux genres fongiques ont pu étre identifiés, tels que Vermiconia, Candelariella,
Catillaria, Solenospora, Cladosporium, Stibella, Beauveria, Stachybotrys, Trichoderma,
Penicillium, Aspergillus, Neocucurbitaria, Aureobasidium, Mucor, Devriesa, Rhinocladiella,
Cryptococcus, Alternaria, Drechshela, Epicoccum, Fusarium, Mycelia, Paecylomyces, Phoma,
Chaetomium, Acremoniella, Trichothecium, Periconiella, Rhizopus, Acremonium, Bipolaris,
Phialophora et Torrubiella (Suihko et al., 2007; Berdoulay and Salvado, 2009; Grbi¢ Ljaljevi¢ et
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al., 2009; Cutler et al., 2013a; Grbi¢ et al., 2017; Balland-Bolou-Bi et al., 2023; Reboah et al.,
2023). De nombreux genres identifiés sont des hyphomycétes, décrits comme étant majoritaires
sous climat tempéré et/ou humide (Pinheiro et al., 2019).

De la méme maniére que les climats de types Cs, la diversité bactérienne est trés importante sous
les climats tempérés humides. Les bactéries identifiées sur les monuments appartiennent
majoritairement aux phyla suivants : Bacteroidetes, Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria,
Acidobacteria, Deinococcus, Chloroflexi et Firmicutes (Balland-Bolou-Bi et al., 2016; Mihajlovski
et al., 2019; Schroer et al., 2020; Gambino et al., 2021; Balland-Bolou-Bi et al., 2023; Reboah et
al., 2023).

Différentes études ont montré que la composition de la diversité bactérienne varie en fonction des
saisons et que les saisons hivernales et printaniéres montrent une plus grande diversité
bactérienne (Tayler and May, 1991; May et al., 2000). L'étude de Gambino et al. (2021) a
notamment montré que les Proteobacteria ainsi que les cyanobactéries étaient prédominantes en
été et que les phyla Bacteroidetes, Acidobacteria ainsi qu’Actinobacteria étaient quant a eux plus
importants en hiver.

De plus, I'étude réalisée par Balland-Bolou-Bi et al. (2016) a mis en évidence une spécificité des
bactéries en fonction de 'orientation des monuments. Les Bacteroidetes, les Acidobacteria ainsi
gue les Proteobacteria se localisent préférentiellement en position horizontale et les
communautés présentes en position verticale sont principalement composées d’Actinobacteria et
de Proteobacteria.

L’ensemble des genres suivant ont été identifiés sur différents monuments : Abdibacterium,
Acidiphilium, Acidisphaera, Acidothermus, Acinetobacter, Actinoplane, Altererythrobacter,
Rubrobacter, Anthrobacter, Arthrobacter, Asticcacaulis, Aureimonas, Bacillus, Balneola,
Blastococcus, Bosea, Brevibacterium, Brevundimonas, Burkholderia, Carnobactérium,
Cellulomonas, Chryseobacterium, Clavibacter, Conexibacter, Curtobacterium, Deinococcus,
Dyadobacter, Ellin6055, Enterobacter, Enterococcus, Erwinia, Erythrobacter, Flavobacterium,
Friedmaniella, Gordonia, Halomonas, Jannaschia, Janthinobacterium, Kineococcus, Kocuria,
Maribius, Marmoricola, Massilia, Methylobacterium, Microbactererium, Microbacterium,
Micrococcus, Microlunatus, Nocardia, Nocardioides, Novosphingobium, Paenibacillus, Panteoa,
Pedobacter, Pontibacter, Porphyrobacter, Pseudomonas, Pseudonocardia, Ralstonia,
Rhodococcus, Rhodopila, Rubellimicrobium, Rubrobacter, Solirubrobacter, Spherobacter,
Sphingobium, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces, et Truepera (Suihko et al.,
2007; Berdoulay and Salvado, 2009; Zanardini et al., 2016; Grbi¢ et al., 2017; Mihajlovski et al.,
2019; Schrger et al., 2020; Balland-Bolou-Bi et al., 2023; Reboah et al., 2023).

e Le climat continental D

Contrairement aux autres types de climat, trés peu d’études portent sur la bio-détérioration sous
climat de type continental. Ce climat est prédominant en Europe du Nord et de I'Est, en Russie,
ainsi qu'au Canada et au nord-est des Etats-Unis. Il est caractérisé comme ayant des saisons
hivernales et estivales bien définies, avec des températures pour le mois le plus froid inférieur & -
3°C et pour le mois le plus chaud supérieur a 10°C.

Les microorganismes phototrophes retrouvés sur les monuments en pierre sous ces climats sont
principalement des Cyanobacteria ainsi que quelques Chlorophyta. Trois genres de Chlorophyta
ont été identifiés : Trentepohlia, Trebouxia, et Desmococcus. Les genres appartenant au phylum
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des Cyanobacteria sont : Stigonema, Gloeocapsopsis, Lyngbya, Leptolyngbya, Synechocystis,
Nostoc, Calothrix, Scytonema, Aphanocapsa et Chroococcus (Sazanova et al., 2020; Vlasov et
al., 2021).

L’étude de Nuhoglu et al. (2006), a notamment montré que sous ce type de climat, en hiver les
premiers colonisateurs des pierres ne sont pas les microorganismes photosynthétiques, mais
plutbt les champignons.

Les principaux genres fongiques identifiés appartiennent majoritairement aux phyla Ascomycota
et Basidiomycota, et correspondent aux genres: Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium, Botrytis, Candida, Cladosporium, Coniosporium, Epicoccum, Fusarium,
Mortierella, Papulaspora, Parengyodontium, Penicillium, Phaeosclera, Purpureocillium, Pythium,
Sclerotinia, Scytalidium, Talaromyces, Trichocladium, Trichoderma et Ulocladium. (Frank-
Kamenetskaya et al., 2009; Ponizovskaya et al., 2019; Vlasov et al., 2019, 2021; Sazanova et al.,
2022; Plgskowska et al., 2023).

Certaines espéces de lichens ont pu étre identifiées par Vlasov et al. (2019) : Phaeophyscia
nigricans, Phaeophyscia orbicularis, Xanthoria parietina, Lecanora spp., Candelariella sp.,
Caloplaca sp., Verrucaria spp., Bacidina sp..

Les principaux phyla bactériens identifiés sous ce type de climat appartiennent aux phyla :
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria (Vlasov
et al., 2021; Sazanova et al., 2022).

Les genres bactériens identifiés correspondent a : Friedmanniella, Cytophaga, Hymenobacter,
Spirosoma, Flavobacterium, Pedobacter, Rubellimicrobium, Sphingomonas et Deinococcus.

e Leclimat polaire

La majorité des communautés microbiennes sous climats polaires proviennent de I'analyse de
communautés présentes sur les roches en Arctique et en Antarctique. En ces lieux, le climat est
dit polaire subpolaire océanique (classification de Kbéppen-Geiger EM, Figure 6), caractérisé par
des précipitations abondantes et des hivers doux avec une température moyenne du mois le plus
froid supérieure a -10°C. Sous ces climats, une grande variété de roche y a été identifiée : grés,
granites, travertins, calcaires... (Yung et al., 2014; Selbmann et al., 2017; Coleine et al., 2018a,
2018b; Choe et al., 2018).

Les microorganismes phototrophes correspondent principalement aux genres cyanobactéries :
Acarychloris, Chroococcales, Chroococcidiopsis, Oscillatoriales, Stigonematales, Phormidium,
Loriellopsis et Gloeocapsa (Yung et al., 2014; Lacap-Bugler et al., 2017; Brady et al., 2018). Des
algues vertes (Chlorophyta) ont aussi été identifiées comme appartenant aux genres:
Micractinium, Stichococcus, Trebouxia (Yung et al., 2014; Brady et al., 2018)

Les communautés fongiques sont principalement représentées par les phyla Ascomycota et
Basidiomycota (Coleine et al., 2018a). Différents types de champignons ont été identifiés tels que
les saprotrophes (genres : Cryptococcus, Naganisha et Rhodotorula), des champignons habitant
sur les roches (RIF) et des levures noires (genres : Friedmanniomyces, Extremus, Elasticomyces,
Cryomyces, Knufia, Exophiala, Capronia, Cladophialophora), des Ascomyceétes filamenteux
(genres : Cladosporium, Pseudogymnoascus, Fusarium, Leptosphaeria, Lachnum, Penicillium)
ainsi que des champignons formant des lichens appartenant a 'ordre des Lecanorales (genres :
(Buellia, Candelariella, Rhizoplaca, Umbilicaria, Acarospora, Lecanora et Lecidea). La majorité
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des lichens identifiés forment des lichens de type crustacé (Yung et al., 2014; Selbmann et al.,
2017; Coleine et al., 2018a, 2018b).

Les communautés bactériennes identifiées en Antarctique appartiennent majoritairement aux
phyla : Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Deinococcus, Planctomycetes et Chloroflexi
(Yung et al., 2014; Brady et al., 2018). Les principaux genres identifiés sont : Actinobacterium
Nocardioidaceae, Acidobacteria, Blastocatella, Sphingomonas, Acetobacteraceae, Arthrobacter,
Nocardioides, Frankiales, Pseudanabaenaceae, Truepera, Deinococcus, Brevundimonas,
Sporosarcina, Sphingosinicella et Leptolyngbya (Choe et al., 2018).

Le Tableau 5 récapitule, pour chaque type de climat, 'ensemble des genres microbiens identifiés.
Les méthodes d’identification des microorganismes ont été spécifiées. Lorsque deux méthodes
sont attribuées a un méme microorganisme, cela signifie qu’il a été identifié a la fois par isolement
de souches pures et par métagénomique (NGS).

Tableau 5: Tableau récapitulatif des genres microbiens identifiés a la surface des monuments en pierre en fonction du
climat

Méthode
d’identification

Références
bibliographiques
Gaylarde et al., 2012

Microorganismes identifiés

Trentepohlia

Algues et Isolement Keshari et Adhikary, 2013
Cyanobactéries Chroococcidiopsis, Leptolyngbya, Ortega-Morales et al.,
Microcoleus,, Scytonema, Tolypothrix 2013

De La Rosa-Garcia et al.,
2011
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Biswas et al., 2013
Fusarium, Nectriceae, Penicillium, isolement Ortega-Morales et al.,

Champignons 2016

Agrawal et al., 2023
Nonthijun et al., 2023
Nonthijun et al., 2023
Biswas et al., 2013
Gaylarde et al., 2017

Trichoderma et Ulocladium.

Métagénomique
Isolement

Climat tropical a subtropical

Cellulomonas, Georgenia, Kocuria,
Micrococcus Modestobacter, et
Staphylococcus

Bactéries e .
Métagénomique

Khomutovska et al., 2017
Lacap-Bugler et al.,
2017;

Makhalanyane et al.,
2013;

Nir et al., 2019

Chroococcidiopsis, Leptolyngbya,
Microcoleus, Nostoc, Phormidium

Cyanobactéries Métagénomique

Alternaria, Cladosporium, Coniosporium,
Hormonema, Hortaea, Lichenothelia,
Phaeotheca, Phoma, Sarcinomyces,

Trimmatostroma, Ulocladium,

Wollenzien et al., 1995
Conley et al., 2006

Champignons Cladophialophora, Leptosphaerulina, Isolement Alotaibi et al., 2020;
Eupenicilium, Aspergillus, Penicillium,
Ascobolus, Monodictys, Periconia,
Gilberella
Pseudomonas, Rubrobacter, Essoussi et al., 2012
Isolement

Effluviibacter, Acinetobacter, Arthrobacter,
Flavisolibacter Salinimicrobium,
Lactococcus, Pontibacter,
Streptomonospora

Climat sec : désertique et de steppe

Bactéries

ElBaghdady et al., 2019;

Métagénomique

An et al., 2013;

Nir et al., 2019;

Wu et al., 2021
Bahadur et al., 2021,
2022

Genderjahn et al., 2021
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Bacillus, Lactobacillus, Massilia,
Microverga, Streptomyces,
Protaetiibacter, Arthrobacter, Kocuria,
Microbacterium, Lechevalieria,
Actinoplane, Micromonospora,
Kineococcus, Nocardia

Climat tempéré

Algues et
Cyanobactéries

Chlorococcum, Chlorella, Cosmarium,
Desmococcus, Elliptochloris,
Haemaotococcus, Klebsormidium,
Myrmecia, Parietochloris, Phyllisiphon,
Stichococcus, Symploca, Trebouxia,
Trentepohlia, Viridiella.

Aphanocapsa, Chroococcidiopsis,
Chroococcopsis, Chroococcus,
Gloeocapsa, Gloelcapsopsis, Gloeothece,
Hassallia, Lyngbya, Leptolyngbya,
Microcoleus, Nostoc, Oscillatoria,
Phormidium, Plectonema, Pleurocapsa,
Scytonema, Stigonema, Synechococcus,
Synechocystis, Tolypothrix.

Isolement

Ortega-Calvo et al., 1991
Grbic¢ Ljaljevi¢ et al.,
2009

Métagénomique

Cutler et al., 2013a
Balland-Bolou-Bi et al.,
2016

Zanardini et al., 2016
Popovi¢ et al., 2018
Checcucci et al., 2022
Reboah et al., 2023

Champignons

Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium, Beauveria, Bipolaris,
Botrytis, Candelariella Candida, Catillaria,
Chaetomium Cladosporium, Coprinellus,
Cyphellophora, Cryptococcus, Devriesia,
Drechshela, Epicoccum, Fusarium,
Gibberella Lecanicillium, Malassezia,
Mortierella, Mucor, Mycelia
Neocucurbitaria, Neodevriesia,
Paecylomyces, Parengyodontium,
Penicillium, Periconiella, Phoma,
Phialophora, Rhinocladiella, Rhizopus
Rhodotula, Solenospora, Stachybotrys,
Stibella Talaromyces, Torrubiella
Toxicocladosporium, Trichoderma,
Trichothecium, Vermiconia, Ulocladium

Isolement

Suihko et al., 2007
Grbic¢ Ljaljevi¢ et al.,
2009

Trovao et al., 2020

Métagénomique

Paiva et al., 2022a
Berdoulay and Salvado,
2009

Cutler et al., 2013a
Grbic et al., 2017
Rosado et al., 2020
Silva et al., 2022
Balland-Bolou-Bi et al.,
2023

Reboah et al., 2023

Bactérie

Abditibacterium, Acidiphilium,
Acidisphaera, Acidothermus,
Acinetobacter, Actinoplane, Aliterella,
Altererythrobacter, Anthrobacter,
Asticcacaulis, Aureimonas,
Aureobasidium, Bacillus, Balneola,
Blastocatella, Blastococcus, Bosea,
Brevibacterium, Brevundimonas,
Burkholderia, Carnobactérium,
Cellulomonas, Chryseobacterium,
Clavibacter, Conexibacter, Crossiella,
Curtobacterium, Deinococcus,
Dyadobacter, Ellin6055, Enterobacter,
Enterococcus, Erwinia, Erythrobacter,
Flavobacterium, Flavisolibacter,
Friedmaniella, Gordonia, Halomonas,
Jannaschia, Janthinobacterium,
Kineococcus, Kocuria, Maribius,
Marmoricola,

Massilia, Methylobacterium,
Microbacterium, Micrococcus,
Microlunatus, Nocardia, Nocardioides,
Novosphingobium, Paenibacillus,
Panteoa, Pedobacter, Pontibacter,

Métagénomique

Suihko et al., 2007
Berdoulay and Salvado,
2009

Balland-Bolou-Bi et al.,
2016

Chimienti et al., 2016
Zanardini et al., 2016
Grbi¢ et al., 2017
Mihajlovski et al., 2019
Schroer et al., 2020a
Coelho et al., 2021
Silva et al., 2022
Checcucci et al., 2022
Balland-Bolou-Bi et al.,
2023

Reboah et al., 2023
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Porphyrobacter, Pseudomonas,
Pseudonocardia, Ralstonia, Rhodococcus,
Rhodopila, Roseomonas,
Rubellimicrobium, Rubrivirga,
Rubrobacter, Solirubrobacter,
Spherobacter, Sphingobium,
Sphingomonas, Spirosoma, Truepera,
Stenotrophomonas, Streptomyces.

Algues et
Cyanobactéries

Desmococcus, Trentepohlia et Trebouxia

Aphanocapsa, Calothrix, Chroococcus,
Gloeocapsopsis, Leptolyngbya, Lyngbya,
Nostoc, Scytonema, Stigonema,
Synechocystis

Métagénomique

Vlasov et al., 2021

Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium, Botrytis, Candida,
Cladosporium, Coniosporium, Epicoccum,
Fusarium, Mortierella, Papulaspora,

Isolement

Nuhoglu et al. 2006
Frank-Kamenetskaya et
al., 2009

Ponizovskaya et al.,

Rhodotorula, Umbilicaria

s Champignons Parengyodontium, Penicillium, 2019
S Phaeosclera, Purpureocillium, Pythium, Sazanova et al., 2022
£ Sclerotinia, Scytalidium, Talaromyces, Viasov et al.. 2021
S Trichocladium, Trichoderma, Ulocladium | Métagénomique S "
S azanova et al., 2022
<
E Cytophaga, Deinococcus, Flavobacterium,
© Friedmanniella, Hymenobacter,
Pedobacter, Rubellimicrobium,
Sphingomonas, Spirosoma.
Acetobacteraceae, Acidobacteria, Vlasov et al., 2021
Bactéries Actinobacterium, Arthrobacter, Métagénomique | Sazanova et al., 2022
Blastocatella, Brevundimonas,
Deinococcus Frankiales Leptolyngbya,
Nocardioidaceae, Nocardioides,
Pseudanabaenaceae, Sphingomonas,
Sphingosinicella, Sporosarcina, Truepera
Micractinium, Stichococcus, Trebouxia
Al Acarychlqri_s, C_hroococcales, ; ; ) \L(;cr:]zgp(-elgﬁg’lezroeltdfal., 2017
gues Chroococcidiopsis, Gloeocapsa, Métagénomique Brad
. . ; . -~ y etal., 2018
Loriellopsis, Oscillatoriales, Phormidium et
Stigonematales
Acarospora, Buellia, Candelariella,
Capronia, Cladophialophora,
o Cleitzc:osporlum, Cryomyi?sl, Cryptococcus, Yung et al., 2014
= _astlcom)_/ces, Exophial a, Extremu_s, Selbmann et al., 2017
© Champignons Friedmanniomyces, Fusarium, Knufia, Métagénomique | Coleine et al., 2018a
o Lachnum, Lecanora, Lecidea, 2018b v ’
o Leptosphaeria, Naganisha, Penicillium,
% Pseudogymnoascus, Rhizoplaca,

Bactéries

Acetobacteraceae, Acidobacteria,
Actinobacterium, Arthrobacter,
Blastocatella, Brevundimonas,

Deinococcus Frankiales Leptolyngbya,
Nocardioidaceae, Nocardioides,
Pseudanabaenaceae, Sphingomonas,
Sphingosinicella, Sporosarcina, Truepera

Métagénomique

Yung et al., 2014
Brady et al., 2018
Choe et al., 2018
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e Microclimats

Précédemment, l'influence du climat régional a été montrée notamment par la présence de
certains microorganismes étant localisés préférentiellement sous ces climats. Néanmoins la
présence de microclimats est le facteur majeur influengant la bio-détérioration des monuments
(Austigard and Mattsson, 2019; Reboah et al., 2023).

A l'échelle d’'un monument, 'ensemble des fagades ne recoit pas le méme taux d’irradiation
solaire, le méme pourcentage d’'ombre, le méme apport en eau ni le méme degré d’exposition au
vent. L’ensemble de ces facteurs va pouvoir créer un microclimat a I'échelle locale ayant un effet
sur les microorganismes présents ainsi que sur les faciés de bio-détérioration associés. Les
conditions microclimatiques peuvent donner naissance a des niches écologiques particuliéres,
avec un effet sur la biomasse entrainant une plus grande diversité microbienne (Arifio et al., 2010).

Le premier facteur limitant la colonisation biologique est I'apport en eau. Il peut se faire de
maniere directe par un chemin préférentiel des pluies affectant un monument, par remontée
capillaire, ou indirectement par des temps de séchage plus longs induisant des humidités relatives
locales plus importantes et plus longues, intimement liés a lirradiation solaire et donc a la
température (Barberousse et al., 2006; Caneva et al., 2012). L’étude de Ortega-Morales et al.
(2004) a montré la présence d’espéces fréquemment retrouvées en milieux aquatiques, Nevskia
ramosa et Salinibacter rubber au niveau d’un biofilm ayant un apport en eau, tandis que dans un
biofilm avec un trés faible apport en eau, des bactéries tolérantes a la dessiccation (Rubrobacter
xylanophilus et Rubrobacter radiotolerans) ont été recensées.

Le deuxieme facteur est la température notamment induite par I'ensoleillement. En effet, plus un
monument va recevoir une forte irradiation solaire, plus la température va étre élevée sur une
surface, plus le temps de séchage de ce monument va étre faible (Caneva et al., 2012). Dans ce
cas, les microorganismes pouvant se développer sur ce type de surface vont étre
préférentiellement tolérants a la dessiccation. Par exemple, I'étude de Ortega-Morales et al.,
(2013) a montré que le genre cyanobactérien Gloeocapsa, générant une patine sombre par la
présence de scytonémine, a été retrouvé préférentiellement sur les surfaces les plus irradiées
(temps de séchage de la surface trés faible) sur les monuments Mayas, tandis que les zones les
plus ombragées avec une humidité plus importante, une patine rouge due au genre algaire
Trentepohlia se développait. De la méme maniére, Arifio et al., 2010 a montré que la distribution
des lichens était notamment dépendante du degré d’ensoleillement. Dans les lieux recevant le
plus dirradiation, les lichens de type crustacé se développent majoritairement, car leurs
caractéristiques morphologiques leur permettent d’étre plus tolérants a la dessiccation. Dans les
milieux plus ombragés avec une plus importante humidité, les lichens a thalles Iépreux se
développent majoritairement.

4.2.Pollution et microorganismes

La pollution atmosphérique joue un rdle important sur la diversité des communautés microbiennes
et sur la composition de celle-ci. Plusieurs études ont montré que la pollution atmosphérique
exerce une pression écologique entrainant une réduction de la diversité de microorganismes tels
gue les champignons, les bactéries hétérotrophes et chimiolithotrophes ou encore les
cyanobactéries, par rapport & des communautés microbiennes retrouvées en milieu moins pollué
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ou rural. La réduction de la diversité microbienne entraine une sélectivité des microorganismes
capables d'utiliser les nutriments disponibles (Mitchell and Gu, 2000; Ortega-Morales et al., 2019)

En milieu pollué, les communautés microbiennes sont capables d’utiliser les composés soufrés,
azotés ou encore les COV comme nutriments (Mitchell and Gu, 2000; Nuhoglu et al., 2006;
Ortega-Morales et al., 2019; Gaylarde, 2020). L’étude de Mitchell et Gu (2000), comparant les
communautés microbiennes entre les villes de Cambridge (polluée) et Lexington (mains polluée)
a montré que le nombre de bactéries chimiolithotrophes capables d'utiliser les composés soufrés
étaient plus importantes a Cambridge, enrichissant donc les communautés microbiennes en
microorganismes sulfato-oxydants. En laboratoire, cette méme étude a montré que des
concentrations inférieures a 50 ppm de SO, entrainent une acidification des milieux induite par
les microorganismes apres seulement 10 jours.

La présence de biofilms a la surface des pierres (lichens par exemple) sont des sites accrus ou
est piégé la pollution particulaire et gazeuse. De plus, ils permettent une augmentation de la
rétention d’eau et des dépdts humides pouvant contenir de I'azote et des phosphates provenant
des fertilisants ou encore des composés sulfurés provenant des processus de combustion
(Schiavon, 2002; Ding et al., 2021).

L’action des microorganismes combinée a la pollution atmosphérique accentue la détérioration de
la pierre. L’étude de Pitzurra et al. (2003) réalisée en laboratoire a montré qu’aprés un an
d’expérience, les calcaires ayant été incubés en présence de microorganismes et de pollution,
présentent une dégradation plus importante qu’avec I'effet de la pollution seul. De plus cette étude
met en évidence une relation importante entre la pollution et la colonisation fongique. Cette
relation est expliquée par le fait que les champignons utilisent principalement les polluants sous
forme d’aérosols comme nutriments. L’étude de Moroni et Pitzurra (2008) a nhotamment montré
qgue les champignons qui se sont développés sur la pierre en présence de pollution
atmosphérique, sont en capacité de survivre et de continuer leur développement longtemps aprés
la suppression de cette pollution, induisant I'acidification du substrat par le processus de
sulfatation. Cela est expliqué par le fait que des composés sulfatés sont toujours présents a la
surface de la pierre, longtemps aprés la suppression de la source de pollution, notamment sous
forme de particules qui pourraient étre utilisées par les champignons.

Depuis quelques années, les phénoménes intermittents de verdissement des monuments ont été
constatés par les conservateurs du Pére-Lachaise en périodes hivernales. Ce phénoméne est
décrit dans plusieurs localisations a travers le monde, notamment a Belfast ou encore dans les
iles britanniques, depuis les années 1990, et semble étre attribué a la baisse des concentrations
en SO, induite par les différentes politiques environnementales qui ont limité I'utilisation des
carburants contenant du soufre. La baisse du SO entraine une colonisation biologique qui est
d’autant plus favorisée par la hausse des composés azotés, qui joue le role de fertilisant,
permettant donc une colonisation importante par les microorganismes phototrophes et donc un
verdissement important dans les périodes hivernales (McCabe et al., 2011; Smith et al., 2011).
Cela est en accord avec I'étude de Novakovéa et Neustupa (2015), qui a montré que les pics en
NO. atmosphérique, en milieu pollué, entrainent une prolifération des biofilms constitués
principalement d’algues vertes sur des feuilles d’arbres, tandis que les pics de PMi, étaient
négativement corrélés avec cette prolifération.
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5. Bilan & Objectif de la thése

L’étude bibliographigue a montré que les pierres calcaires subissent les actions de différents
agents : abiotiques, biotiques et anthropiques. L’altération du calcaire dépend donc de ces
facteurs extrinséques, mais aussi intrinséques au matériau.

Si I'effet de ces différents facteurs a déja beaucoup été étudié, il est parfois difficile de déterminer
les contributions respectives de chacun et des synergies possibles, notamment entre la pollution
et les microorganismes qui sont nuisibles sur les processus d’altération de la pierre. En fait,
I'élimination ou I'apparition de nouvelles communautés microbiennes a la surface des monuments
en pierre en fonction des facteurs environnementaux et leur influence sur la dégradation de la
pierre doivent étre soigneusement évaluées.

Les principaux travaux en termes de bio-détérioration portent le plus souvent sur des souches
d’algues, de bactéries ou de champignons ayant été isolées sur des monuments en pierre. Leurs
effets sur l'altération de la pierre ont été évalués indépendamment les uns des autres. C’est
seulement depuis 2015 que des travaux utilisant des méthodes de pyroséquencage puis de Next
Generation Sequencing (NGS) ont été utilisés pour évaluer les diversités bactériennes, algaires
et fongiques présentes sur les monuments en pierre.

Le but de cette étude est donc de déterminer les communautés biologiques présentes
(bactériennes, algaires et fongiques), leurs proportions ainsi que leurs distributions et de préciser
le rOle des facteurs environnementaux sur l'altération de la pierre, ainsi que I'effet de la synergie
pollution-diversité microbienne sur I'altération du calcaire.

Dans un premier temps (Chapitre 3), une étude de terrain a été réalisée afin d’analyser les
diversités microbiennes ainsi que les faciés d’altération du calcaire aprés un temps d’exposition
court (5 ans) a long (2 siécles). Pour cela, le site d’étude du Pére-Lachaise a été choisi, car il
rassemble (1) de nombreux monuments funéraires constitués de calcaire, (2) des zones boisées
tout en étant situé au cceur de Paris, en environnement pollué, (3) une datation fiable qui s’exprime
a travers les inscriptions sur les tombes non restaurées. On y trouve donc une archive d’environ
200 ans d’altération. Sur ces tombes, une étude sur 'impact saisonnier a aussi été réalisée.

Dans un second temps (Chapitre 4), différentes expériences de vieillissement en milieu contrélé
ont été réalisées afin d’isoler certains paramétres d’altération. La premiére expérience met en
présence de calcaire St Maximin, une eau de pluie synthétique de composition similaire a une
pluie actuelle a Paris ainsi que de microorganismes. Dans un second temps, une pollution
particulaire et gazeuse a été ajoutée au systéme afin de voir si les communautés microbiennes
présentes évoluent difféeremment du premier systéme. Enfin la derniére simulation a été réalisée
en modifiant la composition de I'eau de pluie, afin qu’elle soit représentative d’'une pollution passée
(avec ajout de sulfate) et future (avec ajout de nitrate et d’ammonium). Le but étant de comprendre
si une modification de I'eau de pluie induite par différentes pollutions atmosphériques modifie les
communautés microbiennes et les faciés d’altérations du calcaire.
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1. Démarche expérimentale

Afin de bien comprendre les dégradations des monuments en pierre calcaire en milieu urbain
pollué, plusieurs axes d’étude ont été définis.

Le premier axe s’articule autour du vieillissement naturel de la pierre calcaire & long et court temps
d’exposition. Pour cela, nous avons sélectionné un site d’étude afin (1) deffectuer des
prélevements sur des monuments anciens. (2) d'y effectuer des expositions de matériaux sains
sur du moyen terme. Le site sélectionné est le cimetiere du Pére Lachaise, ou certaines tombes
sont considérées comme des témoins de 200 ans d’exposition a une atmosphére urbaine et
polluée. Nous y avons également collecté des coupons de pierres calcaires qui y avaient été
exposeés pendant 5 ans. Différentes analyses chimiques et biologiques seront réalisées afin de
caractériser les faciés d’altération du calcaire, ainsi que d’identifier et quantifier les
microorganismes présents a leur surface.

Le second axe se focalise sur le vieillissement artificiel de la pierre calcaire, sous forme de tests
d’altérations en milieu contrélé. Trois tests vont étre réalisés afin de comprendre :

- L’impact de la pluie et des microorganismes sur I'altération de calcaire sain

- L’impact de la pluie et des microorganismes sur l'altération du calcaire pré vieilli par une
pollution particulaires et gazeuses

- L’impact de la composition de la pluie et des microorganismes sur l'altération du calcaire
sain

Ces différents tests permettent la compréhension des mécanismes d’altérations.
1.1.Description du site d’étude

Le cimetiére du Pére Lachaise est localisé en plein coeur de Paris, dans le 20°™ arrondissement.
Il est actuellement considéré comme un des cimetieres les plus connus au monde de par le
nombre important de personnes célébres ayant trouvé dans ce lieu leur derniere demeure.

Il a ouvert en 1804 suite a une pénurie de lieux de sépulture dans Paris, induite par la fermeture
du cimetiére des Innocents en 1780 résultant d’'une loi interdisant les cimetiéres en ville. Appelé
initialement cimetiére de I'Est, il fait partie d’'une vague de création de cimetiéres en périphérie de
Paris tels que : le cimetiére de Montmartre au nord, le cimetiére de Montparnasse au sud et le
cimetiére de Passy a I'ouest.

Initialement, le cimetiére du Pére Lachaise était localisé en périphérie de Paris, dans un quartier
décrit comme pauvre et populaire. Il était destiné aux parisiens habitant dans le 5, 6, 7 et 8™
arrondissement de Paris. Durant les premiéres années aprés son ouverture, trés peu
d’enterrements y ont eu lieu.

C’est en 1817, aprés que le préfet de Paris ait déplacé les dépouilles d’Héloise et Abélard ainsi
gue Moliere et La Fontaine que le cimetiére connut un engouement important : le nombre de stéles
augmenta rapidement jusqu’a 33 000 tombes en 1830. Des agrandissements du cimetiére sont
alors décrétés, passant ainsi, au fur et a mesure des décennies, de 17 a 44 hectares aujourd’hui
(Figure 7).
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A
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&y Quetiéve de UER

Pére LaChaise

Figure 7: Plan du cimetiére du Pére Lachaise. (A) F Brongniard, 1813 (https://perelachaisehistoire.fr/plan-de-
brongniart-1813-tombes-remarquables/); (B) Anonyme en 1883 (https:/iww.appl-
lachaise.net/bibliographie/plans/plans-du-cimetiere-19eme-siecle/)

Actuellement, le cimetiére abrite plus de 75000 steles réparties en 97 divisions, construites en
matériaux tres différents, allant des calcaires aux granites. Au cours du temps, une évolution du
type de matériaux utilisés pour les sépultures est observable au sein du cimetiére. En effet
beaucoup de stéles datées entre 1830 et 1880 sont construites en pierres calcaires. La diversité
des calcaires est elle-méme importante avec différents types observés du plus fin au plus grossier.
Ces calcaires sont typiques des différents calcaires du bassin parisien, comme le Lutétien, le
Comblanchien ou encore le calcaire d’Euville.

Le cimetiére du Pére Lachaise posséde de nombreuses stéles en pierre calcaire qui n’ont pas été
restaurées. Ces stéles peuvent donc étre considérées comme des témoins de plus de 200 ans
d’altération en milieu urbain pollué. Enfin le cimetiére est aussi considéré comme un jardin
parisien, il est composé de plus de 40 000 arbres répartis dans I'ensemble du cimetiere. Certaines
parties du cimetiere notamment la partie la plus ancienne est plus végétalisé que les parties les
plus récente.

2. Echantillonnage
2.1.Altération avancée du calcaire : les steles du cimetiére Pére Lachaise

Dans un premier temps, différents types de faciés d’altération du calcaire ont été recherchés au
sein de trois divisions du cimetiére (Figure 8) : les divisions 25, 92 et 62.

Ces trois divisions ont été choisies de par leurs différences de microclimat. La division 25, appelée
romantique correspond a une division trés végétalisée notamment par de nombreux arbres.
Beaucoup de stéles présentent des patines colorées vertes a oranges. La division 62 est localisée
pres du boulevard Ménilmontant. Les stéles de cette division, pour la plupart, montrent la présence
de patine foncée grise a noire. Enfin, la division 92 est une division peu végétalisée, localisée au
centre du cimetiere du Pére Lachaise. Les stéles la composant, présentes des patines
d’altérations moins sombre que celle présente dans la division 62.
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Figure 8 : Position des stéles échantillonnées au sein du cimetiére de Pére Lachaise.

Les différents échantillons utilisés dans cette étude ont été prélevés sur la stéle (partie verticale),
sur la dalle ou la tombale (partie horizontale) et sur le soubassement (partie verticale localisée
sous la tombale, Figure 9). Au total 32 échantillons ont été prélevés en grattant les premiers
millimétres du calcaire a I'aide d’un scalpel stérile, lors de deux campagnes d’échantillonnage,
une en saison hivernale (2020 et 2021), et 'autre au début de 'automne 2021. La nomenclature
des échantillons se réalise de la maniéere suivante : ST X H/V Y avec X de 1 a 12 correspond a
une tombe, H ou V correspond a l'orientation de I'échantillon et Y de 1 a 3 correspondant a un
échantillon. Ainsi sur une méme tombe plusieurs échatillons ont pu étre récoltés. Le détail des
échantillons est présenté en Annexe 1.
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1. La semelle: servant d’assise au
monument

2. Le socle : voué a rehausser la
stele

3. La stele : destiné a accueillirles
décors, ornements et inscriptions
funéraires

4. La pierre tombale ou dalle :
recouvrant en partie ou en totalité la
sépulture

5. Soubassement : coffret, rehausse
ou entourage

6. Revétement : partie basse et
visible du monument

Figure 9 : Schéma réprésentant les différents éléments d’'une tombe (lassurance-obseques.fr)
2.2.Premiers stades d’altération du calcaire : les coupons
Afin d’observer les premiers stades de colonisation biologique et d’altération, des morceaux de

calcaires St Maximin Roche fine (6 x 6 X 1 cm) ont été exposés depuis 2016 au cimetiere du Pére
Lachaise au niveau du local technique du cimetiére (Figure 10).

CREMATORIUN

25

® Emplacement des coupons
[] Zone végétalisée

I 100 m I

Figure 10 : Localisation des coupons au niveau du local technique Pere Lachaise (en rouge)
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La pierre calcaire de St Maximin (St Maximin, Oise) est fréequemment utilisée dans les monuments
historiques dans Paris et ces alentours. Elle a été utilisée dans la construction du Panthéon, de
I'église St Sulpice ainsi que pour le palais Bourbon. Aujourd’hui, elle est particuliérement utilisée
en restauration, de par le fait que la carriere soit actuellement toujours en activité, afin de
remplacer certain calcaire dont les carriéres d’origine sont actuellement fermées. Elle a été
utilisée notamment pour la restauration du Pont neuf ou encore du Louvre.

Différents calcaires de St Maximin existent et sont préconisés pour différents emplois (Tableau
6).

Tableau 6: Différentes pierres de St Maximin et leurs préconisations demploi (https://www.ouachee-
corpechot.com/pierre-saint-maximin)

Pierres Caractéristiques Emploi

Saint-Maximin Liais Densité apparente : 2,22 revétements, dallages, escaliers,
Résistance a I'écrasement : 572 a | parapets, socles, appuis, restauration
950 kg.cm2 des monuments historiques

Porosité : 18 %
Vitesse du son : 4 051 m.s?

Saint-Maximin Densité apparente : 2,12 pour les assises de rejaillissement,

Construction Franche Résistance a I'écrasement : 369 appuis, bandeaux, corniches,
kg.cm? restauration de monuments
Porosité : 20 % historiques
Vitesse du son : 3 634 m.s!

Saint-Maximin Franche Masse volumique apparente : revétement mince, élévation

Fine 1700 & 2000 kg.m-3 extérieure, bandeau et appuis
Porosite : 25 a 35% extérieurs, soubassement extérieur,

couronnement extérieur, mur massif,
corniche extérieure

Saint-Maximin Roche Densité apparente : 1,76 constructions d’élévation et corniches
Fine Résistance a I'écrasement : 152
kg.cm2

Porosité : 34,9 %
Vitesse du son : 2 693 m.s!

Saint-Maximin Densité apparente : 1,66 construction d’élévation et les
Construction Résistance a I'écrasement : 70 corniches
kg.cm

Porosité : 38,4 %
Vitesse du son : 2 385 m.s!

Les propriétés pétrographique du calcaire St Maximin Roche fine utilisée dans ces expériences
sont décrites par (Saheb et al., 2016) Cette pierre est principalement composée de calcite (97%)
et de quartz (3%). Elle posséde un coefficient de capillarité de 3,7+ 0,1 g.cm2.h°5. La porosité
totale de cette pierre est estimée a 38,1 + 0,1 %, avec une porosité ouverte (mercure) de 36,2%.
La taille des macropore est de 20 um et celle des micropores est de 0.15 um. Le coefficient de
saturation des roches St Maximin est estimé a 79,7 + 3,0 % par Moreau, 2008.

Dix-huit coupons au total avaient été placés en mars 2016 (précédent projet MIAM, financé par
'OSU Efluve), dans différentes positions a I'aide d’'un rack en métal : 6 en position ‘exposée a la
pluie horizontalement’ (EH), 6 en position ‘exposée a la pluie verticalement’ (EV), 3 en position
‘abritée horizontalement’ (AH) et 3 en position ‘abritée verticalement’ (AV) (Figure 11).

Le 2 février 2021, aprés 5 ans d’exposition au cimetiere du Pére Lachaise, 10 coupons de
calcaires ont été prélevés : 3 exposés horizontalement et verticalement, ainsi que 2 abrités
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horizontalement et verticalement. Les coupons ont été stockés au laboratoire a 4°C jusqu’'a
caractérisation. Avant analyse, les coupons ont été scindés en 2 morceaux a l'aide d’un burin. La
premiére partie a été grattée a 'aide d’'un scalpel stérile sous hotte a flux laminaire, et la poudre
récoltée a été utilisée pour les analyses biologiques et chimiques. La deuxieme partie a été dédiée
aux observations microscopiques.

Exposé

Abrité

Figure 11 : Schéma du dispositif expérimental d’exposition des coupons au cimetiere du Pére Lachaise.

= L’étude du vieillissement naturel des calcaires a donc été effectuée sur un temps
d’exposition court, aprés 5 ans d’exposition au cimetiére du Pére Lachaise et sur
un temps d’exposition long, par l'étude des faciés d’altération des tombes
anciennes du cimetiere.

3. Caractérisation du vieillissement naturel des calcaires
3.1.Analyses biologiques

Différentes analyses ont été réalisées afin de caractériser les communautés microbiennes
présentes a la surface des calcaires.

3.1.1. Deénombrement bactérien et fongique en milieu liquide

Le dénombrement bactérien et fongique a été réalisées en utilisant la méthode du nombre le plus
probable (MPN) (Sutton, 2010). Une partie de I'élution non filtrée (100 uL) a été diluée par 10,
102, 103, 10 et 10°. Pour les bactéries, le milieu de culture LB (VWR®) a été utilisé, avec un ajout
de fongizone a une concentration de 1g-L. Pour les champignons, correspond a de I'extrait de
malt (VWR®) additionné d'ampicilline a une concentration de 1g-L™. Le milieu et les solutions
diluées ont été introduits en 8 répétitions dans une microplaque. L'absorbance a été lue a 490 nm
apres 24 heures pour les bactéries et 6 jours pour les champignons. Le programme de calcul des
NPP utilisé provient de Jarvis et al., (2010).
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3.1.2. Détermination de I'activité enzymatique totale

L’activité enzymatique des microorganismes est estimée par spectrophotométrie développée par
Green et al. (2006). Cette méthode utilise la fluorescéine di-acétate qui, en présence d’enzymes
(estérase, lactase, ...), se dégrade en fluorescéine, une molécule colorée (de couleur jaune)
(Figure 12).

@]
O 7/ Enzymes

O
G 6 U
H,C—C—O0 o) O—(u—CHa HO

Fluorescéine di-acétate Fluorescéine

+ 2(CH3;COOH)

Figure 12 : Schéma de dégradation de la fluorescéine di-acétate en fluorescéine en présence d’enzymes.

Un tampon phosphate a été réalisé en dissolvant 20.7 g de KH.PO, avec 30.4 g de K;HPO, dans
un litre d’eau Milli-Q® (pH = 7,2). La solution est stérilisée par autoclavage pendant 21 min a
121°C.

Une solution de fluorescéine di-acétate (FDA) a été préparée a une concentration de 0.24 mmol.L
1 en dissolvant 100 mg de fluorescéine di-acétate dans 100 mL d’acétone 100 %.

Dans un tube de 50 mL, 0,5 g de calcaire ont été ajoutés a 49,5 mL de tampon phosphate ainsi
gue 500 pL de solution de FDA. Cette solution a ensuite été mise en agitation a 40 rpm pendant
2 h dans le noir a une température de 20°C.

L’absorbance a été mesurée a l'aide d’'un spectrophotométre Genesys™ 150 Thermo Fisher
Scientific a 490 nm.

3.1.3. Identification des communautés bactériennes et fongiques par
biologie moléculaire

Afin de déterminer la diversité des microorganismes présents dans les différents échantillons,
I'ADN a été extrait. Pour cela, le kit FastDNA Spin Kit for Soil MP bio ® a été utilisé, dans lequel
500 mg de calcaire ont été insérés, selon les instructions du fabricant. L’ADN extrait a été envoyé
a l'entreprise Eurofin Genomics, sur leur plateforme de séquencage utilisant la technologie
lllumina MiSeq. Deux régions de séquencage ont été choisies, la région V3-V5 du gene codant
pour ARN ribosomal 16S (amorces: 5 CCTACGGGNGGCWGCAG - 3
AAACTYAAAKRAATTGRCGG) pour le séquencage des génomes bactériens et la région ITS1
du gene codant pour ARN ribosomal ITS (amorces : 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3
GCTGCGTTCTTCATCGATGC) pour les génomes fongiques.

Les séquences brutes ont été retraitées par bio-informatique (Figure 13) sur la plateforme Galaxy
migale, MIGALE INRAE suivant différentes étapes :
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1. 2. 3. 4. 5.

Filtre Affiliation

Séquences brutes Pré-process Clustering Déchimerisation ) :
d’abondance taxonomique

(Eurofins genomics) Approche Swarm

» Fichier d'abondance

» Arbre phylogénétique

Figure 13 : Schéma des étapes du traitement bio-informatique des séquences ADN.

L’étape 1, le « Pré-process » correspond a une étape de préparation des données de séquencage
ou sont enlevées des séquences brutes les informations non biologiques, telles que les primers
ou les barcodes pouvant étre contenus sur les séquences.

A partir des séquences nettoyées, les séquences vont étre regroupées sous forme d’OTU
(Operational Taxonomic Unit), lors de I'étape appelée « Clustering » suivant 'approche Swarm
(Figure 14). A partir d’'une séquence, un réseau de séquence va étre constitué lorsqu’elles sont
identiques. Chaque réseau de séquence sera considéré comme un OTU Swarm dans la suite du
manuscrit.
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Figure 14 : Schéma de I'étape de clustering suivant I'approche Swarm

Le fichier issu de I'étape de « Clustering » comporte un nombre important dOTU, notamment des
OTU contenant une seule séquence d’origine. Ces séquences peuvent provenir d’erreurs issues
de I'amplification par PCR : elles sont appelées chimeéres. Il est nécessaire de les supprimer. Une
étape de « déchimerisation » est donc réalisée. Dans cette étape, les OTU peu abondants sont
considérés comme chimeéres et sont donc supprimes.

Dans I'étape 5, des filtres d’abondance sont appliqués sur le fichier ’'OTU sans chimeére,
permettant une fois de plus de supprimer les OTU les moins abondantes. A cette étape, un filtre
peut étre ajouté pour enlever une éventuelle contamination.

Enfin, le fichier dOTU « nettoyé » est affilié taxonomiquement grace a deux bases de données
de référence: 16S_SILVA_Pintaill00_138 pour les données bactériennes et
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ITS_UNITE_Eukaryote_8.0 pour les données fongiques et algaires. Deux fichiers sont obtenus :
un fichier d’abondance et un arbre phylogénétique.

L’analyse biostatistique permet également la visualisation de données, ainsi que les calculs
d’indice de biodiversité tels que I'alpha et béta-diversité.

L’alpha-diversité correspond a la diversité intra-échantillon, elle peut étre caractérisée par
différents indices selon la méthode utilisée :

e Richesse observée : cetindice correspond au nombre d’OTU observées.

Srich = Xis 1{p5>0} =i Ci (1)

Avec c; le nombre d’espéece observé i fois i = (1,2,...) et ps la proportion des especes
s(s=12..,5)

e Shannon : lalargeur de la distribution de I'abondance relative de I'OTU refléte la capacité
ou non a prédire I'OTU d'une bactérie choisie au hasard (Shannon, 1948).

Sshan = — Zs Ps log(ps) < log(S) (2)

e Simpson: Il définit la probabilité que deux bactéries prises au hasard dans la
communauté appartiennent a des OTU différentes (Simpson, 1949).

e Inverse Simpson : il correspond a l'inverse de la probabilité que deux bactéries prises au
hasard appartiennent a la méme OTU

1

SInv—Simp = p%+---_+p§ <S 3)

Avec p, la proportion d’espéce s (1, 2, ..., S).

e Chao 1: cest le nombre dOTU observées et I'estimation du nombre d’'OTU non
observées (Chao et al., 2006).

Schaor = Srien T Z‘; 4)

La béta-diversité correspond a la diversité inter-échantillons et peut se baser sur la
composition de la communauté microbienne comme Jaccard ou Bray-Curtis ou sur une
approche phylogénétique comme Unifrac et wUnifrac.

e Jaccard : fraction des especes spécifiques entre deux échantillons (Jaccard, 1901)

Xs 1{n}>o,n§ =0}+ 1{n§ >0,nd=0}

Ls 1{n}+n§>o}

d]ac =

©®)

Avec n! le nombre d’espéces s (s = 1,2, ...,5) dans la communauté 1 et nZ le nombre
d’'espéce dans la communauté 2.

e Bray-Curtis : fraction de la communauté spécifique entre deux échantillons (Bray and
Curtis, 1957).
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1_..2
dBC — M (6)

 YlndnZ

Avec n!l le nombre d’espéces s (s = 1,2, ...,5) dans la communauté 1 et nZ le nombre
d’espéce dans la communauté 2.

e Unifrac : fraction de I'arbre phylogénétique spécifique entre deux échantillons (Lozupone
and Knight, 2005)
_ Zele[lpe>0,ge=0i+Lige>0pe=0]

dyp = ()

YeleX1potqe>o}

Avec e qui correspond a chaque branche de I'arbre phylogénétique, [, la longueur de cette
branche, p., correspondant a la fraction de la communauté 1 et g, correspondant a la
fraction de la communauté 2 sous la branche e.

e wUnifrac : fraction de la diversité spécifique entre deux échantillons

d — Yelelpe—qel
wUF Yele(Detqe)

(8)

Avec e qui correspond a chaque branche de I'arbre phylogénétique, I, la longueur de cette
branche, p., correspondant a la fraction de la communauté 1 et g, correspondant a la
fraction de la communauté 2 sous la branche e.

Dans la suite de I'étude, seul I'indice de Bray-Curtis a été utilisé car il permet une approche
focalisée sur les structures des communautés microbiennes, se basant sur les fractions des
communautés spécifiques aux deux communautés étudiés.

3.2.Analyses physico-chimiques
3.2.1. Observation par microscopie numeérique et électronique

Les observations microscopiques des faciés d’altération du calcaire ont été réalisées a I'aide du
microscope numérique VHX-6000, Keyence®. Cet appareil permet d'acquérir des images 2D et
3D, ainsi que de mesurer par exemple des rugosités surfaciques : Sz (maximale), Sa (moyenne)
et Sq (quadratique).

Afin d’observer les faciés d’altération a I'échelle microscopique, le microscope électronique a
balayage (MEB) TM3030, HITACHI® couplé a un spectrométre dispersif en énergie (EDS) Oxford,
logiciel AztecOne a permis d’analyser directement des échantillons sans métallisation préalable.

3.2.2. Analyses des phases cristallines par Diffraction a rayon X (DRX)

A partir de la poudre provenant des différentes stéles, une analyse des phases cristallines
présentes a la surface de calcaire a été effectuée en utilisant le diffractometre PANALYTICAL
X'PERT PRO équipé d’'une anode de cuivre. L’identification des phases cristallines présentes a
été réalisée a I'aide de deux logiciels : Qual X et HighscorePlus 2.0.

3.2.3. Analyse de la fraction soluble par chromatographie ionique
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Une élution a été réalisée a partir de 0,5 g de poudre de calcaire, mis en solution avec 4 mL d’eau
Milli Q. Apres 2h en rotation a 40 rpm, la solution a été centrifugée a 1500 rpm pendant 2 min. Le
surnageant a été préleveé puis filtré a I'aide d’un filtre seringue a 0,2 um de porosité. Le surnageant
a été dilué dans de I'eau Milli Q pour I'analyse.

La concentration en anions et cations solubles a été mesurée a l'aide de la chromatographie
ionique 930 Compact IC Flex Metrohm® de la plateforme PRAMMICS OSU-EFLUVE UMS 3563.
Les différents cations en solution sont séparés utilisant une colonne C4 (250 mm) constituée de
gel de silice avec des groupes carboxyles ainsi qu’'une phase mobile composée d’acide nitrique
et d’acide dipicolinique a débit identique tout au long de l'analyse. Cette méthode permet
l'identification et la quantification des différents cations : lithium, sodium, ammonium, potassium,
manganese, calcium, magnésium, strontium (références : IC multi element, Sigma Aldrich®). Les
limites de quantification des cations en solution sont indiquées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Limites de quantification des cations en ppb.

Eléments ‘ Li* Na?* NH,* K* Mn?* Ca* Mg?* Sr2*

LQ (ppb) ‘ 10 25 25 25 50 25 10 100

Les anions présents en solution sont séparés en utilisant une colonne A supp 7 (250mm),
composée d’alcool polyvinylique avec un groupe ammonium quaternaire, ainsi qu’'une phase
mobile composée de Na,COs; et de NaHCO; avec un gradient de débit durant I'analyse : 30 min
avec un débit 0.9 mL.min? a faible conductivité puis augmentation de la conductivité par ajout
d’éluant plus concentré pour séparer les espéces ioniques ayant besoin de plus de force ionique.
Cette méthode permet lidentification et la quantification de différents anions organiques
(glycolate, acétate, propionate, formate, MSA, oxalate) et inorganiques (fluorures, chlorures,
bromures, nitrates, phosphates, sulfates). Différents échantillons de référence ont été utilisé pour
la quantification des anions :

- F, PO, Br: Anion multi element, Merck®

- CI, NOs%, SO4% : Anion multi element, Merck®

- Anions organiques : Glycolate (84968-180, VWR®), Acétate (84951-180, VWR®),
Propionate (84991-180, VWR®), Formate (84967-180, VWR®), MSA (84977-180,
VWR®), Oxalate (84986-180, VWR®)

Les limites de quantification des anions organiques et inorganiques sont mentionnées dans le
Tableau 8.

Tableau 8 : Limite de quantification des anions organiques et inorganiques en ppb.

Eléments Glycolate Acétate Propionate Formate MSA Oxalate
LQ (ppb) 5 5 5 5 5 10
Eléments F cl- Br- NO3 PO, SO4*
LQ (ppb) 20 15.6 20 15.6 20 15.6

L’identification et la quantification des espéces ioniques est réalisée a 'aide du logiciel MaglC Net
3.3 Metrohm®.
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4. Vieillissement artificiel en conditions contrdlées : protocole, suivi et analyses

4.1.Protocole

Différentes simulations en conditions contrdlées ont été réalisées sur 63 jours afin de comprendre
les interactions pluie, microorganismes et calcaire en faisant varier les différents agents
d’altération (Figure 15).

Dans un second temps, du calcaire sain a été mis en altération en flacon de culture, en présence
d’eau de pluie de synthése dont la composition est semblable a la pluie actuelle et de
communautés microbiennes issus d’une stéle du Pére Lachaise. Par la suite, suivant le méme
modéele, un premier agent d’altération a été modifié en pré-exposant les calcaires a une pollution
gazeuse et particulaire. Enfin dans une troisiéme partie, la composition de I'eau de pluie
synthétique a été modifiée afin de s'adapter a la composition des pluies dans un contexte de
pollution ancienne, actuelle et future.

Systéme simplifié

-

& -
Y art + Variation du type
m& de pollution
Calcaire Eau de pluie Microorganismes
actuelle
* Systéme simplifié + pollution particulaire et gazeuse « Systéme simplifié + pollution par composition de la pluie
CIME
/ * suies de propane _/C:)
+ Pollution s S0.+0 - =
particulaire et gazeuze 2 : C\D\tﬁ? /

Pluies enrichies
* Nitrates
* Ammonium
» Sulfates

: = (

Figure 15 : Schéma de la démarche expérimentale suivie pour I'altération des calcaires en milieu controlé. (1) Simulation
d’altération des calcaires dans CIME 2 agit pas sur la température ni la luminosité mais T° ambiante dans piéce climatisé
~22°C , lumiére ambiante ; (2) Simulation d’altération du calcaire en flacon de culture en faisant varier les pollutions.

4.1.1. Préparation des calcaires et stérilisation

Des morceaux de calcaire St Maximin Roche Fine ont été découpés a la scie diamantée (Escil
Carela 2000) dans les dimensions suivantes : 1 cm x 1 cm x 0,5 cm. lIs ont ensuite été rincés a
leau Milli Q afin d’enlever I'excés de poudre créée lors de la découpe. Afin de stériliser un
maximum les coupons de calcaire sans changer les parameétres intrinseques de la roche, 1 mL
d’éthanol 100 % a été ajouté sur les calcaires. Sous I'effet de capillarité, 'ensemble du réseau
poreux du calcaire a été en contact avec I'éthanol. Les calcaires ont été ensuite laissés sous une
hotte a flux laminaire jusqu’'a évaporation compléte de I'éthanol. Enfin, toujours sous hotte, les
coupons ont été soumis a deux cycles d’UV de 30 min sur les six faces du calcaire.

4.1.2. Exposition des calcaires soumis a une pollution gazeuse et
particulaire
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Le calcaire St Maximin Roche Fine a été découpé en morceau de 1 x 1 x 0,5 cm. lls ont ensuite
été placés en Chambre d’Interaction Matériaux-Environnement CIME (Chabas et al., 2015). CIME
est une chambre de simulation dédiée a I'étude de l'altération des matériaux du patrimoine. Elle
permet l'injection controlée de différents gaz et particules atmosphériques. Dans un premier
temps, dans I'enceinte de CIME, des coupons de calcaire ont été exposés a un cycle de dépbts
de suies de combustion de propane pendant 30 min a l'aide du MiniCAST Soot generator
MOD5201A, Jing® suivi de 18h de sédimentation. Puis les coupons ont subi un cycle de
vieillissement d’'un mois, a raison de 6 injections par jours suivant le protocole : 20 injections de
400 ppb de SO; suivi d'une injection de O3 a 600 ppb pendant 12 min. L’humidité relative (HR) de
'enceinte a été maintenue entre 90 et 100 % durant le cycle. Avant utilisation, les coupons pré-
vieillis ont été stockés dans une boite contenant du gel de silice (HR = 0 %) a température
ambiante.

Les coupons pré-vieillis ont ensuite été stérilisés suivant le protocole décrit (§ 4.1.1)
4.1.3. Préparation de I'inoculum microbien

La poudre de calcaire nécessaire a la préparation de I'inoculum microbien a été récupéré sur la
stele ST10V1 au cimetiére du Pére Lachaise, de par sa similarité au calcaire St Maximin Roche
Fine. La poudre de calcaire a été conservée a 4°C jusqu’a son utilisation.

Dans 2 tubes, ont été répartis respectivement 15 g et 11 g de poudre de calcaire, auxquels ont
été ajoutés a chacun 35 mL de sérum physiologique 0.9 % (9 g de NaCl pour 1 L d’eau Milli Q)
ayant été préalablement stérilisés par autoclavage (21 min a 121°C). Ce mélange a été mis en
rotation pendant 1 h a 40 rpm, puis centrifugé pendant 2 min a 1500 rpm. Apres centrifugation, le
surnageant des deux tubes a été récupéré et regroupé dans un seul tube, qui sera considéré
comme par la suite comme l'inoculum microbien.

Sur chaque morceau de calcaire préalablement stérilisé, 1 mL d’inoculum a été déposé et laissé
en pré incubation pendant 48 h a 25°C.

4.1.4. Préparation des pluies polluées

Afin de créer une eau de pluie synthétique proche des compositions réelles, de 'eau de pluie
récoltée au Pére Lachaise en mars 2016 a été préalablement analysée par chromatographie
ionique afin de connaitre sa composition (Balland-Bolou-Bi et al., 2016, 2023). La composition
ionique est décrite dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Tableau des concentrations en ions de I'eau de pluie récoltée au cimetiére du Pére Lachaise en 2016.

Eléments ‘ K* Ca?** Na* Mg* AI®* NHsf PO SOs* CI- NO3

Concentration (mg.L-1) ‘9,80 0 291 1,79 0,26 158 0,32 422 16,59 3,50

En se basant sur cette composition, une eau de pluie synthétique a été élaborée a partir de
différents sels pour avoir une composition ionique semblable (Tableau 10). Le Tableau 10-A
correspond a la masse de sels ajoutée a un litre Milli-Q® pour obtenir une eau de pluie
synthétique. Les concentrations ioniques sont données dans le Tableau 10-B.
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Tableau 10 : (A) Masse de sels utilisés dans la composition de I'eau de pluie synthétique. (B) Equivalence en
concentration d’ions (mg. L-1) de I'eau de pluie synthétique.

A

Sels Masse (mg)
KCI 17
Na;HPO4, 2H,0 0,6
(NHa4)2 SO4 0
KNOs 55
MgCl, 4
MgSOg, 7H20 8
NacCl 7
Al (NOs)3, 9H20 0
NH4CI 5

B

Eléments Concentration (mg.L™?)
K* 11,04
Ca* 0
Na* 2,91
Mg?* 1,81
Al3* 0
NH4* 1,69
PO4* 0,32
SO.* 3,12
Cl- 18,62
NOs 3,37

A partir de cette composition, trois eaux de pluies ont été créées en ajoutant les concentrations
maximales de sulfates, nitrates et ammonium, trouvées dans des eaux de pluie dans la littérature

(Tableau 11).

Tableau 11: Tableau de la composition ionique des quatre pluies synthétiques utilisées dans les expériences

Eléments

Concentration (mg.L™?)

P PS PA PN
K* 9,81 2,71 6,78 15
Ca* 0 0 0 0
Na* 4,26 3,02 0,14 2,99
Mg?* 1,34 7,41 1,30 3,02
Al3* 0 0 0 10,61
NH4* 3,44 18,72 14,24 2,36
PO 3,20 0,35 0,29 0,32
S04 7,39 23,85 4,67 4,77
ol 17,55 45,20 32,22 16,67
NOs" 1,29 4,30 3,93 31,92
pH 8,55 7,00 7,04 4,29

4.1.5. Composition des différents microcosmes

Les microcosmes ont été préparés dans des flacons de 75 cm® (VWR), dans lesquels ont été
ajoutés 100 mL de pluie synthétique (ch Chap 2. 84.1.4), un morceau de calcaire et 1 mL
d’inoculum microbien suivant différentes conditions :

- Eau de pluie + inoculum microbien + calcaire
- Eau de pluie + inoculum microbien + calcaire exposé a la pollution gazeuse et particulaire
- Eau de pluie polluée (P, PN, PS ou PA) + inoculum microbien + calcaire
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Pour chaque condition, des témoins abiotiques (eau de pluie + calcaire) et des témoins sans
calcaire (eau de pluie + inoculum microbien) ont été réalisés. Chaque microcosme est produit en
triplicata.

4.1.6. Paramétres de la manipulation

Pour les deux suivis, chague condition a été réalisée en triplicata. Les flacons ont été placés au
Minitron incubateur agité INFORS HT a 25°C de la plateforme PRAMMICS OSU-EFLUVE UMS
3563, avec une agitation a 50 rpm et suivant un cycle d’alternance lumiére/obscurité de 12 h

chacune (Figure 16).

Oh 12 h 24 h

Température 25°C
Agitation 50 rpm

Figure 16 : Conditions d’exposition des calcaires au Minitron : 12h dans I'obscurité, 12h en présence de lumiére,
température 20°C et agitation 50 rpm.

Chaque semaine, un suivi des paramétres biologiques et chimiques a été conduit (cf Chap. 2
84.2.1et§4.2.2).

4.2.Suivi expérimental hebdomadaire
4.2.1. Suivi du développement microbien
4.2.1.1. Dénombrement bactérien et fongique cultivable en milieu solide

Pour dénombrer les bactéries et les champignons cultivable présent dans les microcosmes, deux
milieux de culture ont été préparés : du milieu Plate Count Agar (PCA a 23,5 g.L?) et de I'extrait
de Malt (17 g.L?) contenant de I'agar-agar a une concentration 15 g.L* et dilués dans de I'eau
distillée. Les milieux ont été stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 21 min. Aprés
refroidissement et avant gélification, de 'ampicilline et de la fongizone a concentration 1 g.L* sont
ajoutés respectivement a I'extrait de Malt et au PCA.

Les échantillons sont préparés en réalisant une série de dilutions en cascade (8§ 3.1.1)

Pour les champignons, le milieu de culture est d’abord coulé, puis apres refroidissement total et
prise en masse de la gélose, 100 pL des solutions diluées sont ensemencés en surface et étalés
a l'aide d’un étaleur en L.

Pour les bactéries, 'ensemencement est réalisé en profondeur ou en masse. 100 yL des solutions
diluées sont placées sous forme de gouttelette au fond de la boite de Petri, puis le milieu de
culture encore liquide est coulé.

Aprés prise en masse des géloses, les boites de Petri sont placées a I'étuve a 25°C pendant 48
h pour les bactéries et 96 h pour les champignons.
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Apres incubation, les colonies sont comptées et rapportées en Unités Formant Colonie par
millilitre (UFC.mL™?).

4.2.1.2. Dénombrement microbien par cytométrie

Le suivi du nombre de cellules vivantes a été mesuré a l'aide du Cytométre en flux Bactosense
bNovate technologie®. Cet appareil permet le dénombrement des cellules intactes par marquage
au fluorochrome SYBR GREEN I. Pour l'analyse, 90 uL d’échantillons sont utilisés. Dans un
premier temps, I'échantillon va étre mis en contact avec le fluorochrome qui va marquer les
cellules intactes. Aprés 10 min d’incubation a 37°C, la mesure de I'absorbance est réalisée a I'aide
d’une diode laser 488 nm. Les limites de détection de I'appareil en termes de nombre sont de 100
cellules par millilitre (limite basse) et de 5 millions de cellules par millilitre (limite haute). La limite
de détection en terme de taille de cellule est de 0,1 um.

4.2.1.3. Suividelaconcentration de microorganismes photosynthétique
par BenthoTorch

La BenthoTorch, BBE Moldaenke® est un appareil permettant la mesure de la concentration en
organismes photosynthétiques de maniére non destructive. Cet appareil permet d’obtenir la
concentration (en pg.cm?) en algues vertes, cyanobactéries et diatomées dans des milieux
solides ou aqueux. Il utilise le principe de la fluorescence. La lumiére émise par les LED a
plusieurs longueurs d’ondes (470, 525 et 610 nm) va exciter les pigments contenus par les
microorganismes. L’intensité de la fluorescence de la chlorophylle permet de calculer les
concentrations des différents microorganismes benthiques. Les mesures ont été réalisées en
triplicata, en prélevant 500 pL de solution qui ont été placés dans les unités de mesure fournies
par le fabricant.

4.2.1.4. Suivi de I'activité enzymatique totale

Le protocole de mesure de I'activité enzymatique totale décrit précédemment (cf Chap. 2 §3.1.2)
a été modifié et adapté a des solutions aqueuses. Le tampon phosphate et la solution de
fluorescéine di-acétate ont été préparés selon le protocole décrit précédemment.

Pour I'analyse, dans un tube eppendorf® de 2 mL contenant 500 pyL d’échantillon, ont été ajoutés
250 pL de tampon phosphate et 250 uL de FDA. Aprés deux heures d’agitation dans I'obscurité a
40 rpm, I'absorbance est mesurée a 490 nm a l'aide du spectrophotométre Genesis™ 150 Thermo
Fisher Scientific®.

4.2.2. Suivi des parametres chimiques
4.2.2.1. Analyses par chromatographie ionique

Le suivi de la composition ionique des microcosmes a été réalisé par chromatographie ionique
(CI). Pour cela, 500 puL de chaque échantillon ont été dilués dans 6,5 mL d’eau Milli-Q®. Les
dilutions ont été ensuite filtrées a 'aide d’un filtre seringue 0,2 ym en acétate de cellulose. Les
échantillons ont été analysés suivant le protocole décrit 83.2.3.
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4.2.2.2. Suividu pH

A chague pas de temps, le pH de chaque échantillon a été mesuré a l'aide du pH-metre APERA
instrument 820 précision séries muni d’'une sonde pH électrode 881, Labsen, suivant la norme
ISO 10390.

4.2.2.3. Modélisation de spéciation chimique en solution

A partir des données de concentrations en ions et de pH mesuré, des modélisations de spéciation
chimique en solution ont été réalisées en utilisant le logiciel Visual MINTEQ 3.1. Le code originel
a été construit par TUSEPA sous le nom de MINTEQAZ et il est aujourd’hui maintenu par Jon
Petter Gustafsson de I'Université KTH en Suede. Ce logiciel a permis de calculer les indices de
saturations des phases minérales pouvant étre formées. L’indice de saturation (IS) correspond au
log du rapport entre le produit de I'activité ionique Q et de la constante de solubilité K de la phase
correspondante.

IS =1log Q = log% (9)

Si IS > 0, la solution est sursaturée par rapport a la phase minérale et si IS < 0, la solution est
sous-saturée. Si IS = 0, alors la solution est a I'équilibre avec cette phase.

Le calcul de la spéciation repose sur deux lois :

- Laloi de la conservation de la matiéere :

Ci(Tot) = ¥, nij[Sj] (10)
Avec Ci(Tot) la concentration totale d’'un élément, S 'espéce de I'élément, j le nombre d’espéces,

Ns le nombre d’espéce, et n le coefficient stoechiométrique.

- Laloi d’action de masse :
Pour une réaction :

ngA +ny,B - n.C+nyD (11)

n, correspond au coefficient stoechiométrique, A et B correspondent aux activités des réactifs et
C et D correspondent aux activités des produits.

La constante d’équilibre K est égale au produit des activités des réactifs sur I'activité des produits :

_ ©"e)"d

K = Gra@y

(12)

4.3.Caractérisation des patines altération

4.3.1. Colorimétrie

Afin de quantifier 'altération chromatique des échantillons de calcaire apres exposition de 63
jours, ceux-ci ont tout d’abord été séchés. Les mesures de colorimétrie ont été réalisées a 'aide
du spectrocolorimétre CM600-d Konica Minolta® en utilisant le logiciel SpectraMagic™ NX
KonicaMinolta®.
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Les mesures ont été réalisées dans I'espace chromatique Lab. Les paramétres du systeme L*a*b
sont :

e L*qui correspond a la clarté et est mesuré entre 0 et 100 ou 0 correspond au noir et 100
au blanc de référence

e a* qui correspond a une valeur chromatique allant du vert au rouge

e b* qui correspond a une valeur chromatique allant du bleu au jaune.

Les mesures obtenues définissent donc un point situé dans un repére a trois dimensions, la
sphére de I'espace couleur L*a*b* appelé aussi CIELAB, caractérisant la couleur (Figure 17).

Blanc L*=100%

Noir L=0

Figure 17 : Sphére de la couleur CIELAB (https://www.normaprint.fr/blog/modeliser-la-couleur/)

5. Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé sur le logiciel RStudio, suivant une logique de
décision décrite dans la Figure 18.

Dans un premier temps, il faut tester la normalité du jeu de donnée étudié. Si le jeu de données
suit une loi normale, une ANOVA sera réalisée a la suite. Dans le cas ou la p-valeur de TANOVA
(a) est inférieure a 0,05, cela signifie qu’au moins un des échantillons est différent des autres.
Pour I'identifier, un test post hoc de Tukey est réalisé.

Dans le cas ou le jeu de données de départ ne suit pas une loi normale, un test de Kruskal Wallis
est réalisé. De la méme maniére que précédemment, si la p-valeur obtenue est inférieure a 0,05,
cela signifie qu’au moins un des échantillons est différent des autres et dans ce cas le test post
hoc de Conover sera utilisé pour l'identifier.
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Figure 18 : Arbre de décision des tests statistiques.

Test post hoc de Conover
Conover.test

Les différents packages utilisés pour les tests statistiques sont présentés dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des différents packages R utilisés.

Packages

Utilisation

Références

Factoshiny

Analyse en composante
principale (ACP)

https://CRAN.R-
project.org/package=Factoshiny

Conover.test

Test post hoc sur rang (aprés
Kruskal Wallis)

https://CRAN.R-
project.org/package=conover.tes
t

rcompanion

Permet de nommer les degrés
de similitude par des lettres : a,
b, c... Si deux échantillons
portent la mettre lettre cela
signifie gqu’ils ne sont pas
significativement différents.

https://CRAN.R-
project.org/package=rcompanion

pheatmap

Permet la réalisation de carte de
chaleur (représentation
graphique)

https://CRAN.R-
project.org/package=pheatmap

RColorBrewer

Ajoute une palette de couleur &
un graphique

https://CRAN.R-
project.org/package=RColorBrew
er

= L’ensemble des analyses chimiques et biologiques permettent de caractériser
I'altération des échantillons altérés a long (tombes du Pére Lachaise), moyen
(coupons) et court (simulation en laboratoire) termes.
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Introduction :

Ce chapitre est un état des lieux de l'altération du calcaire en conditions réelles a court et long
terme exposé a un environnement urbain et pollué.

Les altérations observées sur la pierre calcaire résultent de l'action de différents agents
(microorganismes, pollution, météorologie...). De plus, ces agents peuvent avoir des interactions
entre eux, par sélection de certaines communautés microbiennes en fonction de la pollution
atmosphérique ou encore par la modification de la composition de 'eau de pluie induite par un
changement de pollution.

Les tombes du Pére-Lachaise montrent des faciés d’altération trés prononcés résultant d’environ
200 ans d’altération biologique et physico-chimique en milieu urbain. Ces tombes sont donc des
bons témoins de l'altération ancienne et prolongée. Cependant, depuis 200 ans, les politiques
environnementales ont permis, par exemple, de diminuer le SO, atmosphérique, changeant donc
le type de pollution au cours du temps. Il est donc probable que les faciés d’altération du calcaire
aient varié, ainsi que les communautés microbiennes associées. Les préléevements effectués en

2020 et 2021 correspondent alors a un instant t notamment en termes de communautés
microbiennes qui sont certainement associées aux facteurs environnementaux actuels

En complément, pour comprendre les premiers stades d’altération, des coupons de calcaires ont
été exposés au cimetiere du Pere-Lachaise, jusqu’a ce qu’une patine d’altération homogéne se
soit dévellopée sur 'ensemble des coupons de méme orientation. Pendant 5 ans, a une fréquence
d’une fois par an, des mesures de concentrations in situ en algues vertes et en bactéries ont été
réalisées. Puis aprés 5 ans, des échantillons ont été collectés afin de caractériser l'altération a
court terme de calcaire au moyen d’analyses biologiques et physico-chimiques.
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Chapitre 3.1 : Etude du vieillissement naturel de la pierre calcaire a court terme
Résumé :

Afin de mieux comprendre les premiers stades d’altération du calcaire, des morceaux de calcaire
St Maximin Roche Fine (43 millions d’années, Lutétien), ont été exposés en conditions réelles, au
cimetiére du Peére-Lachaise, durant 5 ans, dans différentes situations : a la pluie en position
verticale (EV) et horizontale (EH) et abrités des pluies en position verticale (AV) et horizontale
(AH).

L’état de I'art a en effet montré que certaines altérations de la pierre telles que les efflorescences
de gypse (croQtes noires) se retrouvaient majoritairement dans des parties abritées alors que
dans les zones exposées aux pluies, la colonisation biologique était beaucoup plus importante.

Durant ces 5 ans, un suivi des microorganismes phototrophes a été réalisé a l'aide d’'une
BenthoTorch (Bbe Moldaenke ®) a raison d’'une mesure par an. Cependant, les mesures sont trés
dépendantes des conditions météorologiques des jours précédents et ne sont pas cumulatives
(Reboah et al., 2023). De ce fait, aprés 5 ans d’exposition, les coupons de calcaire ont été
prélevés puis analysés en laboratoire (analyses physico-chimiques et biologiques) afin d’identifier
les microorganismes présents et d’étudier les premiers faciés d’altération.

Les résultats ont montré une colonisation biologique trés importante a la pluie (verticale et
horizontale) avec la présence de biofilm d’algues vertes et de mousses, alors que les échantillons
abrités sont Iégérement salis et la colonisation biologique est peu visible. En termes de
colonisation, les communautés bactériennes et fongiques présentes sur les coupons exposés aux
pluies sont trés différentes entre les positions horizontales et verticales. Elles sont assez
semblables pour tous les coupons abrités. Du point de vue chimique, aucune néo-cristallisation
n’a été identifiée en position exposée. Au contraire, du KNO3 a été retrouvé pour les échantillons
abrités de maniere horizontale et verticale. A ce stade, les altérations physiques ou chimiques qui
découlent de la bio-colonisation ou du climat et de la pollution sont difficiles a observer. Les

processus de dissolution ou de dépét sont plus lents a produire leurs effets, alors que la
colonisation biologique qui, a minima, a un impact esthétique, est trés rapide.

Cet article est actuellement publié dans la revue Heritage Science.
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The biological contribution to the weathering of imestone monuments
in a vegetated urban area: results of a 5-year exposure.

Paloma Reboah!?, Aurélie Verney-Carron!, Samir Abbad Andaloussi?, Vanessa Alphonse?,
Olivier Lauret!, Sophie Nowak?, Anne Chabas!, Mandana Saheb?, Clarisse Balland-Bolou-Bi?

1 Univ Paris Est Creteil and Université Paris Cité, CNRS, Laboratoire Interuniversitaire des
Systemes Atmosphériques (LISA), F-94010, Créteil, France

2 Univ Paris-Est Creteil, Laboratoire Eau, Environnement et Systémes Urbains (LEESU), Ecole
des Ponts, Val de Marne, 94010 Créteil, France

3 Université Paris Cité, CNRS, ITODYS (UMR 7086), F-75013 Paris, France

Abstract:

Biological activity, climate and pollution are responsible for the degradation of building stones,
especially limestone, which is widely used in the Paris region. In order to determine the respective
contribution of physicochemical and biological processes to the degradation of limestone,
limestone specimens from the Pére-Lachaise cemetery (Paris, France) were exposed for five
years under different conditions: sheltered from or exposed to rain and in horizontal or vertical
position. After exposure, the collected samples were characterized by light and electron
microscopy, X-Ray diffraction and ion chromatography after elution. The results showed an
intense biocolonization of the samples exposed to rain, while the sheltered samples were more
affected by the pollution (soiling). The characterization of the bacterial and fungal communities
using Next Generation Sequencing lllumina 16S for bacteria and ITS for fungi highlighted that five
main bacterial phyla were identified: Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria,
Proteobacteria and Deinococcota (major genera Flavobacterium, Methylobacterium-
Methylobacter, Sphingomonas, Roseomonas and Nocardiodes). Among the fungi, the phylum
Ascomycota was predominant with the genera Cladosporium, Ramularia, Aureobasidium and
Lecania. However, the alteration of the limestone is difficult to quantify at this stage. Potassium
nitrate of rain origin has been found in the sheltered area, but no gypsum. Therefore, the
biocolonization is a fast phenomenon on the stone and the physico-chemical processes derived
from it, caused by climate and pollution, are slower. This is in agreement with the long-term
observations made on old and unrestored graves of the cemetery described in the literature.

Keywords: bio-deterioration, limestone, microbial communities, preservation, biological
colonization, exposure campaign.

1. Introduction

Lutetian limestone (43 million years) is widely used in buildings in the northern part of France due
to its proximity, with a lot of quarries located in and around the Paris region (Blanc et al., 2000).
Over time, the monuments made out of limestone are exposed to various physical, chemical and
biological processes, which can induce their deterioration. The intensity of degradation depends
on intrinsic and extrinsic factors. Intrinsic parameters are related to the characteristics of the stone:
chemical and mineralogical composition, porosity, and roughness. Extrinsic parameters include
climate, pollution, and biological organisms.

First, climate plays an important role on the natural limestone degradation and particularly
meteorological parameters (rain, wind, insolation, relative humidity, temperature) that can induce
physico-chemical deterioration, such as erosion, loss of material, salt crystallization (by alternation
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of moisture — drying) (Mizutani et al., 2015), change of the porosity (by freeze-thaw cycles in
presence of water on porous network) (Sand, 1997), etc.

Then, the natural alteration is generally increased by the atmospheric pollution (gaseous pollutants
and particular matter). Air pollution interacts with limestone through dry (in absence of rain) or wet
deposition (in presence of rain). Black crusts are an example of dry deposition. They correspond
to the crystallization of gypsum (CaSO.-2H,0) by reaction between Ca from the stone and
atmospheric SO,. On a monument, they are preferentially found in sheltered part from rain
(Camuffo, 1986; Charola et al., 2007). Wet deposition is affected by acidification of the rain, that
takes place directly in the cloud or during rainfall by washing of atmospheric pollutants suspended
in the lower atmosphere (Camuffo, 2016).

Stones can also be colonized by microorganisms such as fungi, bacteria, cyanobacteria, mosses,
lichens, or algae.

Over a period of 5 years to several decades, it can be expected that biocolonization will cause
biodeterioration in addition to the aesthetic impact. The growth of mosses can cause serious
damage to stone monuments and appears to occur later than the other organisms. They are
attached to the substrate by small structures called rhizoids, which expand and contract to break
down the stone matrix, secreting organic acids, inorganic acids, polysaccharides, and other
substances that continuously weather the rock matrix by chemical action. For example, mosses
form a layer of water on the stone surface after rainfall, increasing the interaction between water
and stone (Jang and Viles, 2022). Bacteria are responsible for the formation of biofilms that cause
large color changes induced by pigments. By absorbing more light, the temperature change can
cause a physical stress through expansion and contraction processes (Scheerer et al., 2009; T.
Warscheid and Braams, 2000). Some bacterial species, such as sulfur cycle bacteria or ammonia
and nitrite cycle bacteria, may be involved in chemical damage to the stone. In sulfur-polluted
environments, sulfur cycle bacteria may even convert limestone to gypsum. This gypsum may
have a dark coloration caused by airborne particles trapped in extracellular polymeric substance
(EPS) (Scheerer et al., 2009). Fungi are also one of the most important microorganisms involved
in stone decay.

Black fungi are the most worrisome type of fungi known in stone conservation, because they are
ubiquitous, very difficult to remove, and the first recolonizers of a clean stone (Sterflinger and
Pifiar, 2013). Some species, such as the airborne hyphomycetes, can be pioneers of
biocolonization, establishing their hyphae in the porous network of the stone (Pinheiro et al., 2019).
Black fungi also induce bio-pitting and can develop a thin black layer on the surface in association
with a lichen. The color is caused by the melanin pigment of the black fungi (Sterflinger and Pifiar,
2013; Pinheiro et al., 2019; De Leo et al., 2022). Fungi can also attack the stone chemically by
producing organic acids (oxalic, acetic, citric...) that can degrade stone minerals by solubilizing
and chelating (Scheerer et al., 2009; Pinheiro et al., 2019). Lichens are mainly involved in the
physical attack through the penetration of rhizines composed of fungal filaments and the
expansion/contraction of the thallus, which can lift the grain stone surface. As fungi, lichens mainly
produce oxalic acid, which causes the formation of calcium oxalate, weddellite and whewellite
(Pinheiro et al., 2019; Scheerer et al., 2009). These processes take a long time to become
significantly visible, but colonization by these microorganisms has been shown to be very rapid.

The alteration of limestone monument occurs at different spatial scales (Fitzner and Heinrichs,
2001). The changes of stone properties concern the nanoscale and are not visible. The alteration
is observable at the microscale (mm to cm) with color change or mass loss, at the mesoscale (cm
to m) for different deterioration phenomena and at the macroscale (fagade or monument) with
structural effects. Microscale and mesoscale alteration can be visible after only a few months of
exposure, such as material loss after freeze-thaw action in cold and wet climate (Fehér and Torok,
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2022), such as biocolonization by phototrophic microorganisms and bacteria inducing a greening
or a yellowing of the surface (Eyssautier-Chuine et al., 2021, 2020; Miller et al., 2008).

It is thus important to understand limestone alteration mechanisms and to determine the
associated kinetics as a function of intrinsic and extrinsic parameters to better preserve them.
However, all environmental parameters act simultaneously. After long-term exposure (decades or
centuries), it is therefore difficult to discriminate the impact of each parameter on the stone
deterioration and to assess the synergetic effects. Moreover, the deterioration of limestone
monument is not a linear process. One way to understand and quantify the role of a specific
parameter is to perform laboratory experiments (Balland-Bolou-Bi et al., 2023; Miller et al., 2009).
Another way is to monitor the first stages of alteration in real conditions.

The aim of this work is therefore to study the first stages of alteration of limestone in terms of
biocolonization and weathering. To this end, samples of limestone were exposed for 5 years in
different conditions - sheltered and unsheltered from rain and in horizontal and vertical positions -
in the Pére-Lachaise cemetery (Figure 1). This site combines the characteristics of an urban area
and a heavily planted garden. Moreover, the alteration of ancient tombs has already been studied
(Balland-Bolou-Bi et al., 2016).

2. Material and methods
2.1. Exposure campaign of limestone samples at the Pere-Lachaise cemetery

‘Saint-Maximin roche fine’ limestone is a Lutetian limestone that has been selected for its
widespread use in monuments (such as Meaux and Le Mans cathedrals, Saint-Cloud and
Vincennes castles...), and as restoration stone for monuments (Rozenbaum et al., 2008).
Moreover, its petro-physical properties are described in the literature (Saheb et al., 2016). ‘Saint
Maximin roche fine’ limestone is composed of 97% calcite and 3% quartz, with a homogeneous

grain distribution. This stone has a porosity of 38% and a water capillary coefficient of 3.7g.cm=2.h-
0.5

The Pére Lachaise cemetery site was chosen because it is a vegetated area in the center of Paris.
This site contains numerous limestone tombs, which may have been altered for up to 200 years.
It was interesting to expose pristine limestone in similar conditions. 18 specimens of limestone (6
X 6 x 1 cm?®) were cut. This size was chosen to perform different analyses and to avoid side effect.
The specimens have been then attached to aluminum holders fixed on a metallic structure
installed at the Pere-Lachaise cemetery in Paris, France (48°51°52.0”N, 2°23'44.2”E) (Figure 19A,
1B) from 16 March 2016 to 1 February 2021. 6 specimens were exposed unsheltered from rain
and in horizontal position (UH, Figure 19D), 6 specimens unsheltered from rain and in vertical
position (UV, Figure 1E), 3 specimens in sheltered from rain and in vertical position (SV) and 3
specimens in sheltered and in horizontal position (SH) (Figure 19F).

The climate in Paris is described as hot temperate (cf. Koppen and Geiger classification) with the
presence of rainfall in the driest months. During this period, the annual average temperature was
13.4°C and the annual average precipitation was 698 mm-a' (MeteoFrance data, Paris
Montsouris station).
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Figure 19: Site of the study. (A) Location of cemetery in Paris, (B) Map of the cemetery, (C1 to E1) Pictures of the
different exposure of the limestone on the rack on the first day of exposure (C1 : Exposed Horizontal, D1: Exposed
Vertical, E1: Sheltered Horizontal and Vertical); (C2 to E2) Pictures of the different exposure of limestone on the rack
after 5 years of exposure (C2 : Exposed Horizontal, D2: Exposed Vertical, E2: Sheltered Horizontal and Vertical).

Before and during the exposure campaign, 2 series of three rainfalls were collected at the Pére-
Lachaise cemetery. The first one (P1, P2, P3) was sampled between 16 and 27 November 2015
and the second one (P4, P5, P6) from 14 April to 3 May 2016. The sampling site is located in the
middle of the Division 25 (see Figure 19) and is surrounded by tombs and an abundant vegetation
with trees (mainly chestnut, maple, cedar and ash trees) and shrubs. The objective was to collect
rainfall samples representative of the site to obtain a range of rain composition to be compared to
the composition of the soluble fraction of limestone samples and have a rough assessment of
element sources.

Precipitation was sampled using a 24 cm diameter Teflon funnel screwed to a Teflon filter holder
fitted with a cellulose acetate filter (0.45 um porosity and 47 mm diameter) to isolate particulate
matter. The system is screwed to a 500 mL polyethylene bottle which collects the filtered rain.
Biological development is limited by the prior addition of 100 mg of thymol into the bottle. Two
blank samples — one with milliQ® (mQ) water (BL1) and one with mQ and thymol (BL2) — were
obtained by using this set-up. After sampling, the pH and the conductivity were measured using a
multiparameter analyzer Consort C861 and electrodes. Solutions were stored in a freezer until
their analyses by lon chromatography.

The volume-weighted mean concentration for each period (VWM in peq-L?) is calculated using:

VWM = Z?:l C; Pi/2?=1 P; (1)
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where C; is the ionic concentration for each element (in peqg-Lt), Pi the precipitation amount for
each rainy event (in mm) and n the total number of rain events. Concentrations of H* were
calculated from measured pH values. The same equation is used for average pH and conductivity
(instead of Cj).

Marine (SW) and crustal (crust) enrichment factors (EFs) correspond to the elemental ratio
between ions in rainwater compared to a similar ratio for a reference material. Na* can be used
as a reference element for seawater and Ca?* for the continental crust. They were calculated to
assess the potential sources of major ions in rainwater:

EFgy = [X/Na+]rain/[X/Na+]SW (2)
EFcryst = [X/Ca2+]rain/[X/Ca2+]crust 3

With X the concentration of the element of interest in rainwater (in peq.L?). Reference ratio are
given in (Keene et al., 1986) for seawater (in peq.L?; Ca?*/Na* = 0.044; SO4*>/Na* = 0.121;
Mg?*/Na* = 0.227; K*/Na* = 0.412; CI/Na* = 1.161) and in Rudnick and Gao ((Rudnick and Gao,
2014) for continental crust (in ppm; Mg?*/Ca?" = 0.613; K*/Ca?* = 0.328; SO,%/Ca?" = 0.026).

2.2.  Samples collection and preparation

After 5 years of exposure, 10 specimens were collected: 3 UH, 3 UV, 2 SV and 2 SH. The
remaining 8 specimens will be collected over a longer period (probably 10 years). During the past
period, regular observations and measurements of benthic microorganism concentrations (green
algae, cyanobacteria and diatoms) by fluorescence using a BenthoTorch (bbe moldaenke®) were
carried out. However, the biological development depends on the meteorological conditions during
the days preceding the measurement (see S1 in the supplementary material), as confirmed by
(Reboah et al., 2023). Therefore, a 5-year exposure period was chosen to ensure substantial
biological colonization and significant changes.

After sampling, for each of the 10 specimens, a sterile swab was used to collect microbial DNA
on the limestone surfaces. Then, the limestone surface (first 5 mm) was scratched to collect
powder with a sterile scalpel under sterile conditions. The powders from each type of sample (UH,
UV, SH and SV) were pooled to perform multiple analyses. In the following, SV_P, SH_P, UV_P,
UH_P correspond to the powder scratched from the limestone surface for the three samples and
SVi_S (with i from 1 to 3) corresponds to the swab sample for each of the three replicates of
limestone in different positions. All the samples were stored in sterile tubes at 4°C until analyses.

2.3. Solid characterization

The surface of the samples was first observed using a digital microscope (Keyence VHX-6000).
The samples were also characterized using a tabletop scanning electron microscope (SEM Hitachi
TM3030) coupled with energy dispersive X-ray spectrometry (EDS Bruker Quantax 70) to observe
the surface change at the microscopic scale and to determine the elemental composition. The
technique requires no sample preparation prior to analysis.

In order to identify the crystalline phases present on the limestone surface, XRD analysis was
performed on the limestone powder, using a Panalytical Empyrean powder diffractometer
equipped with a PIXcel detector fitted with a Cu anode tube (Kal = 1.5406 A) operating at 45 kV
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and 40 Ma. Crystalline phase identification was performed with QualX and HighScorePlus 2.0
software, using COD and ISDC databases.

2.4. Extraction of soluble ions adsorbed on specimens

To extract soluble ions, an elution was performed using 1 g of limestone powder and 9 mL of
MilliQ® water (mQ). The solution was placed on a rotator at 40 rpm for 1 hour, followed by
centrifugation at 14000 g for 5 minutes. The supernatant was collected, filtered at 0.2 um, and
analyzed in triplicate by ion chromatography (IC) to determine the concentrations of cations,
anions, and organic acids. Rainfall samples were also analyzed by IC. The instrument is
METROHM 930 Compact Flex on the PRAMMICS platform OSU-EFLUVE UMS 3563. For
cations, the eluent is a mix of nitric acid and picolinic acid and a column Metrostep C4 (250 mm,
with a mesh of 2.5 um, Metrohm ®) was used. For anions, the mobile phase is a mix of Na.CO3
and NaHCOs and a column Metrostep A supp 7 (250mm, mesh of 2.5 um, Metrohm ®) was used.
The data processing of chromatograms was carried out using MaglC Net 3.3 software. The limits
of quantification are: 1 x 10° mg-g* for magnesium and oxalate; 1.56 x 10° mg-g* for chloride,
sulfates and nitrates; 2 x 10° mg-g* for phosphate and fluoride; 2.5 x 10° mg-g* for sodium,
potassium, ammonium and calcium; 5 x 10 mg-g* for acetate, propionate and formate.

2.5. Biological analyses

Bacterial and fungal estimations have been performed using the Most Probable Number (MPN)
method (Sutton, 2010). A part of non-filtered elution (100 pL) was diluted by 10, 102, 103, 10* and
10°. For bacteria, LB broth medium (VWR®) was used, with an addition of fongizone with a
concentration of 1g-L. For fungi, the medium is Malt extract broth (VWR ®) with addition of
ampicillin with a concentration of 1g-L. Medium and diluted solutions were introduced in 8
replicates in a microplate. The absorbance was read at 490 nm after 24 hours for bacteria and 6
days for fungi. The MPN calculation program used come from (Jarvis et al., 2010).

To determine the composition of the limestone microbiome, two types of samples were used for
DNA extraction: pooled limestone powder and sterile swabs. DNA was extracted using a DNA
extraction Spin Kit for Soil (MPBio ®) according to the manufacturer’s instructions. For powder
samples (designated _P), 0.5 g of limestone powder was used, and for swab samples (designated
_S), the head of the sterile swab was used. Next generation sequencing (library preparation,
amplification and sequencing) was performed on the Eurofins Genomics platform using the
lllumina MiSeq method on two target regions, ITS1 for fungi and V3-V5 for bacteria.

The bioinformatics treatment was carried out on Galaxy, Migale platform. Databases
16S_SILVA Pintaill00_138 for bacteria and ITS_UNITE_Fungi_8.0 for fungi were used for
taxonomic assignment of sequences. Biostatistics including the index of biodiversity (Bray-Curtis
beta diversity) were calculated using the Easyl6S application, Migale bioinformatics facilities
platform.

2.6. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using RStudio®: non-parametric Kruskal-Wallis test for
comparison of samples and post-hoc Conover test (package conover.test), with corrected
Bonferroni for the different groups of significance.
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3. Results
3.1. Rainfall composition

Six rainfall samples were collected at the Pere-Lachaise cemetery: P1, P2, P3 in November 2015
(1%t series) and P4, P5, P6 in April 2016 (2" series) (Table 1). The amount of rain calculated from
the collected volume is in agreement with the MeteoFrance data, except for the P2 sample for
which the bottle capacity was too low. The pH varies between 4.5 and 6.2 (average 5.4) and the
conductivity between 42.9 and 258.0 uS.cm™ (average 119.1 puS.cm™). A pH of 5.6 corresponds
to equilibrium with atmospheric CO,. Therefore, the rain is acidic for P1, P2, and P4 due to
dissolution of NOx or SO in the cloud and raindrops (Steinfeld and Pandis, 1998; Whelpdale et
al., 1997). This is in agreement with the measured pH of precipitation in Europe (Keresztesi et al.,
2019).

Inorganic ions and organic acids were measured for the six samples and the VWM was calculated
for the two periods (Table 1). The ion balance can be used to determine the data quality of
rainwater samples. For P1-P3 samples, the difference in concentrations between total cations and
total anions is less than 11%, which is fully acceptable (Niu et al., 2017). For P4-P5-P6, the sum
of cations is higher than the sum of anions. However, P6 seems to be contaminated by K*.

Despite the variability, the range of concentrations for the different elements is comparable to
published data (e.g. for northern Europe, (Beysens et al., 2017; Caroll, 1962)). Nevertheless, the
sum of cations and anions is higher than published data (~ 50-200 peq-L™* for each in (Keresztesi
et al., 2019; Salve et al., 2008) vs. 1000 peq-L* here).

April 2016

B Hydrogen B Sodium O Potassium
@ Calcium B Magnesium B Ammonium
B Chloride O Sulfate B Nitrate

B Phosphate B X organic acids

Figure 20: Respective contribution (in %) of the volume-weighted mean concentrations of the main elements of the rain
for the 2 series (Nov. 2015 and April 2016).

The main anions are chlorides and sulfates for the 1% series (Nov. 2015) and chlorides,
phosphates, sulfates and nitrates for the 2" series (April 2016). The high phosphate content can
be explained by the rainwater sampling conditions. The collector was placed at ground level, close
to vegetation and under the tree canopy, since the aim was to sample rainwater that is in contact
with the graves. (Decina et al., 2018) highlighted a high increase in P concentration (by a factor of
6) of the rainwater passing through the tree canopy compared to rainwater falling directly from the
atmosphere to the ground. The source of P may be deposited dust or organic matter. This is also
consistent with the season, as P6 was collected in the spring. Conversely, the chloride content is
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lower in the second series. Chloride can be of marine origin, but the enrichment factor for series
1 (between 1.9 and 9.2) is higher than 1 (Table 1). Therefore, chloride can also originate from
anthropogenic sources (e.g. biomass burning or road deicing agents (Thornton et al., 2010)),
which is also consistent with the season. On the contrary, the EFs for Cl- in the 2" series are close
to 1, suggesting a marine origin. Sulfates are of anthropogenic origin, as the EFs compared to
seawater and continental crust are mostly higher than 1. They can come from the combustion of
sulfur-containing fuels. Nitrates also come from industrial activities and transportation.

The main cations detected are calcium, potassium, magnesium, sodium and ammonium (Figure
20). Calcium and sodium are assumed to originate mainly from the continental crust and seawater,
respectively, and are used as reference for the calculation of the EFs (Egs. 2 and 3). For Mg?*,
EFsw is close to or greater than 1, indicating additional sources to the marine salts, while EF¢ust IS
slightly less than 1. Thus, Mg?* is certainly of natural origin. For K*, EFsw is much higher than 1
(30 to 500), highlighting additional sources to the marine salts, while EF¢.s: is slightly higher (2 to
4). K* could originate from biomass burning, but, except for P6, K* is very well correlated with Ca?*
and Mg?*, and not with NH4* or phosphates (not shown).

The acidity is mainly due to sulfuric acid and nitric acid and neutralization by Ca?* and Mg?* (Kumar
et al., 2002; Salve et al., 2008). Thus, the ratio (SO4* + NO3s?)/(Ca?* + Mg?*) was calculated. Since
the main anion is CI, the ratio is less than 1 (0.23 and 0.72, Table 1). This shows the alkaline
nature of the rainwater.

The concentrations of organic acids are relatively low. The main ions analyzed are formate,
acetate and oxalate, which is in agreement with other studies (Sun et al., 2016). Their sources
can be direct (biogenic emissions, biomass burning) or secondary (photochemical oxidation of
precursors from natural and anthrogenic sources) (Chebbi and Carlier, 1996).

The comparison of the three samples of each series shows a variability. For the first series, the
concentrations tend to decrease with time (Table 1), especially for Ca?*, Cl, SO.%, F, Br. Except
for oxalate, the organic acids are high in P1 and close to the detection limits for P2 and P3. There
is an increase between P1 and P2 and then a decrease in P3 for K* and Mg?*. An opposite trend
is observed for Na*, NH4* and NOs'. In terms of enrichment factors, P3 is closer to P4 and P5. For
the 2" series, there is a general increase in concentrations, except for nitrates, which are low for
P6. These changes in the ionic concentration indicate that the soluble components in the air are
scavenged by the leaching process.

Even if the variability of the rainfall is high according to the season or to the scavenging rate, the
results give a range of typical concentrations of rainwater (compared to other studies) that could
be used for controlled alteration experiments in laboratory and as a reference to compare with the
soluble fraction of limestone samples. It is also shown that the local effect of the vegetation can
influence the phosphate concentration.

75



76

Table 1: Sampling conditions (dates, volume, amount), pH, conductivity, concentrations in cations, anions and main organic acids (in peg-L™?) and calculations of
ionic ratio or enrichment factors (EF) (Eq. 2 and 3). The amount of rain is calculated from the volume and compared to MeteoFrance data (Montsouris and Saint-
Antoine stations). The conductivity was directly measured and calculated from concentrations and molar ionic conductivity values for comparison. The volume-
weighted mean (VWM) are calculated using Eq. (1).

BL1 BL2 P1 P2 P3 VWM P4 P5 P6 VWM
mQ mQ 2015-11-16 | 2015-11-18 | 2015-11- 2016-04- | 2016-04-14 | 2016-04-24
date from water water 17:00 09:45 23 10:00 09 12:00 16:20 15:20
2015-11-18 | 2015-11-23 | 2015-11- 2016-04- | 2016-04-24 | 2016-05-03
to + thymol 09:45 10:00 27 12:00 14 16:20 15:20 09:40
Volume (mL) 75.3 495, 4* 465.4 515.58 375.96 241.86
Amount (mm) 1.7 10.9* 10.3 11.4 8.3 5.3
Amount (MeteoFrance)
(mm) 2.3 35.9 9.9 11.6 8.4 6.1
pH 5.3 45 6.0 4.9 4.9 5.8 6.2 5.4
Conductivity (uS/cm) 148.8 138.6 42.9 118.4 447 81.5 258.0 102.4
Calc. conductivity (uS/cm) 93.0 118.1 28.5 24.6 44.0 330.8
Hydrogen H* 0.10 0.10 5.0 31.6 1.0 24.1 13.5 1.7 0.6 6.8
Sodium Na* 1.23 0.59 112.1 59.6 72.9 64.3 31.4 59.1 120.6 59.6
Potassium K* 1.04 1.71 240.2 301.1 48.5 244.6 27.8 98.1 1337.1*** | 57 5%**
Calcium Ca?* <LD <LD 367.2 282.4 42.1 233.8 23.0 76.0 275.3 94.4
Magnesium Mg?* <LD <LD 98.7 123.9 18.8 100.4 10.0 23.9 194.7 54.0
Ammonium NH4* <LD 0.99 74.8 11.8 23.6 16.5 65.3 98.8 389.1 145.5
Chloride Cl 0.86 0.76 785.0 634.9 158.3 537.7 40.6 76.0 213.0 89.1
Sulfate SO4* 5.47 0.34 90.0 73.0 28.9 64.1 23.5 51.0 150.2 59.7
Nitrate NO3z <LD 0.89 52.7 11.9 15.6 14.1 40.3 85.5 5.7 47.9
Phosphate PO.* 44.18 0.43 6.2 0.0 0.0 0.2 1.9 25.8 373.6 89.2
Fluoride F <LD <LD 2.1 1.4 0.3 1.2 <LD 1.1 9.3 2.3
Bromide Br <LD 0.37 0.51 0.49 0.23 0.4 <LD <LD 0.8 0.2
Acetate CHsCOO | 0.47 0.71 10.1 0.4 0.0 0.7 1.5 1.6 139.5 31.0
Propionate |C,HsCOO"| <LD <LD 1.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 1.5 0.4
Formate HCOO- 0.13 0.27 13.2 0.1 0.1 0.6 0.7 0.8 73.5 16.3
MSA CHsSOgz <LD <LD 0.5 0.0 0.0 0.0 0.1 0.4 <LD 0.2
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Oxalate C204> <LD 0.09 3.2 4.6 0.1 3.6 0.9 0.6 19.2 4.7
> cations 2.38 3.39 898.1 810.5 206.8 683.8 170.9 357.7 2317.5 417.9
2 anions 51.1 3.9 964.5 726.8 203.6 622.8 109.6 242.9 986.3 340.9
lon difference -182% -13% -7% 11% 2% 9% 44% 38% 81% 20%
2 organic acids 0.6 1.1 28.0 5.1 0.3 4.9 3.3 3.6 233.7 52.5
2 total 53.5 7.2 1862.6 1537.3 410.3 |1306.5| 280.6 600.6 3303.9 758.8
S04#+NOgs/
Ca?+Mg?* 0.31 0.21 0.73 0.23 1.93 1.37 0.33 0.72
EF SW K 97.4 229.5 30.3 172.8 40.4 75.4 503.9 43.8
EF SW Ca 74.5 107.6 13.1 82.6 16.7 29.2 51.9 36.0
EF SW Mg 3.9 9.2 1.1 6.9 1.4 1.8 7.1 4.0
EF SW SO4 6.6 10.1 3.3 8.2 6.2 7.1 10.3 8.3
EF SW CI 6.0 9.2 1.9 7.2 1.1 1.1 15 1.3
EF Crust K 2.0 3.3 3.5 3.2 3.7 3.9 1.9
EF Crust Mg 0.5 0.9 0.9 0.9 0.9 0.6 1.4 1.2
EF Crust SO, 9.3 9.8 36.2 14.4 53.7 35.3 28.7 33.3

* The volume and the amount of rain during this period are underestimated because the bottle had a capacity of 500 mL while the
amount of rain was higher.

** Calculations are based on Meteofrance rainfall for P2 sample.

*** There is a probable contamination for this K concentration and it was not taken into account in the calculation of the VN.
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3.2. Weathering observations

After 5 years of exposure, a greenish patina is visible on exposed limestone specimens (UV and
UH) (Figure 21A and 3 B). Significant moss development is also observed on UH specimens
(Figure 21B). Sheltered specimens (SH and SV) do not show the presence of patina, but rather a
gray coloration. The presence of green spherical structures on UV (Figure 21B) and UH (Figure
21C) can be assimilated to green algae. On UH, the moss development with small leaves is clearly
visible (Figure 21C). In sheltered positions (SH and SV) some fungal hyphae are visible (Figure
21E).

Figure 21: Microscopic observation of limestone specimens after 5 years exposure in Pére-
Lachaise cemetery A: Pristine limestone, B: Unsheltered Vertical (UV), C: Unsheltered Horizontal
(UH), D: Sheltered Horizontal (SH), E: Sheltered Vertical (SV).

78



79

H D84 x30 2mm N D8.7 x30 2mm

N D82 xO 2mm N D88 x30 2mm

Figure 22: SEM observation of limestone specimens after 5 years of exposure at Pere Lachaise. A: Pristine limestone
(no exposure), B: Unsheltered Horizontal (UH), C: Sheltered Vertical, D: Sheltered Horizontal (SH).

SEM analysis was performed on each specimen (Figure 4). Qualitative observations were made,
but no significant neocrystallization was observed. Also, specimens with a lot of organic matter,
such as UV, were not observed.

3.3. Crystalline phases analysis

XRD analyses (Figure 23) show two major phases: calcite and quartz for all positions and
unweathered limestone (CS). For the sheltered positions SH and SV, KNOs was also detected
with peaks around 26° (2-theta). Potassium nitrate is also known as saltpeter or niter. The main
source is usually natural fertilizers.
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Figure 23: XRD analysis of pristine (CS) and weathered conditions (SH, SV, UH, UV); the red reference corresponds
to calcite (CaCO3, COD 96-900-9668), the blue one to quartz (SiO2, ISCD 98-015-6196) and the green one to KNO3
(ISCD 98-008-6118))

3.4. Results of the elution analyzed by lon chromatography

The results of limestone elution are shown in Table 2 and Figure 6. The elements can come from
the substrate weathering (dissolution, secondary phases within the porous network or at the
surface) or from wet or dry deposition. The obtained concentrations of Mg?*, ClI- and F are very
low. These elements are either poorly soluble such as Mg in carbonates, or poorly concentrated
as exogenous elements in limestone (Cl and F), while they can be present in rainwater (Table 1).
For the other elements, there is an increase in the concentrations of all components compared to
the original limestone. However, there are differences depending on the situation and position.
The concentrations of Na*, K*, NH4*, PO,* and organic acids (except for formate) are higher in
unsheltered samples. Since they are exposed to rain, they can be soaked by these elements. On
the contrary, the concentrations in the sheltered samples are higher for Ca?* and NOs (with a
factor of 2 for Ca?* between sheltered and unsheltered position; factor of 3 to 5 for NO3") and
relatively similar for SO4>. Ca is one of the major constituents of limestone. Elution of pristine
limestone leads to a significant release of this element. Under sheltered conditions, an additional
source may be provided by exogenous particles or slight dissolution of calcite or neoformed
gypsum. Nitrates and sulfates are of atmospheric origin and can accumulate on the surface
without regular leaching.

The comparison between the orientations shows that in the sheltered condition, the highest
concentrations are measured in the vertical position for all mineral elements (Na*, K*, SO4%, NO3’
) and for oxalate, whereas the concentrations of other organic acids are very low in the vertical
position. Dry deposition is probably easier in the vertical position than in the inverted horizontal
position. The concentrations of organic acids are surprisingly low for SV samples. In unsheltered
conditions, the concentrations are higher in the vertical position only for Na™ and oxalate. They are
significantly higher in horizontal position for SO4* and PO4> and other organic acids and relatively
close for K*, Ca?*, NH4". For phosphates and organic acids, this may be related to the growth of
moss on the surface of horizontal samples.
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Figure 24: Concentrations (in ppm) in elution solution after immersion in mQ water for 24 hours of pristine (CS) and
weathered (SH, SV, UH, UV) samples.

Table 2: Soluble ions concentration (in mg.g) in elution solution after immersion in mQ water for 24 hours of pristine
(CS) and weathered (SH, SV, UH, UV) samples. The letters a,b,c,d, and e represent the significant difference on ion
concentration as a function of the position after Kruskal-Wallis to compare samples and Conover tests corrected
Bonferroni for the difference groups of significances. < LQ means inferior of limit of quantification.

Sample CS SH SV UH uv

Sodium 0.017+0.000 ¢ 0.152+0.001 2 0.279+0.001° 0.967+0.005¢ 1.577+0.015 ®
Potassium 0.012+0.000 ¢ 0.044+0.001 2 0.107+0.002 ® 0.557+0.003 ¢ 0.595+0.000 ©
Calcium 0.364+0.003 ¢ 1.091+0.006 @ 1.342+0.004 ° 0.579+0.011 ¢ 0.457+0.006 ©
Magnesium 0.022+0.001 ° 0.029+0.002 2 0.027+0.002 @ 0.038+0.002 ¢ 0.034+0.000 ©
Ammonium <LQ® 0.005+0.001 2 <LQ® 0.469+0.008 ¢ 0.582+0.005 ¢
Chloride 0.004+0.000 ¢ 0.053+0.000 2 0.092+0.000° 0.061+0.004 ¢ 0.055+0.000 ©
Sulfate 0.023+0.001 ¢ 1.600+0.0012 2.761+0.012° 3.599+0.022 ¢ 2.468+0.025 ©
Nitrate 0.004+0.000 ® 0.188+0.002 2 0.302+0.001 2 0.063+0.010¢ 0.064+0.001 ©
Phosphate <LQ°¢ 0.017+0.006 @ 0.003+0.001° 1.726+0.016 ¢ 0.367+0.003 ©
Fluoride 0.038+0.000 ¢ 0.006+0.000 2 0.006+0.000 * 0.005+0.000 ¢ 0.005+0.000 ©
Acetate 0.002+£0.000 ¢ 0.014+0.002 2 <LQ® 0.067+0.000 ¢ 0.045+0.004 ©
Propionate  0.000+0.000 ® 0.004+0.000 2 <LQ"® 0.031:0.000 ¢ 0-02220.001
Formate 0.001+0.000 ¢ 0.014+0.001 2 <LQP® 0.020+0.001 ¢ 0.009+0.001 ¢
Oxalate <LQ°¢® 0.015+0.000 2 0.017+0.000° 0.023+0.002 ¢ 0.029+0.001 ©

3.5.  Microbial enumeration

Enumeration using the Most Probable Number (MPN) technique gives a good estimate of the
number of heterotrophic cultivable bacteria and fungi. The values for the exposed positions UH
and UV (Figure 25) are 2 or 3 orders of magnitude higher than those for the sheltered positions.
The difference is more important for bacteria (Figure 25A) than for fungi (Figure 25B), since the
number of bacteria after 24 hours in the sheltered position is very low (< 10 cells/0.5 g of
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limestone). For the exposed positions, the number of bacteria is higher in the horizontal position
than in the position, while the number of fungi is lower.
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Figure 25: Enumeration of bacteria (A) and fungi (B) in cells.mL1. Letters a, b, ¢c and d represent the similarity degree
after statistical Kruskal Wallis test to compare samples and the post hoc Conover test corrected Bonferroni to the
difference groups of significance.

3.6. Identification of phyla

The sequencing results allowed to calculate the relative abundance of the different phyla for
bacteria and fungi (Figure 26). The bacterial communities on the samples belong to eight main
phyla (Figure 26A). The most abundant are Proteobacteria (25-65%), Deinococcota (2-15%),
Cyanobacteria (5-30%), Bacteroidota (2-55%) and Actinobacteriota (7-55%). These five phyla are
present in all the samples but not in the same proportions.

The percentage of Actinobacteria is higher in the sheltered position (31% for SH and 53% for SV)
than in the exposed position (values ranging between 7 and 18% for UH and 18 and 26% for UV).
Bacteroidota are more abundant in the horizontal position (28% for SH and 8-58% for UH) than in
the vertical position (8.7% for SV and 2-6% for UV), regardless of exposure. The abundance of
Deinococcota is higher in the UH position, with a relative abundance of 6.4-14%, while the values
for the other positions are less than 3%. The relative abundance of Proteobacteria is higher on
the UV sample, with values ranging between 44 and 63%, than on the other positions, where the
relative abundance is less than 30%.

The fungal communities are composed of 2 main phyla, Ascomycota and Basidiomycota (Figure
26B). A significant fraction is unidentified for exposed positions (between 5 and 20%), which may
be due to the sequencing of some algae that are not recognized with the fungal database used in
this study. Ascomycota is the most abundant phylum (> 90% for SH, SV and UH, ~ 75% for UV).
Thus, less than 10% of the communities are composed of Basidiomycota, this phylum being more
abundant on UH and UV (5-20%).
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Figure 26: Relative abundance (in %) of phyla of bacterial (A) and fungal communities (B) for the different weathered
samples (SH, SV, UH, UV) by using the powder (_P) or the swab (_S) methods. Different samplings were performed
for the swab method.

3.7. Bacterial diversity at the genus level

Bacterial diversity can be detailed at different taxonomic levels, sometimes down to genus level
(Figure 27). Irrespective of the sampling positions (UH, UV, SH, SV), the same 5 phyla were found
to represent more than 60% of the bacterial diversity: Actinobacteria, Bacteroidota,
Cyanobacteria, Deinococcota and Proteobacteria.

The phylum Actinobacteria is mainly represented by the genera Friedmanniella, Nocardioides and
Marmoricola. These genera are found in all the positions, but not in the same proportions. For the
genus Friedmaniella, the relative abundances are higher in sheltered positions (with 10% for SH
and 11% for SV) than in exposed positions, where the relative abundance ranges between 0.3
and 1% for UH and between 1.7 and 3.4% for UV. Nocardioides is mainly present on SV (with an
abundance of 11%), followed by SH (5.3%). On exposed samples, Nocardioides is more abundant
on UV (between 3 and 8%) than on UH samples (2-4%). This genus seems to be more abundant
on vertical orientation than on horizontal one. Then, the genus Marmoricola is present in greater
abundance on the SV sample (7.3%). On the other samples (SH, UH and UV), this genus
represents less than 3% of the genus present. Actinobacteriota are more present on the sheltered
than on the exposed positions and seem to be sensitive to this parameter. The horizontal or
vertical orientation does not seem to influence their development.

Bacteroidota are mainly represented by the genus Flavobacterium. This genus is abundant on SH
and UH (21.4% and between 5 and 50%, respectively). On the vertical positions SV and UV, the
relative abundance of this genus represents less than 3% of the samples.

Cyanobacteria represent 5-30% of the bacterial abundance at the phyla level. Cyanobacterial
sequences are difficult to relate to the genus level for the sequencing study region, therefore only
two genera of cyanobacteria are identified: Nostoc and Scytonema. The abundances of these two
genera are less than 1%.
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The phylum Deinococcota is mainly represented by the genus Truepera. Its relative abundance is
higher in the UV position (between 6.5 and 14%) than in the other samples (< 2.5%).

Finally, the Proteobacteria phylum is mainly represented by the genera Roseomonas,
Methylobacterium-Methylorubrum, Rubellimicrobium, Sphingorhabus and Sphingomonas.
Methylobacterium-Methylorubrum and Sphingomonas genera have the same behavior with their
highest abundance on UV, ranging (between 7-22% and 22-38%, respectively). For
Methylobacterium-Methylorubrum, the relative abundances are 7.7% for SV, 4.9 for SH and range
between 1.5 and 3.6% for UH. For Sphingomonas, the relative abundance is 5% for SH and UH,
and 6.5% for SV. The values for Roseomonas are higher in the vertical positions SV and UV (5.8%
and 1.7-5%, respectively). For SH and UH, the relative abundances are less than 3%. The highest
abundance of the genus Sphingorhabus is on the UH position (3-12%), followed by the SH position
(1.2%). This genus is absent on SV and UV positions.
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Figure 27: Heat map representing the relative abundance (in %) of bacteria at genus level for each sample (SH, SV,
UH, UV) collected either as powder (_P) or with a swab (_S). Only genera represented have relative abundance superior

to 0.5%.
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3.8. Fungal communities on genus level

The phylum Ascomycota represents between 75 and 98% of the fungi present on the samples.
Regardless of the position, three dominant classes were found: Dothiedomycetes, Eurotiomycetes
and Lecanoromycetes (Figure 28).

The proportion of Dothiedomycetes is higher on the sheltered positions (91-93% for SH and 84-
86% for SV) than on the exposed positions (32-59% for UH and 15-20% for UV). On the contrary,
the proportion of Eurotiomycetes is higher on the exposed (6-22% for UH and 24-38% for UV)
than on the sheltered positions (0.6-1.2% for SH and 1.2-4.8% for SV). Lecanoromycetes show a
similar trend with higher relative abundances for UH and UV (18-25% and 1.4-27%, respectively)
than for SH and SV (< 0.4%).

The class Dothiedomycetes is mainly represented by 4 genera: Cladosporium, Ramularia,
Aureobasidium and Macroventura. Regardless of the sampling method, the relative abundances
of Cladosporium, Ramularia and Aureobasidium are higher in the sheltered position SH and SV
than in the exposed position UH and UV. For Cladosporium, the relative abundance ranges
between 54 and 65% for SH and between 22 and 35% for SV, while it is below 1% for UH and
UV. For Ramularia, the relative abundance ranges between 18 and 23% for SH and between 13
and 43% for SV, while this genus is absent on the exposed position. Finally, for Aureobasidium,
the relative abundance is 4-9% for SH and 4-18% for SV, where it is less than 1% on the exposed
position. In contrast to the previous genera, the relative abundance of Macroventura is higher for
UH (4-19%) and UV (0.6-3%) than for SH and SV (<1.5%).

The taxonomical assignment up tol genus level is not very accurate for the class
Eurotiodomycetes. The orders Chaetothyriales and Verrucariales have the highest relative
abundance of this class and are higher on the exposed (UH and UV) than on the sheltered
positions (< 1% for SH and SV). Chaetothyriales are more abundant on UV (18-24%) than on UH
(0.5-3%). In contrast, Verrucariales are more important on UH (1-9%) than on UV (1-3%). The
genus Verrucaria follows the same trend with the highest relative abundance on UH, (3-6%
depending on the sampling method).

The genus Lecania, representing Lecanoromycetes on samples, is mainly present on exposed
positions (17-25% for UH and 0.5-15% for UV) and sparse on sheltered positions (<1%).
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Figure 28: Heatmap showing the relative abundance of the most represented fungi in each position at genus level.
Genera represented have relative abundance superior to 0.5%.

3.9. Dissimilarity of microbial community: Bray-Curtis beta diversity index

Comparison of sampling methods

Two sampling methods were used for DNA extraction. In order to compare the 2 sampling
methods, the Bray Curtis beta diversity was calculated (Table 3). This index allows the comparison
of the composition of two samples at the species level. For bacteria, the sequencing was possible
for both UH and UV sampling methods. For fungi, the comparison was possible for samples SH
and SV. The result of the Bray Curtis beta diversity is shown in Table 3. The dissimilarity of the
microbial communities as a function of the sampling method shows low values, between 0.1 and
0.5, for bacteria and fungi. Therefore, it is possible to have different positions without taking into
account the sampling method.
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Table 3: Bray-Curtis beta diversity indices of bacteria and fungi as a function of the position and exposure condition.

Bacteria UH P UH3 S UV P UVLS UV2 S
UHP O 0.6 UVP O 039 04
UH3_S 0 UVL S 0 0.3
Uv2_S 0
Fungi SH P SHLS SH2S SVP SV1LS SV2S
SH P 0 0.16  0.24 SV P 0 025 043
SH1_S 0 0.27 SV1 S 0 0.51
SH2_S 0 sv2_s 0

Comparison of the positions
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Figure 29: Heat map showing the Bray Curtis beta diversity index for bacterial communities (A) and fungi communities
(B). Beta diversity index of 1 correspond to a high dissimilarity and 0 correspond to a high similarity.

For bacteria (Figure 29A), the comparison of the sheltered positions SH-SV with the exposed
positions UH — UV shows a high dissimilarity (beta diversity ~0.7-0.8), except for SH-UH (~0.5).
This low value can be explained by the important abundance of Flavobacterium in the horizontal
position (Figure 27). The beta diversity between horizontal and vertical position is low for sheltered
position, indicating a relative similarity, whereas it is high for exposed positions (0.9-1),
corresponding to high differences. For fungi (Figure 29B), the differences between sheltered and
unsheltered positions are high (beta diversity between 0.9-1). Fungal diversity is relatively similar
between sheltered horizontal and vertical positions (SH-SV) with values between 0.4 and 0.5, but
very different between exposed haorizontal and vertical positions (UH and UV) with very high with
values around 0.8.
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4. Discussion

The aim of this study was to understand the first steps of colonization of limestone in an urban
area, in different positions (sheltered or unsheltered) and orientations (vertical or horizontal).

4.1. Biocolonization

After 5 years of exposure, the difference in biocolonization is clearly observed on limestone. The
biological colonization is higher on the surfaces exposed to rain than on the sheltered surfaces
and appears as a green patina induced by photolithotrophic microorganisms and moss
development. This greenish patina is often found on limestone monuments after a long period of
exposure (Th. Warscheid and Braams, 2000; Barberousse et al., 2006; Macedo et al., 2009). This
orientation allows a higher water availability due to the contact with rain and a more important
solar radiation, in contrast to sheltered samples (SH and SV).

The sequencing results highlight the presence of five major bacterial phyla: Actinobacteria,
Bacteroidota, Chloroflexi, Deinococcota and Proteobacteria. These phyla are commonly found on
limestone monuments (Balland-Bolou-Bi et al., 2016; Coelho et al., 2021; Gambino et al., 2021;
Mihajlovski et al., 2017). Proteobacteria and Actinobacteria are often dominant in epilithic
communities (Ding et al., 2021; McNamara et al., 2006; Silva et al., 2022). The most important
bacterial genera found are Flavobacterium, Truepera, Sphingomonas, Methylobacterium-
Methylorubrum, Roseomonas, Friedmaniella, Nocardioides and Marmoricola. Their proportion
varies according to their position of exposure. The genus Sphingomonas is often present on stone
monuments, regardless of the type of stone. They are known to be able to produce a yellow
pigment that they use as a sunscreen, allowing them to survive under high UV irradiation. This
may explain their higher proportion on exposed vertical positions (Li et al., 2016; Mihajlovski et al.,
2017; Silva et al., 2022; Wang and Liu, 2021). The genus Methylobacterium-Methylorubrum is
known to produce carotenoid pigments and has previously been found in bacterial communities
associated with stone monuments (Green, 2015; Mihajlovski et al., 2017; Silva et al., 2022). The
genus Flavobacterium from the phylum Bacteroidetes is present in large proportions in horizontal
positions. This genus has been found in very advanced bioalteration facies in both vertical and
horizontal positions (Balland-Bolou-Bi et al., 2019; Rosado et al., 2020). This may be due to the
greater amount of water retained in some areas, as this genus is commonly found in aquatic
systems (Bernardet and Bowman, 2006).

The fungal communities are mainly composed of two phyla, Ascomycota and Basidiomycota. The
main genera found on limestone surfaces are Ramularia, Cladosporium, Aureobasidium, Lecania
and their abundance depends on their position. The genera Aureobasidium and Cladosporium are
found in high abundance on the sheltered positions, in agreement with other short-term exposure
studies (Pitzurra et al., 2003). These genera are common airborne fungi, corresponding to black
fungi and act as first fungal colonizers in humid to temperate climates (De Leo et al., 2022; Paiva
et al., 2022; Pinheiro et al., 2019; Sterflinger and Pifiar, 2013).

The effect of the orientation (vertical or horizontal) on the microbial communities is clearly
observed only for samples exposed to rain, with high values of beta diversity for bacteria and fungi,
in contrast to sheltered samples. This can also be explained by the difference availability of water.
In the exposed position, where the presence of photolithotrophic microorganisms is higher, the
most abundant fungi are considered to be lichenized fungi, such as the genus Lecania, the families
Verrucariales and Chaetothyriales (Thus et al., 2011).

Therefore, the microbial communities are relatively similar for short- and long-term exposed
stones, suggesting that they are dependent on environmental conditions rather than the state of
alteration of the substrate. This suggestion is strengthened by the strong influence of the
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orientation of the samples, which can be explained by water availability, but possibly also by light
exposure and temperature.

4.2. Effect of air pollution on biological colonization

Air pollution (gases, particulate matter) can affect the surface of monuments by increasing acidity
and depositing new chemical compounds (various salts such as gypsum) due to the interaction of
stone components with these pollutants, inducing a change in the structure of microbial
communities that adapt to their new environment (Balland-Bolou-Bi et al., 2016; Scheerer et al.,
2009; Schroer et al., 2020; Villa et al., 2015). The microorganisms on the surface of the stones
play an important role in their degradation, and the pollutants can intensify/accelerate these effects
(Balland-Bolou-Bi et al., 2016; Gaylarde et al., 2017; Ortega-Morales et al., 2019; Schréer et al.,
2020).

Rainfall analysis conducted in November 2015 and April 2016 show a high proportion of chloride
in November 2015, which can be attributed to the cleaning of the tombs with bleach water. In April
2016, the proportions of ammonium, nitrate, and sulfate accounted for more than the half of the
ions studied (Figure 20). These compounds may be related to air pollution such as sulfur and NOx
emissions. These pollutants can be used as nutrients by certain microorganisms, affecting their
metabolism (Sazanova et al., 2022; Villa et al.,, 2015). NOx has been shown to favor the
development to nitrogen-metabolizing bacteria. In this study, the genera Nocardiodes,
Friedmanniella, Methylobacterium-Methylorubrum, Sphingomonas and Rubellimicrobium were
found in high proportions in the sheltered position, where high nitrate concentrations were
observed. Some species of the aforementioned genus have been identified as denitrifying bacteria
capable of reducing nitrate compounds to nitrite (Alessa et al., 2021; Cua and Stein, 2014; Cui et
al., 2013; Iwai et al., 2010; Xing et al., 2018; Yun et al., 2019). Furthermore, the study of (Moroni
and Pitzurra, 2008), shows the ability of a fungal community composed of the species
Cladosporium sp., Penicillium sp., Rhodotorula sp. and Cryptococcus sp. to utilize sulfate
compound as a nutrient. In our study, the genus Cladosporium is present on all samples in high
proportion, this genus can promote the consumption of sulfate on limestone surface, which can
explain the absence of gypsum after 5 years of exposure. Therefore, pollution influences the
composition of rainwater. The actual composition tends to favor denitrifying bacteria and could
provide nutrients for some fungal genera.

4.3. Alteration facies

Visually, after 5 years of exposure to the Parisian atmosphere in a green area, limestone samples
exposed to rain are covered by mosses and microorganisms in horizontal position and by a green
patina in vertical position. Samples sheltered from the rain are slightly gray and the biocolonization
appears to be low. They are more susceptible to contamination from pollutant deposition (Beloin
and Haynie, 1975; Creighton et al., 1990; Grossi et al., 2003; Pio and Lopes, 1998; Watt and
Hamilton, 2003). Therefore, samples exposed to rain seem to be more affected by bioalteration
processes, whereas sheltered samples are affected by physico-chemical processes.

However, the alteration of stone (dissolution, secondary phase formation, porosity change...) is
difficult to quantify at this stage and no obvious sign of physical or chemical attack is evidenced.
On sheltered positions (SH and SV), XRD analyses show the presence of neocrystallization of
potassium nitrate (KNO3z). The potassium and nitrate involved in the formation of KNO3z seems to
come from rainfall (Table 1), which is consistent with the salt growth requiring an alternation of
wet and dry periods. On the positions exposed to rain (UH and UV), no secondary crystalline
phases are visible due to the rain leaching. Microscopic analyses do not show the formation of
secondary phases as secondary carbonates are difficult to observe and gypsum is not detectable
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at this stage. The loss of material and the evolution of the roughness cannot be precisely quantified
due to the biocolonization.

The results obtained after 5 years can be linked to the main observations made on ancient tombs
in the Pere-Lachaise cemetery (Balland-Bolou-Bi et al., 2016). The horizontal parts (specimens)
are mostly colonized by mosses, microalgae and bacteria and a kind of soil is formed at the
surface. The vertical parts (steles) are covered by biofilms, lichens, algae... They erode when
exposed to rain, and gypsum and soot can be found in more sheltered areas. Black crusts can be
thick in the most sheltered parts. Therefore, bioalteration is predominant and relatively fast, while
physico-chemical processes (erosion, pollution and black crusts) are slower.

In vegetated areas such as the Pére Lachaise cemetery, field observations show that the most
frequent alterations are erosion in areas exposed to rain, soiling or encrustation in sheltered areas,
and biocolonization. With the reduction in SO, in Paris, rainfall is less acidic and black crusts are
harder to form. Biocolonization will therefore be a major phenomenon in the future as temperatures
and rainfall increase (Reboah et al. 2023). This will have to be taken into account in the
conservation of monuments.

5. Conclusion

This work presents the results of 5 years of exposure of limestone samples in a vegetated area in
different conditions (sheltered vs. unsheltered from rain, horizontally vs. vertically exposed). The
characterization of the samples shows that the microbial communities are strongly present on
limestone surfaces and especially on those exposed to rainfall. Sequencing of these communities
revealed different phyla: Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria, Proteobacteria and
Deinococcota for bacteria and Ascomycota for fungi. Moreover, some significant differences in the
respective contributions were detected as a function of the condition (exposed to rain or not) and
of the orientation (horizontal or vertical), revealing the role of water availability, light and
temperature. At this stage, the only sign of physico-chemical processes (dissolution, secondary
phase precipitation) is the formation of KNO3 on sheltered samples. This phase can originate from
the rainwater. Therefore, in the short-term the main cause of alteration is the biological
colonization. Physical, chemical, and biogenic alteration facies are slower to be evidenced.
However, it is expected that these processes will lead to a significant state of alteration, as this is
observed on the ancient tombs of the cemetery.
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Chapitre 3.2 : Etude du vieillissement naturel de la pierre calcaire along
terme : site du Pére-Lachaise

Introduction :

Le cimetiére du Pére-Lachaise, qui a ouvert en 1804, posséde de nombreuses tombes construites
en pierre calcaire de par sa proximité d’exploitation. Grand nombre de ces tombes n’ont pas été
restaurées et reflétent ainsi 200 ans d’altération en milieu urbain. Les tombes échantillonnées
proviennent de trois divisions du cimetiére ayant des caractéristiques assez différentes. La
division 25 est tres végétalisée, la division 62 se trouve a proximité du boulevard Ménilmontant,
enfin la division 95 est localisée dans le centre du cimetiére, non loin du crématorium.

L’ensemble des tombes choisies sont construites en pierre calcaire. Trois grands types de calcaire
ont pu étre identifiés : le premier est un calcaire a entroques, trés riche en crinoides, et assimilé
au calcaire d’Euville, le second est un calcaire trés fin qui semble étre trés peu poreux pouvant
étre assimilé a un calcaire lithographique ou un marbre trés détérioré. Enfin le troisieme type de
calcaire identifié est souvent de couleur blanc-gris a beige, avec une porosité plus importante que
le deuxiéme. Il est assimilé a du calcaire du Lutétien, sans spécification, car I'identification des
foraminiféres est délicate de par son état de dégradation avanceé.

L’objectif est donc d’étudier non seulement 'effet de la proximité du trafic routier, ainsi que de la
densité de végétation, mais aussi le réle du substrat sur la bio-colonisation et sur l'altération des
pierres calcaires. De plus, les prélevements ont été faits en été et en hiver afin de mettre en
lumiere ou non une activité saisonniére.

Comme expliqué précédemment (cf Chap. 2 §2.1), les échantillons récoltés se trouvent sous
forme de poudre grattée en surface du calcaire. Différentes analyses minéralogiques, chimiques
et biologiques ont été réalisées afin d’identifier les modifications chimiques et les microorganismes
impliqués dans ces altérations.
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1. Analyse des phases cristallines par diffraction a rayon X (DRX).
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Le Tableau 13 illustre les différentes phases cristallines et leurs proportions au sein de chaque

échantillon collecté a la surface des tombes.

Tableau 13 : Proportions (en %) des différentes phases cristallines analysées (de maniére semi-quantitative) par DRX
pour les échantillons collectés en hiver.

Echantillon Division Calcaire Calcite Quartz  Gypse Aragonite
ST1vl 25  Lutétien 15 3 82

ST1V2 25 Lutétien 92 8

ST1H1 25 Lutétien 62 38

ST2V1 25 Lutétien 61 27 12

ST2V2 25 Lutétien 79 10 11
ST2H1 25 Lutétien 86 14

ST7V1 25 Fin 5 95

ST7H1 25 Lutétien 70 30

ST12V1 25 Fin 98 2

ST3V1 62 Lutétien 98 2

ST3V2 62  Lutétien 99 1

ST3H1 62 Lutétien 98 2

ST4V1 62 Calcaire a entroque 49 2 49

ST4V2 62 Calcaire a entroque 99 1

ST4H1 62 Calcaire a entrogue 98 2

ST5V1 62 Lutétien 47 53

ST5V2 62 Lutétien 34 43 23

ST5V3 62 Lutétien 27 36 38

ST6V1 62 Lutétien 54 17 29

STeV2 62 Lutétien 75 25

ST6V3 62 Lutétien 52 17 31

ST8V1 92 Calcaire a entrogue 99 1

ST8V2 92 Calcaire a entroque 99 1

STVl 92 Calcaire a entroque 15 11 74

STIV2 92 Calcaire a entroque 99 1

STIV3 92 Calcaire a entroque 75 2 23

ST9H1 92 Calcaire a entroque 92 8

ST10V1 92 Lutétien 82 8 10
ST10H1 92 Lutétien 68 21 11
ST11H1 92 Fin 97 3

Quatre phases sont analysées : la calcite, le quartz, le gypse et I'aragonite. La calcite est le
composant majoritaire du calcaire. La proportion de calcite varie entre 0 et 99 % en fonction de
I'échantillon. Le quartz est lui aussi un composant principal du calcaire et sa proportion varie en
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fonction du type de calcaire. La proportion de quartz est faible pour le calcaire a entroques (entre
1 et 9 %) sauf pour un échantillon pauvre en calcite et riche en gypse et pour le calcaire fin (2-3
%). Sa proportion est plus importante dans le calcaire Lutétien (entre 1 et 9 % pour les échantillons
contenant plus de 90 % de calcite, entre 13 et 61 % pour ceux avec une teneur en calcite entre
50 et 90 %). Les échantillons pauvres en calcite restent riches en quartz (entre 20 et 33 %). Le
guartz peut alors avoir été préservé pendant le processus de sulfatation de la calcite ou peut avoir
une origine exogéne. L’aragonite est aussi un composant du calcaire et est présente dans 3
échantillons.

Le gypse a été identifié dans un tiers des échantillons. Il est issu de la sulfatation de la calcite par
le SO, atmosphérique dans I'air (Camuffo et al., 1983) et forme généralement des crodtes noires,
faciés d’altération connu des calcaires. Quand sa proportion est grande, la teneur en quartz est
faible, ce qui pourrait indiquer que le quartz est plutét issu du substrat. Mais dans les calcaires du
Lutétien, on peut trouver des échantillons avec des teneurs élevées en quartz et gypse (Fronteau
et al., 1999; Saheb et al., 2016).

= Les proportions des phases nous permettent donc de connaitre la minéralogie du
substrat et a identifier les échantillons qui sont davantage impactés par la pollution
atmosphérique.

2. Analyse de la fraction soluble

La composition ionique de la fraction soluble des échantillons récoltés au cimetiére du Pére-
Lachaise en en été et en hiver a été analysée (Figure 30+ Annexe 2). En revanche les carbonates
n‘ont pas été dosés. Pour les échantillons riches en sulfates, les solutions sont équilibrées du
point de vue de la neutralité électriqgue (Annexe 2). Pour les autres, la somme des cations est plus
élevée trés certainement parce que la concentration en carbonates n’est pas prise en compte.
Seul I'échantillon ST1V1 en hiver contient presque uniqguement des sulfates probablement
compenseés par H*.

L’examen des concentrations ioniques totales (CIT) (Figure 30) est rendu difficile également du
fait de 'absence des carbonates mais globalement les échantillons riches en sulfates ont une
concentration totale élevée alors que ceux qui sont pauvres ont une concentration totale faible.
En effet, les phases sulfatées (gypse : constante de solubilité 15-20 mg.L?) sont plus faciles a
dissoudre lors de I'élution que les carbonates (calcite : constante de solubilité 2,23 g.L™?).

Nous avons également calculé les p-valeurs par les tests statistiques de Kruskal Wallis pour
comparer les CIT en hiver et en été en considérant ou non l'orientation et la division (Tableau 14).
Si celles-ci sont inférieures a 0,05, alors les valeurs comparées sont significativement différentes.
Les concentrations sont donc significativement plus faibles en hiver qu’en été. Cela pourrait étre
expliqué par une quantité moins grande de pluie en été qu’en hiver qui limiterait le lessivage mais
les différences de pluviométrie en fonction des saisons ne sont pas tres marquées pour le climat
parisien. |l y a en revanche des températures plus élevées et donc plus d’évaporation, ce qui peut
favoriser la formation de sels au sein de la porosité. De plus, en hiver comme en été, I'orientation
horizontale induit des plus faibles concentrations ioniques totales. Les surfaces verticales
retiennent certainement plus les dépobts secs que les surfaces horizontales. L’effet de la division
n’est quant a lui pas visible.
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L’analyse de la composition des solutions montre la prédominance de trois ions : Ca?*, K* et SO,*
(Figure 30). A linverse, Na* et NH4* ont des teneurs plus faibles et Mg?* trés faibles pour les
cations. Les concentrations en nitrates, chlorures et phosphates sont variables et ponctuellement
élevées pour les anions. Il en est de méme pour l'acétate parmi les anions organiques, alors que
les concentrations en propionate, formate, oxalate et glycolate restent basses.
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Figure 30 : Proportion massique (en %) des ions présents dans la fraction soluble des calcaires en fonction des saisons
hivernale et estivale par échantillon ; CIT* correspond a la concentration ionique totale (en mg.L™?).

Pour déterminer s'il existe un effet de la saison, de I'orientation ou de la localisation au sein du
cimetiére sur la composition ionique des fractions solubles issues des tombes du Pére Lachaise,
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les p-valeurs ont été calculées par les tests statistiques de Kruskal Wallis pour chaque espéce
ionique (Tableau 14).
Tableau 14 : p-valeur obtenues par test statistique de Kruskal-Wallis pour évaluer I'effet de I'orientation (Horizontal ou

Vertical) et de la division (25, 62 ou 92) pour chaque saison, ainsi que I'effet saisonnier. L’'indice* et la couleur rouge
indique des résultats significativement différents (car p < 0,05).

Orientation Division Orientation Division . ‘o

. . o, : Hiver/été

Hiver Hiver Eté Eté
Sodium 0,59 0,61 0,02* 0,77 0,64
Ammonium 7,4.10°* 0,17 6,17.10°>* 0,74 0,64
Potassium 6,3.10°* 0,88 7,74.10°>* 0,91 0,77
Calcium 0,004* 0,49 0,02* 0,66 0,75
Magnésium 0,0005* 0,36 5.10%* 0,96 0,48
Fluorure 0,006* 0,7 0,68 0,43 1,69.108*
Chlorure 0,045* 0,67 0,07 0,93 0,48
Nitrate 0,59 0,61 0,98 0,76 0,37
Phosphate 0,007* 0,61 3,44.10°* 0,31 0,45
Sulfate 0,0002* 0,97 0,001* 0,8 0,54
Acétate 0,0004* 0,23 0,0002* 0,66 0,008*
Propionate 0,002* 0,34 0,001* 0,38 5,9.107*
Formate 0,0004* 0,53 0,0002* 0,58 0,02*
Oxalate 0,02* 0,27 0,65 0,27 0,13
Glycolate 0,0005* 0,46 0,0001* 0,83 0,06
CIT 0,002* 0,621 0,008* 0,995 0,05*

Les concentrations en solution des différentes especes ioniques sont significativement différentes
pour les échantillons collectés en hiver en fonction de I'orientation horizontale ou verticale, sauf
pour le sodium (en faible teneur) et les nitrates qui sont ponctuellement élevés dans 1 échantillon
vertical et 1 horizontal. Les valeurs sont également significativement différentes en été entre les
2 orientations, sauf pour les anions fluorures, chlorures, nitrates et oxalates.

La division semble en revanche n’avoir aucun effet. Ce n’est pas trés surprenant car la proximité
du trafic ou du crématorium si elle a un effet local se traduirait plutét en termes de métaux traces
ou de spéciation du carbone.

Il 'y a également peu de différences entre I'hiver et I'été, ce qui peut s’expliquer par un effet
cumulatif des ions au sein des pierres. Le décalage de 6 mois dans la collecte n’aurait donc pas
une grande influence. La forte différence induite par l'orientation semble confirmer cette
hypothése. On peut noter tout de méme des différences sur les fluorures et certains acides
organiques (acétate, propionate, formate). Les anions organiques ont globalement des
proportions plus importantes en hiver qu’'en été. Par exemple, pour I'acétate, les proportions
varient entre 0 % et 40 % en hiver et entre 0 % et 5 % en été.

La concentration des ions analysés est significativement influencée par I'orientation (excepté pour
les nitrates). Tous les ions, sauf les sulfates, montrent des proportions plus importantes en
position horizontale qu’en position verticale.
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Dans le détail, les sulfates composent plus de 50 % de la fraction dans les échantillons en
position verticale (Figure 30). Seuls 2 échantillons verticaux sont pauvres en sulfates (ST3V1 et
ST3V2) mais ceux-ci sont composés de plus de 98 % de calcite (Tableau 13) et leur concentration
ionique totale est faible (Figure 30). ST1V1 contient quasiment uniquement des sulfates et c’est
un échantillon riche en gypse mais de maniére surprenante pauvre en calcium. La localisation et
I'effet saisonnier n’influent pas sur sa proportion. Les sulfates proviennent trés certainement de la
dissolution du gypse formé sur les surfaces verticales plus ou moins abritées. Pour les
échantillons collectés en hiver, il n'y a pas de corrélation nette entre la proportion de gypse
(Tableau 13) et les concentrations en sulfates (Annexe 2). Les teneurs en sulfates sont élevées
et relativement similaires pour des échantillons qui contiennent de 10 a 95 % de gypse.

Le calcium est présent dans I'ensemble des fractions solubles analysées et sa proportion varie
entre 20 et 70 % en fonction des échantillons. Sa source peut étre soit la dissolution de la calcite,
du gypse ou étre exogéne. Cependant, il n’existe pas de corrélation nette entre la teneur en Ca?*
(Annexe 2) et les proportions de calcite ou de gypse (Tableau 13). Les tests statistiques montrent
gue la proportion de calcium est plus importante dans les échantillons en position horizontale,
sans effet de leur localisation (division) ou de la saison. Nous avons vu que la concentration
ionique totale des échantillons était également plus élevée en position horizontale. Il en est de
méme pour la concentration en calcium. Cet élément peut donc étre apporté de maniére plus
importante par des sources exogenes et étre plus fortement retenu au sein de la porosité. Mais si
la proportion est plus élevée, c’est aussi parce que la proportion de sulfates est plus grande dans
les échantillons verticaux et qu’ici les carbonates ne sont pas considérés, ce qui diminuerait la
proportion du calcium s’ils I'étaient.

Le potassium est présent dans 12 échantillons avec des proportions comprises entre 10 et 40 %.
Sa proportion est plus importante dans les échantillons horizontaux. Il corréle plutét bien avec les
ions ammonium, magnésium et phosphates en été et avec les ions sodium, magnésium, chlorures
et nitrates en hiver. Il peut donc avoir une origine exogéne (sels marins, engrais, salpétre).

= L’orientation des échantillons a un effet significatif sur la composition des fractions
solubles. Dans les échantillons verticaux, les dépots secs peuvent s’accumuler et
en particulier ceux qui composent le gypse, alors qu’ils sont dissous au fur et a
mesure dans les échantillons horizontaux. Cela explique une forte proportion de
sulfates dans ces échantillons. A l'inverse, les autres ions sont globalement plus
présents et retenus au sein des échantillons horizontaux parce qu’ils peuvent
pénétrer plus profondément.

3. Dénombrement microbien

La Figure 31 illustre le nombre de bactéries et de champignons dénombrés sur 'ensemble des
tombes échantillonnées par la méthode du Nombre le Plus probable.
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Figure 31 : Dénombrement bactérien et fongique. (A) Dénombrement par la méthode du Nombre le Plus probable (NPP)
de bactéries et de champignons présents sur les tombes du cimetiere du Pére-Lachaise. (B) Boites a moustaches
(boxplot) représentant la distribution des bactéries et des champignons en fonction des parametres division, orientation
et saison. Les valeurs en rouge correspondent aux p-valeurs obtenues apres test statistique de Kruskal Wallis (si p-
valeur < 0,05, il existe une différence significative entre les facteurs étudiés).

115



116

Le nombre le plus probable de bactéries est compris entre 10% et 108 individus par gramme de
calcaire. Au sein de la division 25, le nombre de bactéries est compris entre 10* et 10" par gramme
de calcaire, pour la division 62 entre 102 et 10° par gramme de calcaire et pour la division 92 entre
10* et 10’ par gramme de calcaire. Les tests statistiques réalisés, afin de comparer les trois
divisions entre elles, ont montré une p-valeur de 2,75.10°°, indiquant que les tombes localisées
dans la division 25 possédent un plus grand nombre de bactéries que les tombes localisées dans
les autres divisions du cimetiére. Ce résultat est cohérent avec le fait que la division 25 est la plus
végeétalisée. D’autres tests statistiques ont été menés afin de comparer les effets de I'orientation
(horizontale et verticale) et 'impact de la saison. Les p-valeurs obtenues correspondent & 6,17.10
® pour l'orientation et 0,18 pour les saisons, ce qui indique des différences significatives du nombre
de bactéries en fonction de l'orientation. Elles sont ainsi plus nombreuses pour les tombes
échantillonnées en position horizontale, qui présentent une colonisation importante par les
mousses. Aucun effet saisonnier n’a été identifié en termes de nombre de bactéries.

Le nombre de champignons dénombrés sur les tombes du Pére-Lachaise est compris entre 10?
et 10° par gramme de calcaire. Au sein de la division 25, le nombre de champignons est compris
entre 10° et 108 et pour les divisions 62 et 92, il est compris entre 102 et 108 par gramme de
calcaire. Des tests statistiques ont été réalisés afin de déterminer si I'orientation, la division et la
saison ont un impact sur le nombre de champignons sur les tombes. Les tests sur la division ont
montré une p-valeur de 1,21.10° indiquant une différence significative du nombre de
champignons sur au moins une division. En effet, la division 25 montre a nouveau un nombre plus
important de microorganismes. Pour l'orientation, la p-valeur obtenue correspond a 5,91.10°,
indiquant un effet significatif de I'orientation de la tombe avec un nombre de champignons plus
important en position horizontale. Enfin, une p-valeur de 4.10* a été obtenue en comparant les
deux saisons échantillonnées, indiquant un effet significatif de ces dernieres, hotamment par un
nombre plus important de champignons en saison estivale.

Des tests permettant de comparer l'effet du type de calcaire (lutétien ou a entrogue) ont été
réalisés, mais n’ont pas montrés d’effets sur le nombre de microorganismes présents (bactéries
et champignons).

= |l existe un effet de la division et de I'orientation sur le nombre de bactéries et
de champignons avec un plus grand nombre dans la division 25 végétalisée et
en position horizontale en apparence fortement bio-colonisée.

= Un effet saisonnier est visible seulement sur le nombre de champignons.

4. Analyse de I’activité enzymatique totale

La Figure 32 illustre lactivité enzymatique totale sur les tombes étudiées. Les activités
enzymatiques totales sont treés hétérogénes. Elles sont comprises entre 0,1 et 2,1 umol.g*.h1.
Des tests statistiques ont été réalisés afin de voir s’il existe un effet de la division, de I'orientation
ou de la saison. Les p-valeurs obtenues pour les effets de la division et de la saison sont
respectivement de 0,23 et 0,11, ce qui indique que les activités enzymatiques ne sont pas
significativement différentes suivant ces parameétres. Pour le facteur orientation, la p-valeur
obtenue est de 7,85.10°. Les activités enzymatiques sont donc significativement différentes entre
les positions horizontales et verticales. Elles sont plus importantes en position horizontale.
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Figure 32 : Activité enzymatique totale. (A) Activité enzymatique totale en (umol.g-.h"?) en fonction des échantillons.
(B) Boxplot correspondant a la distribution des activités enzymatiques totales en fonction de différents facteurs :
division, orientation et saison. Les valeurs en rouge correspondent aux p-valeurs obtenue apres test statistique de
Kruskal Wallis (si p-valeur < 0,05, il existe une différence significative entre les facteurs étudiés).

= L’activité enzymatique totale est influencée par I’orientation et non par la saison,
ces résultats sont en accord avec les le nombre plus important de
microorganismes en position harizontale (NPP).

5. Communautés microbiennes

Les microorganismes présents sur les tombes du Pere-Lachaise ont été identifiés par extraction
ADN suivi d’'un séquencage.

5.1.Communautés bactériennes
Sur 'ensemble des échantillons étudiés précédemment, 16 échantillons par campagne
hivernale et estivale, soit environ 50 %, ont pu étre séquencés puis étudiés en termes de

communautés. Les autres échantillons n’ont pas pu étre ségeuncé car la qualité des séquences
obtenues a I'issue de la phase d’amplification était trop faible (Qscore < 70%).
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Dans un premier temps, nous allons nous intéresser a la diversité bactérienne, puis a la
composition a I'échelle des phyla et des genres de ces communautés bactériennes.

5.1.1. Analyse de la diversité bactérienne

Alpha-diversité

A partir des résultats de séquencage des communautés (présentés dans le détail par la suite), les
différents indices d’alpha-diversité (Richesse observée, Chaol, Shannon et Inverse Simpson) des
communautés bactériennes identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise ont été calculés, au
cours de deux saisons (Tableau 15).

Les différents indices d’alpha-diversité correspondent a la diversité des communautés
microbiennes au sein d’'un méme échantillon (intra-échantillon). La richesse observée — ou unité
taxonomique opérationnelle (OTU) — correspond au nombre d’espéces observées au sein d'un
échantillon. L’indice de Chao 1 correspond a une estimation du nombre réel d’espéces contenues
dans I'échantillon, qui prend en compte le nombre d'OTU précédemment décrit. L’indice de
Shannon quant a lui traduit la richesse spécifique ainsi que I'abondance relative des espéces.
Enfin l'indice Inverse Simpson, compris entre 0 et 1, est désigné comme étant la probabilité que
deux individus pris au hasard au sein d’'une population appartiennent a la méme espéce. Il se
base essentiellement sur 'abondance des espéces, et ainsi une espéce abondante a plus de
poids qu’une espéce peu abondante.

Au sein des échantillons étudiés, les indices d’alpha-diversité varient entre 4 et 503 pour la
richesse observée et entre 4 et 523,50 pour Chao 1. Les indices de Shannon sont compris entre
0,37 et 4,89 et les indices Inverse Simpson sont supérieurs a 5, excepté pour les échantillons
ST5V2 hiver et été, ST6V1 été et ST6V2 hiver. Ces fortes valeurs indiquent que la majorité des
communautés bactériennes identifiées sont trés diversifiées avec un grand nombre d’OTU
identifiées et sont marquées par une prédominance de certaines espéces. Les quatre échantillons
ayant de faibles indices possédent une diversité plus faible induite par un nombre plus petit OTU
et sont dominés par quelques espéces seulement.

Tableau 15 : Tableau des indices d’alpha-diversité des communautés bactériennes présentes sur les tombes du Pere-
Lachaise.

Saison Division Echantillon Rlchess'e Chaol Shannon I_nverse
observée Simpson

ST12V1 195 254,40 3,74 24,75

25 ST2H1 160 188,28 4,22 37,24

ST2V2 216 288,73 3,94 29,35

ST3H1 71 90,13 3,39 21,64

ST3V2 13 13,00 2,14 6,13

été 62 ST4H1 503 513,50 4,63 32,73
ST4V2 89 163,55 2,62 5,00

ST5V2 4 4,00 0,58 1,39

ST6V2 64 107,88 0,73 1,30

ST6V3 184 268,91 3,70 13,28

92 ST10V1 79 100,67 3,53 21,09

ST11H1 102 120,07 3,27 10,10
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ST8V1 235 290,04 3,72 15,85
ST8V2 354 371,40 4,89 79,34

ST9V2 122 200,83 2,89 7,46

ST9V3 290 349,09 4,15 26,65

- ST12V1 108 156,00 3,16 11,56

ST1V2 142 165,10 3,72 20,49

ST2V2 120 123,00 4,07 36,20

ST3H1 75 82,20 3,25 17,51

ST3V2 114 140,25 3,35 13,35

ST3V3 31 34,00 2,38 8,49

62 ST4H1 75 94,00 3,15 14,08

Hiver ST4V2 114 119,06 3,36 13,95
ST5V2 65 82,77 2,61 5,70

ST6V1 26 44,33 0,37 1,13

ST6V2 76 85,17 3,09 9,59

ST10H1 73 96,33 2,51 5,31

ST10V1 97 110,60 3,81 30,24

92 ST11H1 9% 115,13 3,03 9,11

ST8V1 98 111,13 3,63 25,25

ST9V2 125 165,60 3,35 12,23

La comparaison des différents indices en fonction de la saison (Tableau 15) montre que les
indices de richesse observée et Chao 1 sont plus grands en hiver qu’en été, alors que les indices
de Shannon et Inverse Simpson sont similaires.

Du point de vue de la localisation, la division 25 présente les valeurs les plus importantes pour
'ensemble des indices étudiés et la division 62 les plus faibles. Ces résultats indiquent que les
communautés microbiennes identifiées dans la division 25 présentent un grand nombre et une
grande diversité d’espéces qui sont elles-mémes réparties de maniére équitable avec la
codominance de plusieurs espéces. Au contraire, les différentes communautés bactériennes
identifiées au sein de la division 62 montrent une plus grande disparité avec certains échantillons
présentant des diversités trés faibles et d’autres trés élevées.

Enfin, aucune grande tendance n’a été identifiée entre les échantillons a I'horizontal et en vertical
quel que soit l'indice étudié.

= Le nombre d’OTU identifiées semble étre influencé par la saison. Il est plus
important en hiver qu’en été.

= Dans la division la plus végétalisée (division 25), le nombre d’OTU est plus
important que dans les autres divisions.

= Il n’y a pas d’impact de la position horizontale ou verticale sur la diversité
bactérienne.
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Béta-diversité

Les indice de béta-diversité correspondent a une comparaison des communautés microbienne
entre deux échantillons (inter-échantillon). Un indice égal a 0 signifie que 'ensemble des espéces
sont identiques dans les deux échantillons. Au contraire, un indice de 1 traduit que toutes les
especes microbiennes présentes sont totalement différentes. Différents indices de béta-diversité
existent. Dans cette étude, nous avons choisi I'indice de Bray-Curtis car il prend en compte la
composition et 'abondance des OTU au sein d’'une communauté microbienne.

Evolution des communautés présentes entre deux saisons

La Figure 33 représente les indices de béta-diversité entre les mémes échantillons en saison
hivernale et estivale.

Eté
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ST4V2 - 0.2
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ST6V2

ST8V1
SToV2

Hiver

Figure 33: Carte de chaleur des indices de béta-diversité représentant les communautés bactériennes des mémes
échantillons en saison hivernale et en saison estivale.

Pour 'ensemble des échantillons, les indices de béta-diversité sont proches de 1, ce qui indique
gue les communautés bactériennes présentes sur les tombes en hiver sont totalement différentes
de celles retrouvées aux mémes endroits en été.
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Figure 34: Cartes de chaleur représentant les indices de béta-diversité de Bray-Curtis des communautés bactériennes
pour les différentes stéles en (A) saison hivernale, (B) saison estivale.

Saison hivernale

La Figure 34 - A illustre les indices de béta-diversité de Bray-Curtis (BC) calculés entre les
échantillons issus de la campagne hivernale. Les indices pour des échantillons provenant d’'une
méme tombe (ST6EV — ST8V — STIV) sont faibles a moyenne (jaune a orange) indiquant des
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similitudes. En patrticulier, les échantillons ST6V2 et ST6V3 (Annexe 1) ont des communautés
bactériennes assez similaires malgré leurs faciés d’altération différents. Mais de maniére plus
générale, il existe de fortes disparités pour les échantillons verticaux. Par exemple ST3V2 et
ST5V2 sont trés dissemblables des autres échantillons. Il en est de méme pour les échantillons
horizontaux méme si les valeurs sont moins extrémes. La diversité entre les divisions est
également variable. Il existe des similitudes entre certains échantillons (par exemple ST2V2 et les
STV de la division 92 ou encore ST9V3 avec les STV de la division 62 mais aussi ST3H1) mais
également de grandes différences pour les autres échantillons. La diversité entre les échantillons
verticaux et horizontaux couvre elle aussi une grande gamme de valeurs au sein des divisions
(jaune a rouge). Sur une méme tombe, entre les échantillons ST4H1 et ST4V2, l'indice de BC est
de 0,7 indiquant que les communautés bactériennes sont assez différentes entre les deux
orientations. La différence des communautés bactériennes est encore plus marquée pour ST3H1
et ST3V2 (indice de BC de 0,9). A l'inverse, la comparaison des échantillons ST9V3 et ST11H1
donne un indice de BC de 0,4.

Saison estivale

La Figure 34 - B illustre aussi les indices de béta diversité de Bray-Curtis (BC) calculés a partir
des échantillons prélevés cette fois durant la saison estivale. De maniere globale, la carte
présente des teintes plus claires qu’en hiver. Concernant la variabilité au sein des
échantillons prélevés sur une méme tombe avec la méme orientation mais dans des zones avec
des faciés d’altération différents (ST5V2 et ST5V3 ; ST6V2 et STEV3), les indices de BC sont de
0,9, ce qui indique que les communautés bactériennes sont trés différentes sur une méme tombe
en fonction du faciés d’altération.

Au sein de la division 25, les 3 échantillons verticaux ont des indices de BC compris entre 0,6 et
0,7 indiguant des communautés bactériennes assez différentes. Les échantillons verticaux des
autres divisions présentent des différences du méme ordre, hormis ST5V2 et ST5V3 au sein de
la division 62 qui sont trés dissemblables des autres échantillons. Les échantillons horizontaux
moins hombreux sont plut6t similaires (jaune — orange).

La comparaison des orientations au sein d’'une méme tombe (Annexe 1) montre que pour ST3H1
et ST3V2 (division 62) l'indice de BC est de 0,6 ce qui correspond a des communautés assez
différentes. Pour les échantillons ST4H1 et ST4V2, les mémes constats peuvent étre faits. Les
différences sont plus marquées pour ST10V1 et ST10H1 (division 92).

Enfin, du fait des différences marquées pour ST5V2 et ST5V3, les communautés bactériennes
présentes dans les divisions 25 et 92 présentent plus d’espéces communes que chacune de ces
divisons avec la division 62. Ce résultat est identique a la campagne hivernale.

= Pour un méme échantillon, les communautés bactériennes sont tres différentes
en fonction des saisons (été/hiver).
= En été les communautés bactériennes sont plus similaire qu’en hiver.
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5.1.2. Abondance relative des phyla et genres bactériens
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Figure 35: Abondance relative des phyla bactériens (en %). (A) en saison hivernale, (B) en saison estivale.
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Les communautés bactériennes identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise en saison hivernale
(Figure 35 - A) sont représentées par 11 phyla avec des proportions respectives supérieures a
1 %. Parmi eux, six phyla sont majoritaires, méme si leurs proportions varient en fonction des

échantillons :

les Abditibacteriota (0 — 10 %), les Actinobacteriota (0 — 37 %), les Bacteroidota (0

— 36 %), les Cyanobacteria (0 — 49 %), les Deinococcota (0 — 92 %) et les Proteobacteria (2 —

79 %).
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Les communautés bactériennes identifiées en saison estivale (Figure 35 - B) sont quant a elles
représentées par 8 phyla, avec les mémes 7 phyla majoritaires, mais en proportions différentes :
les Abditibacteriota (0 — 12 %), les Actinobacteriota (0 — 51 %), les Bacteroidota (0 — 19 %), les
Cyanobacteria (0 — 55 %), les Deinococcota (6 — 99 %) et les Proteobacteria (0 — 66 %).

Lorsque I'on compare la composition des communautés bactériennes a I'échelle des phyla entre
les deux saisons, on observe que la proportion de Bacteroidota est beaucoup plus importante en
hiver qu’en été, et que cette différence est d’autant plus visible au sein des échantillons localisés
dans la division 92. De la méme maniere, la proportion du phylum Abditibacteriota est plus
importante en été qu’en hiver.

Genre
Saison hivernale

La composition des communautés bactériennes identifiées lors de la campagne hivernale sont
illustrées dans la Figure 36 .

Le phylum Abditibacteriota a pour seul représentant le genre Abditibacterium au sein des
communautés bactériennes avec des proportions comprises entre 0 et 10 %. Les Acidobacteriota
sont représentés par les genres Blastocatella et Bryobacter. Les Blastocatella sont majoritaires
avec des abondances relatives pouvant aller jusqu’a 10 %.

Les genres identifiés au sein du phylum des Actinobacteriota possedent une grande diversité. Au
sein de la division 92, ils appartiennent principalement a l'ordre de Frankiales. Au sein de
I'échantillon ST8V2, possédant la plus importante proportion d’Actinobacteriota au sein de cette
division, trois genres ont été identifiés : Blastococcus (5 %), Klenkia (2 %) et Modestobacter (6 %).
Au sein des divisions 25 et 62, les genres appartiennent principalement a l'ordre des
Proponibacteriales et sont : Nocardiodes (5% ST2H1), Friedmaniella (6 % ST12V1;
12 % ST4H1 ; 3 % ST5V2), Microlunatus (10 % ST2H1).

Au sein du phylum des Bacteroidota, deux genres ont été identifiés avec des proportions
supérieures a 4 %, le genre Segetibacter (5 % ST12V1; 22 % ST8V?2) et le genre Flavobacterium
(31 % ST11H1)

Le phylum des Cyanobacteria est principalement représenté par la famille des
Chroococcidiopsaceae, dont seulement une partie a pu étre identifiée et appartient au genre des
Aliterella.

Les Deinococcota sont principalement représentés par le genre Truepera présent dans tous les
échantillons sauf ST2H1, ST4H1 et ST5V2. Le genre Deinococcus a été trouvé seulement au sein
de I'échantillon ST4H1 avec une abondance d’environ 10 %.

La classe des Alphaproteobacteria est la seule classe représentative de Proteobacteria. Deux
genres majoritaires ont été identifiés sur la quasi-totalité des stéles: Rubellimicrobium et
Sphingomonas. Les Sphingomonas représentent entre 0 et 40 % des genres identifiés et sont
présents partout excepté sur les échantillons ST5V2 et ST6V2. Les Rubellimicrobium
représentent entre 0 et 20 % des communautés présentes sur les steles, sauf également sur les
échantillons ST5V2 et ST6V2.
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Phylum Class Order Family Genus
Abditibacteriota Abditibacteria Abditibacteriales Abditibacteriaceae Abditibacterium
Acidobacteriae Bryobacterales Bryobacteraceae Bryobacter

Acidobacteriota

Blastocatellia

Blastocatellales

Blastocatellaceae

Blastocatella

JGI 0001001-HO3

unknown genus

Actinobacteriota

Actinobacteria

unknown order

unknown family

unknown genus

Frankiaceae

Jatrophihabitans

Frankiales

Blastococcus

Geodermatophilaceae Klenkia
Modestobacter
Sporichthyaceae unknown genus

unknown family

unknown genus

Kineosporiales

Kineosporiaceae

Quadrisphaera

Cellulomonadaceae

Cellulomonas

Micrococcales

Intrasporangiaceae

Aquipuribacter

IMicromonosporaleg

Micromonosporaceae

Actinoplanes

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Nocardioidaceae

Nocardioides

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae

Friedmanniella

Microlunatus

unknown genus

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Actinomycetospora

Pseudonocardia

Thermoleophilia

Solirubrobacterales

Solirubrobacteraceae

Solirubrobacter

Chitinophagales

Chitinophagaceae

Fdaphobaculum

Ferruginibacter

Flavisolibacter

Segetibacter
unknown genus
Bacteroidota Bacteroidia Adhaeribacter
Hymenobacteraceae

Cytophagales - Hym.enohacter
Spirosomaceae Spirosoma

Spirosomaceae unknown genus

Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium

Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae unknown genus

Chloroflexi Chloroflexia Thermomicrobiales 1G30-KF-CM45 unknown genus
Chroococcidiopsaceae Aliterella

Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales unknown genus

Nostocaceae Calothrix PCC-6303
R R R Deinococcaceae Deinococcus
Deinococcota Deinococci .
Deinococcales Trueperaceae Truepera
Patescibacteria | Saccharimonadia |Saccharimonadales unknown family unknown genus
. . Tepidisphaeraceae unknown genus
Planctomycetota | Phycisphaerae Tepidisphaerales WD2101 50l grous unknown genus
Acidiphilium
Acetobacterales Acetobacteraceae Craurococcus-Caldovatus
Roseomonas
Caulobacterales Caulobacteraceae PMMR1
Methylobacterium-Methylorubrum
Beijerinckiaceae Mlcmwr:ga
© Psychroglaciecola
‘g Rhizobiales - unknown Eenus
8 Devosiaceae Devosia
; 1 Aureimonas
Proteobacteria § Rhizobiaceae Mesorhizobium
3 unknown family unknown genus
fl Rubellimicrobium
< Rhodobacterales Rhodobacteraceae unknown genus
Rickettsiales Mitochondria unknown genus
Ellinb6055
MN122.2a
Sphingomonadales Sphingomonadaceae Qipengyuania
Sphingomanas
unknown genus
Autres
&
DO GDY

Figure 36: Abondance relative des genre bactériens identifiés en saison hivernale.

125

125

o



Saison estivale
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La Figure 37 représente les abondances relatives des genres bactériens identifiés sur les tombes
du Pére-Lachaise en saison estivale. Le nombre de genres est beaucoup plus faible en été qu’en

hiver.
Phylum Classe Ordre Famille Genre
Abditibacteriota Abditibacteria Abditibacteriales Abditibacteriaceae Abditibacterium
Acidobacteriae Bryobacterales Bryobacteraceae Bryobacter
Acidobacteriota Blastocatella
Blastocatellia Blastocatellales Blastocatellaceae unknown genus
Pyrinomonadales | Pyrinomonadaceae RB41
Acidimicrobiia unknown order unknown family unknown genus

Actinobacteriota

Blastococcus

Frankiales Geodermatophilaceae Modestobacter
Sporichthyaceae unknown genus
Micrococcales Micrococcaceae Arthrobacter

Actinobacteria

Propionibacteriales

Nocardioidaceae

unknown genus

Propionibacteriaceae

Friedmanniella

Microlunatus

Ferruginibacter

Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Segetibacter
Cytophagales Hymenobacteraceae Adhaeribacter
Aliterella
Chroococcidiopsaceae Chroococcidiopsis SAG 2023
Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales unknown genus
Calothrix PCC-6303
Nostocaceae Scytonema UTEX 2349
Deinococcota Deinococci Deinococcales Trueperaceae Truepera
Tepidisphaeraceae Tepidisphaera
Planctomycetota . s "
Phycisphaerae Tepidisphaerales WD2101 soil group unknown genus
Acidiphilium
Acetobacterales Acetobacteraceae Craurococcus-Caldovatus
Roseomonas
Caulobacterales Caulobacteraceae PMMR1
Methylobacterium-Methylorubrum
Beijerinckiaceae Psychroglaciecola
unknown genus
Rhizobiales Aurantimonas
Rhizobiaceae Aureimonas
Proteobacteria |Alphaproteobacterid Mesorhizobium

unknown family

unknown genus

Rhodobacterales

Rhodobacteraceae

Jannaschia

Rubellimicrobium

unknown genus

Rickettsiales

Mitochondria

unknown genus

Sphingomonadales

Sphingomonadaceae

Ellin6055

Multi-affiliation

Sphingomonas

unknown genus

Autres

Figure 37: Abondance relative des genres bactériens identifiés sur les tombes du
%).

ere-Lachaise en saison estivale (en

Le genre Abditibacterium est le seul représentant du phylum des Abditibacteriota avec des
proportions variantes entre 0 et 11 % en fonction des échantillons. Ce genre semble étre plus
abondant en position horizontale avec des proportions comprises entre 7 et 12 % qu’en position
verticale avec des proportions comprises entre 1 et 6 %.
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La majorité des Cyanobacteria identifiées appartiennent a la famille des Chroococcidiopsaceae.
Seule une faible proportion a pu étre identifiée comme appartenant au genre Aliterella dans les
échantillons ST4H1, ST4V2, ST9V3 et ST11H1.

Le phylum Deinococcota est représenté par un seul genre, Truepera, qui est présent sur la totalité
des échantillons, excepté ST5V2. Leurs proportions varient entre 3 et 31 % en fonction des
échantillons.

Trois genres appartenant au phylum de Proteobacteria sont majoritaires au sein des
communautés étudiées : Acidiphilum, Rubellimicrobium et Sphingomonas. Le genre Acidiphilium
est présent au sein de la majorité des échantillons et a des proportions relatives plus importantes
dans les communautés provenant d’échantillons horizontaux (comprises entre 14 et 38 %) que
dans celles provenant d’échantillons verticaux (comprises entre 2 et 16 %). Le genre
Rubellimicrobium est lui aussi présent dans la majorité des communautés étudiées, mais en
proportions plus faibles, comprises entre 1 et 27 %. Enfin le genre Sphingomonas a été identifié
sur la quasi-totalité des steles avec des abondances comprises entre 0 et 40 %.

= En hiver, beaucoup de genres différents, appartenant au phylum des
Actinobacteriota ont été identifiés en trés faible proportion

= Les genres majoritaires sont identiqgues en été et en hiver et représentés par
Rubellimicrobium, Sphingomonas, Alitella et Acidiphilium.

5.2.Communautés fongiques

Sur I'ensemble des échantillons étudiés précédemment, 22 échantillons (sur 30) pour la
campagne hivernale et 22 pour la campagne estivale ont pu étre séquencés puis étudiés en
termes de communautés.

5.2.1. Analyse de la diversité fongique

Alpha-diversité

Le Tableau 16 présente différents indices d’alpha-diversité (Richesse observée, Chaol, Shannon
et Inverse Simpson) des communautés fongiques identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise,
au cours de deux saisons.

Tableau 16 : Indices d’alpha-diversité des communautés fongiques identifiées sur les stéles du Pere-Lachaise durant
deux saisons.

Campagne Division Echantillon SLCsheeriség Chaol Shannon Slinr:wlgrssoen

ST1vV1 25 26.00 2.78 12.84

ST2V1 137 144.86 3.21 10.40

25 ST2V2 293 346.32 3.39 14.05

cl ST7V1 196 238.00 2.43 5.31
ST12v1 264 312.62 2.76 6.61

ST3H1 224 315.00 1.67 2.40

ST3V2 105 152.25 1.95 3.20
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62 ST4H1 344 366.56 3.92 27.02
sT4V1 302 312.69 3.55 13.98

STAV2 280 296.43 3.20 10.61

ST5V1 262 283.38 3.21 9.70

ST5V2 269 301.50 3.14 12.16

ST5V3 250 256.50 3.00 7.47

ST6V1 375 427.50 2.74 6.80

ST6V2 252 287.65 2.87 8.28

ST6V3 373 389.43 3.59 16.30

ST10V1 331 384.93 3.17 10.81

ST11H1 232 291.37 3.10 11.25

sT8V1 214 257.94 3.14 12.78

92 ST8V2 221 234.20 2.76 5.56
sToV1 30 30.00 2.21 6.32

STOV2 272 294.29 3.01 10.69

STOV3 471 503.76 4.18 29.49

ST12V1 134 171.71 2.13 3.99

55 ST1V1 151 170.00 3.34 15.06
ST1V2 127 158.91 227 4.60

ST7V1 62 62.00 251 5.49

ST3H1 125 160.43 1.95 430

ST3V2 132 153.00 2.22 5.35

ST4H1 166 181.55 3.64 20.72

sT4V1 38 39.00 2.67 9.89

STAV2 137 163.25 2.90 8.76

62 ST5V1 50 51.50 3.33 20.10
2 ST5V2 130 216.67 2.43 6.99
ST5V3 116 129.91 1.81 3.08

ST6V1 126 140.62 2.08 3.96

ST6V2 112 158.75 1.70 2.42

ST6V3 140 140.75 2.90 6.21

ST10H1 109 143.20 3.35 2048

ST10V1 173 206.06 3.58 20.07

ST11H1 156 167.88 3.30 14.24

92 sT8V1 88 108.00 2.43 7.41
ST8V2 19 19.00 2.02 4.84

sToV1 71 71.00 3.29 16.19

STOV2 139 164.09 2.55 7.46
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Au sein des échantillons étudiés, les indices d’alpha-diversité varient entre 19 et 471 pour la
richesse observée et entre 19 et 503,76 pour Chao 1.

Les indices de Shannon sont compris entre 1,67 et 4,18 et la majorité d’entre eux entre 2,5 et 3,5,
indiqguant une diversité fongique assez élevée. Trois échantillons possedent des indices de
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Shannon plus faibles que les autres (entre 1 et 2) : ST3H2 (hiver et été) et ST3V2 (hiver). Ces
faibles valeurs sont induites par la prédominance de quelques espéces au sein de ces
échantillons, étant donné les valeurs élevées de richesse observée.

Les indices Inverse Simpson sont, pour la majorité des échantillons, supérieurs a 5 (sauf ST3H1
hiver, ST3V2 hiver et ST5V3 été qui ont des valeurs entre 2,40 et 3,20) indiquant une faible
diversité des communautés fongiques ainsi qu’'une assez bonne homogénéité des espéces
présentes. Les communautés fongiques présentes dans les échantillons ST3H1 hiver, ST3V2
hiver et ST5V3 sont dominées par quelques especes seulement.

Lorsque I'on compare les différents indices en fonction de la saison, les indices de richesse
observée et Chao 1 montrent des différences significatives avec des indices plus grands en hiver
gu’en été. Cette différence n’est pas observée pour les indices de Shannon et Inverse Simpson.

= Ladiversité des communautés microbiennes est plus importante en hiver qu’en été.
Pour les indices de Shannon et Inverse Simpson, les différences de communautés
entre les deux saisons étudiées ne montrent pas de différences.

= Aucun effet de la division et de I'orientation horizontale et verticale n’est visible pour
les différents indices d’alpha-diversité étudiés.

Béta-diversité
Evolution des communautés entre les deux saisons
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Figure 38 : Carte de chaleur représentant les indices de béta-diversité de Bray-Curtis des communautés fongiques
correspondant aux différences des communautés pour un méme échantillon entre les saisons hivernale et estivale.

La Figure 38 illustre les indices de béta-diversité calculés en fonction des communautés fongiques
présentes lors des deux saisons étudiées sur un méme échantillon. Pour tous les échantillons,
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les indices de béta-diversité de Bray-Curtis sont compris entre 0,8 et 1, indiquant une dissimilarité

trés importante et donc des communautés fongiques tres différentes en hiver et en été.
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Figure 39 : Cartes de chaleur représentant les indices de béta-diversité de Bray-Curtis des communautés fongiques

pour les différentes stéles en fonction des saisons étudiées : (A) Saison hivernale ; (B) Saison estivale.

Saison hivernale

La Figure 39- A illustre les indices de béta-diversité de Bray-Curtis (BC) entre les communautés
fongiques identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise. De maniére générale, les teintes sont
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plutdt rouges pour la comparaison des divisions 25 et 62, ainsi que 25 et 92, alors qu’elles sont
plus jaunes pour la comparaison 62 — 92 et au sein d’'une méme division.

La comparaison des échantillons sur un méme monument avec la méme orientation montre que
généralement les différences sont plutét faibles pour ST2V (division 25), ST4V, ST5V, ST6V
(division 62) et ST8V (division 92) mais élevées pour STV avec STIV1 qui est tres dissemblable
de ST9V2 et STIV3.

Pour les échantillons verticaux, ST1V1, ST7V1 et ST9V1 sont trés dissemblables de tous les
autres échantillons. Les autres sont plut6t similaires particulierement au sein de la division 62.
Pour les échantillons horizontaux, moins nombreux, ST3H1 est trés dissemblable alors que les 2
autres présentent des similitudes.

La division 62 posséde le plus grand nombre d’échantillons et les indices de BC sont compris
entre 0,3 et 1. Elle permet de comparer le réle de l'orientation. Deux communautés fongiques ont
été identifiées sur la tombe ST3 (Annexe 1) en position horizontale (ST3H1) et verticale (ST3V2).
L’indice de BC est de 0,96 indiquant des communautés fongiques trés différentes. Il en est de
méme entre ST4H1 en horizontal et ST4V1 et ST4V2 en vertical ou 'indice de BC est de 0,8.

Saison estivale

La Figure 39 - B illustre les indices de béta diversité de Bray-Curtis entre les différentes
communautés fongiques identifiées en saison estivale. Globalement, les échantillons ST1V2,
ST12V1, ST3H1, ST10H1, ST10V1 et ST11H1 apparaissent comme trés dissemblables de tous
les autres échantillons, alors que les autres ont des similitudes avec d’autres échantillons.

Au sein de la méme tombe, il y a des disparités, notamment pour ST1V (indice de 0,9), ST4V
(indice de 0,68), ST5V (indices entre 0,51 et 0,85), ST8V (indice de 0,73) alors que les
échantillons sont moins différents pour ST6V (indice entre 0,33 et 0,57) et STV (indice de 0,5)
témoignant de communautés fongigues plus semblables au sein de cette méme tombe.

Au sein de la division 62, les indices de BC permettent de comparer les orientations verticales et
horizontales. Pour la tombe ST3, I'indice de BC est de 0,95. Pour ST4, les indices de BC de
ST4H1 sont de 0,88 avec ST4V1 et 0,75 avec ST4V2. Pour ST10, l'indice de BC est de 0,84.
Toutes ces valeurs mettent en évidence des communautés fongiques trés différentes entre les
positions verticales et horizontales.

= Pour un méme échantillon, les communautés fongiques sont trés différentes en
fonction des saisons.

= En été et en hiver, les communautés fongiques des différents échantillons sont,
dans I’ensemble assez similaire. Cependant, certains échantillons (ex : ST9V1 en
hiver ou ST1V2 et ST12V1 en été) présentent des communautés fongiques propre a
eux.
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5.2.2. Composition des communauteés fongiques

Phyla

Le phylum des Ascomycota constitue la grande majorité des phyla identifiés sur les tombes du
Pére-Lachaise en saison hivernale (Figure 40 - A) ou en saison estivale (Figure 40-B). Il
représente entre 70 et 100 % des champighons en hiver et entre 60 et 100 % en été. Les
Basidiomycota ont été détectées dans seulement quelques échantillons avec des proportions
comprises entre 2 et 20 % en hiver et entre 2 et 10 % en été.

Les Mortiellomycota ont essentiellement été identifiées sur la stele ST1 (ST1V1 et ST1V2) en
saison hivernale avec des proportions représentant environ 5 % des communautés fongiques

identifiées.
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Figure 40: Abondance relative des phyla fongiques identifiés sur les stéles du Pére-Lachaise (en %). (A) Saison
hivernale (B) Saison estivale.
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Figure 40: Abondance relative des phyla fongiques identifiés sur les stéles du Pére-Lachaise (en %). (A) Saison
hivernale (B) Saison estivale.

Genre
Saison hivernale

Les communautés fongiques identifiées en saison hivernale montrent une prédominance des
Ascomycota. La majorité des genres identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise appartiennent
aux classes Dothiedomycetes, Eurotiomycetes et Lecanoromycetes (Figure 41).

Les Dothiedomycetes sont principalement présents sur les échantillons en position verticale. Deux
genres sont majoritaires et ont été identifiés dans la quasi-totalité des échantillons : Extremus
(0 % — 88 %) et Vermiconia (0 % — 17 %). Le genre Extremus est particuli@rement abondant sur
les tombes ST5 et ST6 (Annexe 1) avec des proportions comprises entre 15 et 50 %, ainsi que
sur I'échantillon ST3V2 avec une abondance relative de 88 %. Le genre Knufia, appartenant a la
classe des Eurotiomycetes, est principalement présent dans les échantillons en position verticale
avec des abondances relatives comprises entre 0 et 45 %.
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Les genres fongiques identifiés sur les steles en position horizontale appartiennent
majoritairement aux classes Eurotiomycetes. Au sein des Eurotiomycetes, le genre Penicilium
représente 75 % des genres identifiés sur I'échantillon ST3H1 et le genre Coniosporium a une
abondance de 28 % pour I'échantillon ST4H1. Enfin I'échantillon ST11H1 est principalement
composé de deux genres majoritaires : Agonimia (15 %) et Verrucaria (33 %).

Les Lecanoromycetes sont présents, autant en position horizontale que verticale, en proportion
importante (jusqu’a 48 %), mais n’ont pas été identifiés jusqu’a I'échelle du genre.

Saison estivale

Les genres fongiques identifiés sur les tombes du Pére-Lachaise en saison estivale appartiennent
majoritairement au phylum Ascomycota et sont répartis en trois classes : les Dothiedomycetes,
les Eurotiomycetes et les Lecanoromycetes (Figure 42).

En position verticale, les genres identifies majoritairement en été sont les mémes que ceux
identifiés en hiver — Extremus et Knufia — mais sont retrouvés en proportions différentes par
rapport a I'hiver (entre 0 et et 54 % pour Extremus et entre 0 et 70 % pour Knufia).

En position horizontale, de méme qu’en saison hivernale, les genres identifiés appartiennent
majoritairement aux classes Eurotiomycetes. Le genre Verrucaria est présent en grande
proportion avec des abondances relatives comprises entre 2 et 43 %. L’ordre Chaetothyriales est
aussi bien représenté avec une proportion de 20 % au sein de I'échantillon ST11H1, ainsi que le
genre Coniosporium identifié au sein de I'échantillon ST4H1 avec une abondance relative de
28 %.

De la méme maniére qu’en saison hivernale, les Lecanoromycetes sont abondants, sans
différences significatives en termes d’orientations.
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Phylum Classe Ordre Famille Genre
Ascomycota CIS™ Ascomycota OIS* Ascomycota FIS™ Ascomycota nonidentifié
Candelariomycetes Candelariales . Candelariella
Candelariaceae n - r
Capnodiales nonidentifié
Capnodial Cladosporiaceae Cladosporium
Neodevriesiaceae Neodevriesia
Neodevriesiaceae non identifié
Extremus
Extremaceae Incertomyces
. Vermiconia
Dothideomycetes Mycosphaerellales Deviicela
Teratosphaeriaceae Neocatenulostroma
Penidiella
Amorosiaceae Angustimassarina
. Didymellaceae Didymella
P porales
Lophiotremataceae Atrocalyx
Pleosporales nonidentifié
Chaetothyriales FIS* Chaetothyriales non identifié
Coniosporium
Herpotrichiellaceae Herpotrichiellaceae non identifi
Chaetothyriales Rhinocladiella
Bacillicladium
Eurotiomycetes Trichomeriaceae Knufia
Lithohypha
Eurotiales Aspergillaceae Asp_e_r_ﬂus
Ascomycota Penicillium
Verrucariales Verrucariaceae w
Verrucaria
Caliciales Physciaceae Phaeophyscia
Catillariaceae Latillaria

Lecanoromycetes

Solenopsora

Lecanorales

Lecanoraceae

Lecanoraceae non identifie
Myriolecis

Ramalinaceae

Lecania

Lecanoromycetes OIS

Teloschistales

LecanoromycetesFIS*

Lecanoromycetes non identifié

Flavoplaca

Teloschistaceae

Teloschistaceaenon identifié

ErvsiEhaIes ErvsiEhaceae Blumeria
Helotiaceae Articulospora
Leoti e Helotial =
eotiomycetes Slotiates Helotiales Helotiales non identifié
Thelebolales Thelebolaceae Thelebolus
Pezizomycotina Pezizomycotina OIS* | Pezizomycotina FIS* Pezizomycotina non identifié

Sordariomycetes

Beauveria

Cordycipitaceae

Gamszarea

Simplicillium

Hypocreales

Acremonium

HypocrealesFIs*

Hypocreales non identifié

Nectriaceae Fusarium
Sordariales MNeoschizotheciaceae MNeoschizothecium
Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora
. Agaricales Inocybaceae Inocybe
Agaricomycetes Thelephorales Thelephoraceae Pseudotomentella
Basidiomycota |Agaricostilbomycetes|  Agaricostilbales Chionosphaeraceae Kurtzmanomyces
Cystobasidiomycetes Cystobasidiales Cystobasidiaceae Occultifur
Tremellomycetes Cystofilobasidiales Mrakiaceae Tausonia
Chytridiomycota | Spizellomycetes Spizellomycetales | Powellomycetaceae Powellomyces
Fungi PIS* Fungi CIS* Fungi OIS* Fungi FIS* Fungi non identifié

Mortierellomycoty

Martierellomycetes

Mortierellales

Mortierellaceae

Linnemannia

Figure 41: Abondance relative des genres fongiques identifiés sur les tombes d

(en %).
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Phylum Classe Ordre Famille Genre
Ascomycota O15* Ascomycota CIS* Ascomycota FIS* Ascomycota GIS*
Candelariomycetes Candelariales Candelariaceae Candelariella
Acrospermales Acrospermaceae Acrospermum
Capnodiales FIS* Capnodiales GIS*
Cladosporiaceae Cladosporium
Capnodiales Neodevriesia
Neodevriesiaceae Neodevriesiaceae GIS*
Dothideomycetes GIS*
Extremus
Extremaceae Incertomyces
Vermiconia
Dothideomycetes Mycosphaerellales Mycosphaerellaceae Mycocen.trospora
Constantinomyces
Teratosphaeriaceae Devriesia
Teratosphaeriaceae GIS*
Dictyosporiaceae Pseudocoleophoma
Boeremia
Pleosporales Didymellaceae Didymella
Endophoma
Lophiotremataceae Lophiotrema
Pleosporales FIS* Pleosporales GIS*
Tubeufiales Wiesneriomycetaceae Spissiomyces
Chaetothyriales FIS* Chaetothyriales GIS*
Cyphellophoraceae Cyphellophora
Coniosporium
Herpotrichiellaceae Fonhlala
Chastothyriales Herpotr.lchlella(.:eae GIS*
Rhinocladiella
Bacillicladium
Eurotiomycetes Trichomeriaceae Bradymyces
Knufia
Ascomycota Lithohypha
) ) Aspergillus
Eurotiales Aspergillaceae —=—
Penicillium
Placidium
Verrucariales Verrucariaceae Polyblastia
Verrucaria
Verrucariaceae GIS*
Acarosporales Acarosporaceae Acarosporaceae
Caliciales Physciaceae Phaeophyscia
Catillariaceae Catillaria
Lecanora
Lecanoromycetes Lecanorales Lecanoraceae Myriolecis
Lecania

Ramalinaceae

Lecanoromycetes GIS™

Teloschistales

Teloschistaceae

Teloschistaceae

Sordariomycetes

Hypocreales

Trapeliales Trapeliaceae Trapeliopsis
. Helotiaceae Helicodendron
) Helotiales - -

Leotiomycetes Helotiales Helotiales GIS*

Thelebolales Thelebolaceae Thelebolus

Pezizomycotina Pezizomycotina Pezizomycotina Badarisama

Beauveria

Cordycipitaceae Gamszarea

Simplicillium

Hypocreales

Acremonium

Hypocreale non identifié

Nectriaceae

Fusarium

Nectria

Melanosporales

Melanosporaceae

Melanospora

Basidiomycota

Sordariales Helminthosphaeriaceae | Helminthosphaeriaceae GIS*
Sordariomycetes Sordariomycetes Aquapteridospora
Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora
) Boletales Boletaceae Tylopilus
Agaricomycetes Cantharellales Hydnaceae Membranomyces
Agaricostilbomycetes| Agaricostilbales Chionosphaeraceae Kurtzmanomyces
Cystobasidiomycetes | Erythrobasidiales Erythrobasidiaceae Erythrobasidium
Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia

Tremellomycetes Tremellales Tremellales FIS* Tremellales GIS*
Chytridiomycota]  Spizellomycetes Spizellomycetales Powellomycetaceae Powellomyces
Mucoromycota Mucoromycetes Mucorales Mucoraceae Mucor
Fungi GIS*
Autres

Figure 42 : Abondance relative des genres fongiques identifiés sur les steles lors de la saison estivale (en

%).
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Chapitre 3 : Etude du vieillissement naturel de la pierre calcaire

5.3. Communautés

algaires

5.3.1. Analyse de la diversité algaire

Alphadiversité

Le Tableau 17 présente différents indices d’alpha-diversité (Richesse observée, Chaol, Shannon
et Inverse Simpson) des communautés fongiques identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise,

au cours de deux saisons.

Tableau 17: Indices d’alpha-diversité des communautés algaires identifiées sur les steles du Pére-Lachaise durant deux

saisons.

Saisons Division Echantillons Rlchess’e Chaol Shannon I.nverse
observée Simpson
ST1vl 6 6 1,74 5,44
ST2V1 16 16 2,32 7,97
25 ST2V2 6 6,33 1,67 4,83
ST7V1 13 16 0,64 1,60
ST12V1 11 12 1,22 2,18
ST3H1 2 2 0,48 1,44
ST3V2 0 0 0,00
ST4H1 23 25 2,13 6,82
ST4V1 15 29 1,37 2,56
62 ST4V2 5 5 0,94 1,90
. ST5V1 13 13 1,52 2,74
Hiver ST5V2 12 18 0,26 1,13
ST5V3 18 19 2,24 7,32
STeV1l 15 27 1,84 3,70
STeV2 14 15,2 1,40 2,83
ST6V3 32 33 2,80 10,21
ST8V1 19 47 0,68 1,46
ST8V2 15 15 1,71 3,88
92 ST9V1 0 0 0,00
ST9V2 14 14,33 1,98 5,49
ST9V3 35 37 2,29 4,95
ST10V1 19 19 1,28 2,34
ST11H1 7 13 0,77 1,54
ST1vl 2 2 0,69 1,98
25 ST1V2 8 8 0,65 1,37
ST7V1 7 7 1,35 3,04
Eté ST12V1 14 14 1,53 3,70
ST3H1 1 1 0,00 1,00
62 ST3V2 12 14,5 1,24 2,46
ST3V3 6 7 0,15 1,06
ST4H1 5 6 0,50 1,28
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Chapitre 3 : Etude du vieillissement naturel de la pierre calcaire

ST4V1 1 1 0,00 1,00
ST4V2 10 13 0,53 1,35
ST5V1 2 2 0,37 1,28
ST5V2 5 5 0,16 1,07
STeV1 4 4 1,27 3,25
ST6V2 14 14,5 0,98 1,83
ST6V3 15 15 1,94 5,16
ST8V1 6 6 0,79 1,58
ST8V2 5 5 1,51 4,13
ST9V1 9 9 1,38 2,94
92 ST9V2 7 7 1,08 1,94
ST10H1 8 8,2 0,87 1,54
STiovl 17 17 2,21 7,77
ST11H1 6 6 0,48 1,26

Au sein des échantillons étudiés, les indices d'alpha-diversité varient entre 0 et 35 pour la richesse
observée et entre 0 et 37 pour Chao 1. La diversité en algues sur les différents échantillons est
donc beaucoup plus faible que la diversité bactérienne et fongique. Par ailleurs, aucun ADN
attribué aux algues n'a pu étre identifié sur les échantillons ST3V2 et ST9V1.

Les indices de Shannon sont compris entre 0 et 2,29, et la majorité d'entre eux se situe entre 1 et
1,5, indiquant une diversité fongique assez faible. Ces faibles indices suggérent que les
communautés algaires sont dominées par quelques espéces prédominantes.

Les indices d'Inverse Simpson, pour la majorité des échantillons, sont compris entre 1 et 4,
indiquant une faible diversité des communautés algaires ainsi que la présence de certaines
espéces dominantes. Cependant, certains échantillons tels que ST2V1, ST4H1, ST6V3 (hiver et
été) et ST10V1 (été) montrent des indices d'Inverse Simpson supérieurs a 5, ce qui indique que,
bien que la diversité algale soit faible, la distribution des différentes espéces identifiées est assez
homogene.

Lorsque I'on compare les différents indices en fonction de la saison, les indices de richesse
observée et Chao 1 montrent des valeurs plus élevées en hiver qu'en été. Cette différence est
également observée pour les indices de Shannon et d'Inverse Simpson.

= La diversité des communautés algaires est plus importante en hiver qu'en été. En
revanche, pour les indices de Shannon et d'Inverse Simpson, les différences entre
les communautés des deux saisons étudiées ne montrent pas de variations
significatives.
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Chapitre 3 : Etude du vieillissement naturel de la pierre calcaire
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Figure 43: Cartes de chaleur représentant les indices de béta-diversité de Bray-Curtis des communautés algaires pour
les différentes steles en fonction des saisons étudiées : (A) Saison hivernale ; (B) Saison estivale.

Saison hivernale

La Figure 43- A illustre les indices de béta-diversité de Bray-Curtis (BC) entre les communautés
algaires identifiées sur les tombes du Pére-Lachaise. De maniére générale, les teintes sont plutét
rouges pour la comparaison intra et inter-division.

La comparaison des échantillons sur un méme monument avec la méme orientation montre que
généralement les différences moins importantes avec des couleurs orangées notamment pour les
steles ST8 et ST6. Pour les échantillons verticaux, ST1V1 et ST7V1 sont tres dissemblables de
tous les autres échantillons.
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Chapitre 3 : Etude du vieillissement naturel de la pierre calcaire

Saison estivale

La Figure 43 - B illustre les indices de béta diversité de Bray-Curtis entre les différentes
communautés algaire identifiées en saison estivale. Globalement, 'ensemble des échantillons
sont dissemblable les uns par rapport aux autres. Cependant des similitudes peuvent étre
remarquées notament pour les échantillons au sein d’'une méme tombe comme pour ST3, ST6 et
ST9 ou les couleurs sont comprises entre le jaune et 'orangé et donc des distances de Bray Curtis
comprise entre 0,6 et 0,8.

= En été et en hiver, les communautés algaires des différents échantillons sont, dans
I’ensemble assez différentes, ce qui peut étre accentué par le fait que les diversités
algaires sont assez faibles dans les échantillons (alphadiversité).

5.3.2. Composition des communautés algaires

Phyla

La Figure 44 illustre les différents phyla algaires identifiés par le séquencages de la région ITS1
du gene codant pour ARN ribosomal ITS. Trois phyla ont pu étre identifiés : Chlorophyta,
Bryophyta et Ochrophyta. Pour I'ensemble des échantillons le phylum des Chlorophyta est
majoritairement retrouvé avec des proportions comprises entre 9 et 100 %. Le phylum des
Bryophyta est lui aussi assez abondant dans certains échantillons comme ST1V1, ST2V1, ST2V2,
ST5V3 en hiver et ST7V1 et ST6V1 en été avec des proportions comprises entre 5 et 65%.
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Figure 44: Abondance relative des phyla algaires (en %). (A) en saison hivernale ; (B) en saison estivale.
Genres
Saison hivernale

Figure 45 illustre les abondances relatives des genres algaires identifiées sur les tombes du Pére
Lachaise en saison hivernale. Le genre Trebouxia est trés abondant sur la majorité des tombes
avec des abondances relatives comprises entre 0 et 100 %. Le genre Tortula appartenant au
phylum des Bryophyta est retrouvé sur la moitié des échantillons avec des abondances relatives
comprises entre 0 et 50%. D’autres genres sont retrouvés de maniére plus locale tels que
Apatococcus sur l'échantillons ST5V2, Grimmia sur les échantillons ST2V2 et ST5V3,
Trentepohlia sur I'échantillons ST9V3 ou encore Chloroidium sur I'échantillons ST11H1.
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Trebouxiales

Trebouxia
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Figure 45: Abondance relative des genres identifiés sur les tombes en saison hivernale (en %).

Saison estivale

La Figure 46 représente I'abondance relative des genres algaire identifié sur les stéles du Pere
Lachaise durant la saison estivale. Le genre Trebouxia appartenant au phylum des Chlorophyta
est le plus abondant avec des abondances relatives comprises entre 0 et 98%. Il est retrouvé
dans la majorité des échantillons prélevés. D’autres genres tels que Tortula, Klebsormidium et
Apatococcus présentes des abondances relatives élevées sur certains échantillons tels que
ST1V1, ST1V2, ST7V1 et ST6V1.

Il est aussi intérressant de noté I'absence d’algues sur les échantillons ST3V2 et ST9V1.
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Figure 46: Abondance relative des genres algaires identifiés en saison estivale (en %).
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= La diversité des genres algaires est plus faibles en été qu’en hiver avec la
disparition des genres Trentepohlia, Watanabea et Chloroidium

= Le genre Trebouxia est le genre prédominant sur les tombes du Pére Lachaise
guelques soit la saison étudiée.

6. Corrélations entre les espéces ioniques et les phyla microbiens

L’objectif de cette partie est de voir s’il y a une corrélation entre le substrat, son état de dégradation
(présence de gypse) et son contenu ionique, et les communautés microbiennes. Ainsi, différentes
analyses statistiques ont été réalisées afin de voir si la bio-réceptivité de la pierre influence les
communautés microbiennes présentes en surface. A cause de I'état trés dégradé des pierres,
ainsi que de la méthode de prélévement utilisée, les données pétrographiques de la pierre n’ont
pas pu étre obtenues in situ. En se basant seulement sur les types de calcaires identifiés (calcaire
a entroques, Lutétien ou fin), aucune influence de la pierre sur la colonisation biologique n’'a pu
étre établie. En revanche, en se basant sur la composition ionique de la fraction soluble ainsi que
les phyla microbiens identifiés en surface, différentes analyses en composante principale ont été
effectuées.

6.1.Bactéries

L’analyse des données a mis en évidence un effet saisonnier sur les diversités bactériennes avec
notamment une importante diversité en saison hivernale (indices d’alpha-diversité : Richesse
observée et Chao 1). Deux analyses en composantes principales (ACP) reliant les compositions
ioniques et les phyla bactériens ont donc été réalisées en fonction des saisons (Figure 47 et
Figure 48).
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Figure 47 : Analyse en composantes principales des phyla bactériens et des ions solubles en saison hivernale.
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La Figure 47 représente les phyla bactériens ainsi que les concentrations des ions présents sur
les tombes identifiées durant la campagne de préléevement hivernale. La Figure 47 - A montre
deux groupes distincts composés principalement des échantillons prélevés en position horizontale
et en position verticale. L’'examen des variables (Figure 47 - B) montre que les échantillons
verticaux présentent des concentrations en ions sulfates et nitrates assez importantes. Ces
concentrations sont corrélées avec un nombre important d’OTU provenant des phyla
Deinococcota, Chlorophyta et Planctomycetota.

Les échantillons horizontaux présentent quant a eux des concentrations plus importantes en
anions organiques, en calcium, ammonium et potassium. Les phyla corrélées avec ses ions sont
les Actinobacteriota, les Proteobacteria, les Cyanobacteria, les Bacteroidota et les
Acidobacteriota.
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Figure 48 : Analyse en composantes principales des phyla bactériens et des ions solubles en saison estivale.

La Figure 48 a été établie de la méme maniére en pour la campagne de prélévement estivale. La
Figure 48 - A met a nouveau en évidence deux groupes distincts, composés respectivement
d’échantillons prélevés en position horizontale et verticale. Le groupe constitué des échantillons
prélevés en verticale montre des concentrations importantes en sulfates et est majoritairement
composé de Bacteroidota et d’Actinobacteroidota. Le groupe composé des échantillons en
position horizontale montre des concentrations plus importantes en calcium et en ammonium,
ainsi qu’en anions organiques. Le phylum des Chlorophyta est particulierement bien corrélé avec
les concentrations élevées en nitrate en saison estivale.

= Les ACP montrent des résultats assez similaires en fonction des deux saisons
étudiées, avec une séparation des groupes en fonction de leurs orientations.
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6.2.Champignons

Nous avons vu précédemment que les communautés fongiques sont principalement composées
d’Ascomycota. Un effet saisonnier a été remarqué, avec des indices d’alpha-diversité plus
importants en hiver qu’en été (Richesse observée et Chao 1).

L’analyse en composante principale réalisée pour les données de la saison hivernale (Figure 49)
évalue les corrélations entre les contributions des différentes classes d’Ascomycetes et la
composition des fractions solubles. Le facteur position semble encore une fois étre déterminant
dans cette analyse (Figure 49 - A). Comme montré auparavant, le développement des
Dothiedomycetes est favorisé en position verticale tandis que les Eurotiomycetes sont en position
horizontale.
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Figure 49 : Analyse en composantes principales représentant les classes des Ascomycota et les ions solubles des
échantillons en saison hivernale.

7. Discussion

Les études menées sur des échantillons altérés sur le court terme permettent non seulement de
comparer les temps d’altération et d’évaluer pour chacun la contribution de la colonisation
biologique et de la pollution sur l'altération physico-chimique, mais aussi de comparer nos
données a la littérature afin d’évaluer l'influence du milieu sur la sélection des communautés
bactériennes (biosélectivite).

7.1.Bilan comparatif de la colonisation biologique et de I’altération sur le court
et long terme

7.1.1. Faciés d’altération généraux
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Pour étudier le vieillissement de la pierre a court terme, des coupons de calcaire ont été exposés
pendant 5 ans au cimetiére du Pere-Lachaise dans différentes conditions (horizontale et verticale ;
abritée de I'impact direct des pluies et non abritée). Le Tableau 18 résume les résultats principaux
d’altération ainsi que de colonisation biologique aprés cing ans d’exposition.

Tableau 18: Tableau récapitulatif des résultats principaux d’exposition de coupons de calcaire pendant cing ans au
cimetiére du Pére-Lachaise.

Abrité Non abrité
Horizontal & vertical Horizontal (H) \ Vertical (V)
Pas de changement chromatique Patine verte
Peu microorganismes Microorganismes +++
Néoformation de KNOs
[Ca?] et [NO3] élevées en solution Mousses ++ Mousses -
apreés élution Bactéries ++ Bactéries +
Champignons + Champignons ++

Les faciés d’altération identifiés sont principalement chromatiques pour les coupons exposés a
I'impact direct des pluies (EH et EV). Sur ces échantillons, se développe une patine verte, induite
par la croissance de microorganismes photosynthétiques. De plus, sur les coupons horizontaux
s’ajoute un développement de mousse. Pour les coupons abrités, la couleur du calcaire reste
relativement identique, mais du point de vue chimique, KNO3 a été identifié. Les analyses en
microscopie, ainsi qu’en DRX n’ont pas permis de mettre en évidence une altération physico-
chimique notable, hormis la pénétration des rhizoides des mousses dans le calcaire.

L’étude réalisée sur les tombes du Pére-Lachaise avait pour but d’identifier les faciés d’altérations
ainsi que les communautés microbiennes présentes sur ces témoins de 200 ans d’altération en
environnement végétalisé et pollué. Elle a été réalisée suivant trois angles de recherches afin de
comprendre s'il existe un effet de la localisation et de I'environnement proche (effet de la division),
de l'orientation (horizontal ou vertical) ainsi que de la saison (hiver et été), notamment sur la
composition des communautés microbiennes. Le

Tableau 19 récapitule de principaux résultats obtenus en fonction de ces trois paramétres.

Tableau 19: Tableau récapitulatif des principaux résultats en fonction des trois parametres étudiés : la division,
l'orientation et la saison.

Division 25/ 62/ 95 Orientation H/ V Saison E (été) / Hi (hiver)
Gypse en position verticale
[Sulfate] : V>H
[ammonium], [calcium], [phosphate],
[anions organiques] : H >V

[anions organiques] : Hi > E

Nb. microorganismes : 25 Nb. champignons : Hi > E

Nb. microorganismes : H >V 3-div bactérienne + fongique
>62-95 I : e .
. Activité enzymatique : H >V trés différente Hi - E
a-div : 25 > 62-95 . .
a-div:Hi>E

Les échantillons anciens ont été principalement prélevés en conditions non abritées. lls présentent
des patines plutét verdatres dans la division 25 et grise a noire dans les divisions 62 et 95. De
plus, la présence de mousses est observée principalement sur les échantillons horizontaux. Du
point du vu physico-chimique, la présence de croltes salines a été identifiée sur plus d’un tiers
des échantillons.
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7.1.2. Colonisation biologique

Les coupons abrités ne présentent pas de changement chromatique, ce qui est en accord avec
les données de dénombrement microbien, montrant un nombre de bactéries et de champighons
systématiquement supérieur sur les coupons non abrités (

Tableau 19). En position non abritée, le nombre de bactéries est plus important en horizontal qu’en
vertical, contrairement au nombre de champignons plus élevé en horizontal. Cela est cohérent
avec le fait que les bactéries sont particulierement présentes dans les zones ou l'eau est
disponible (Wakefield and Jones, 1998) et donc sur les surfaces horizontales qui augmentent le
temps de rétention (Th. Warscheid and Braams, 2000).

Eyssautier-Chuine et al., (2021) a étudié la colonisation biologique sur trois types de calcaires
Ditrupa, Savonniere et Courville. Aprés 2,5 ans d’exposition, cing genres bactériens ont été isolés
et identifiés sur les trois types de calcaires : Rhodococcus, Arthrobacter, Bacillus, Stenotrophonas
et Microbacterium. Dans cette étude, les genres Rhodococcus, Arthrobacter et Microbacterium
ont pu étre identifiés, sur les coupons exposés aux pluies orientés horizontalement en proportion
trés faibles.

Sur les coupons, deux especes de mousses (bryophytes) ont été identifiées par NGS sur les
échantillons non abrités horizontaux. Il s’agit des espéces Bryum argenteum et Nyholmiella
obtusifolia (données non montrées) qui sont fréquemment observées en France (Hodgetts and
Lockhart, 2020). Leur présence seulement en position horizontale s’explique par les conditions
de développement de mousses qui nécessitent un fort apport en eau (et en humidité) pour leur
croissance. La position horizontale favorise donc la stagnation de I'eau contrairement a la position
verticale (Proctor, 1990).

Sur les tombes anciennes non abritées des pluies, la colonisation biologique semble étre
principalement régie par I'orientation. En effet le dénombrement bactérien et fongique (cultivable
hétérotrophe) montre un nombre de microorganismes, ainsi qu’une activité enzymatique,
beaucoup plus importante sur les échantillons en position horizontale. Cela est cohérent avec une
présence d’eau plus importante et plus longue, qui peut tout de méme varié en fonction des
propriétés pétrophysique de la pierre, et sa capacité a capter et restituer I'eau au cours du temps.
Un effet de la division est seulement visible sur le nombre de bactéries qui est plus important dans
la division végétalisée. Quant a I'effet saisonnier, celui-ci est principalement visible sur le nombre
de champignons qui semble étre plus important en été qu’en hiver. Cela pourrait étre induit par la
capacité des champignons a se développer dans des conditions d’humidité relative plus faible que
les bactéries.

La diversité bactérienne peut également étre comparée. Afin de la caractériser, deux indices
(alpha-diversité et béta-diversité) ont été utilisés. L'indice d’alpha-diversité correspond au nombre
d’OTU identifiées (la richesse) dans les échantillons. Les résultats montrent que cet indice n’est
pas affecté par la position méme si le nombre de bactéries cultivables hétérotrophes est plus
élevé en position horizontale. La richesse bactérienne semble étre favorisée dans la division
végétalisée, ce qui pourrait étre expliqué par I'effet d’'un microclimat qui pourrait prévenir de I'effet
de I'évaporation d’eau et ainsi faciliter le développement microbien. Enfin, la richesse bactérienne
semble étre sensible a l'effet saisonnier, avec une plus grande richesse (richesse observée et
Chao1) en hiver qu’en été pour la majorité des échantillons. Encore une fois, I'apport en eau
notamment en hiver pourrait étre le facteur majeur conduisant a une prolifération bactérienne plus
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importante. L’indice de béta-diversité permet d’évaluer la similarité ou non de deux échantillons
en termes d’'abondance d’OTU. La comparaison des communautés bactériennes en hiver et en
été a montré des indices de béta-diversité tres important pour un méme échantillon, indiquant
ainsi de fortes variations des communautés bactériennes en fonction de la saison.

7.1.3. Comparaison des communautés microbiennes sur le court et
long terme

Rubellimicrobium, Sphingomonas,
Methylobacterium-Methylorubrum, Rubellimicrobium, Sphingomonas,
Flavobacterium Methylobacterium- Methylorubrum,
Truepera, Roseomonas

Lecania, Verrucaria, Macroventura

Devriesia, Vermiconia, Chaetothryriale

Rubellimicrobium, Sphingomonas
et Methylobacterium-
Methylorubrum, Friedmaniella

Extremus, Knufia I

Cladosporium, Aureobasidium,
Ramularia

Rubellimicrobium,
Truepera, Acidiphilium,
Sphingomonas,
Chlorophyta non
identifié

Eurotiomycetes

|
Figure 50: Schéma récapitulatif des genres bactériens (en rouge) et fongiques (en bleu) retrouvés sur les coupons et
les tombes du Pere Lachaise.

Les communautés bactériennes et fongiques ont été représentées a I'échelle taxonomique des
phyla et des genres afin de faciliter la lecture étant donné que de nombreuses multi-affiliations a
I'échelle des espéces sont présentes.

e Les bactéries
Sur les coupons, 5 phyla bactériens ont été identifiés comme étant majoritaires dans I'ensemble
des échantillons : Actinobacteria, Bacteroidota, Deinococcota, Cyanobacteria et Proteobacteria.

Pour les tombes, 6 phyla bactériens ont été identifi€s majoritairement : Abditibacteriota,
Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria, Deinococcota et Proteobacteria. Ces phyla sont
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majoritaires pour les deux saisons étudiées, mais leurs proportions varient. Les phyla Bacteroidota
et Abditibacteriota représentent une plus grande proportion des communautés identifiées en
hiver et les microorganismes phototrophes (Cyanobacteria et Chlorophyta) en été, ce qui est en
accord avec les observations de Nir et al. (2019) qui montrent que dans le désert du Negev les
Bacteroidota sont plus abondantes en hiver et les Cyanobacteria en été.

A court et long termes, les mémes genres principaux sont retrouvés : Rubellimicrobium,
Sphingomonas, Truepera (Figure 50). Ces genres sont fréquemment retrouvés sur les
monuments en pierre (Li et al., 2016; Mihajlovski et al., 2017; Coelho et al., 2021).

= Ainsi, de maniére générale, les mémes phyla sont identifiés sur les échantillons exposés
a court et long terme. L’apparition de 2 phyla supplémentaires sur les tombes peut
s’expliquer par des variations. Pour les échantillons exposés a court terme différentes
espéces de Chlorophyta ont été identifiés tels que Planctonema lauterbornii, Myrmecia
israeliensis, Ettlia pseudoalveolaris ou encore Xylochloris irregularis (données non
montrées), mais en proportions trés faibles (< 1 %) ce qui explique leur absence sur les
graphiques. Malgré leurs faibles abondances en termes d’OTU, les Chlorophyta présents
induisent une forte patine verte sur les échantillons exposés (H et V).

= Le fait que les communautés soient affectées par la saison met en évidence que les
bactéries identifiées sont représentatives des conditions environnementales actuelles et
ont pu de fait évoluer au cours du temps. Certes, on ne peut donc pas connaitre les
conditions passées mais on peut établir de maniére plus précise des corrélations avec
'environnement actuel.

= Les échantillons altérés 5 ans en atmosphére réelle ne présentent pas de trace
notable d’altération hormis la colonisation biologique qui induit un changement
chromatique et une possible altération physique des mousses sur les échantillons
non abrités de la pluie. L’altération est en revanche visible sur les échantillons
anciens avec notamment la présence sur plus d’un tiers des échantillons de croiite
saline composée de gypse. De plus de nombreuses patines colorées (verte, violette,
grise, noire) sont visibles sur la quasi-totalité des échantillons. La colonisation
biologique est relativement similaire sur les échantillons altérés sur le court et long
terme. On retrouve une patine verte sur les surfaces verticales et des mousses en
position horizontale. Ces différences sont induites par la présence d’eau qui va
également varier en fonction des saisons. La colonisation biologique est donc
rapide a se mettre en place alors que I'altération chimique est plus lente et donc
plus difficile & observer sur le court et long terme.

7.2.Sélection des communautés par I’environnement

A l'échelle des échantillons étudiés au cimetiére du Pére Lachaise, aucun effet du type de
calcaires (bio-réceptivité) n’a pu étre mis en évidence sur la composition des communautés
microbiennes.

7.2.1. Les bactéries : le role de I'eau

L’étude des genres permet de mettre en évidence le réle de I'environnement et en particulier de
leau.
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Ainsi, le genre Flavobacterium est présent majoritairement sur les coupons horizontaux, et plus
particulierement non abrités. Ce genre est fréquemment associé aux systemes aquatiques (Li et
al., 2016). Il est donc cohérent de le retrouver en proportion importante en position horizontale,
position favorisant la rétention d’eau (Bernardet and Bowman, 2006). Ce genre Flavobacterium
est fréquemment observeé sur des faciés de bio-altération (Tayler and May, 1991; Pinheiro et al.,
2019; Coelho et al., 2021; Y. Zhang et al., 2023).

Certains genres sont présents en hiver et en été : Truepera, Acidiphilium, Rubellimicrobium,
Sphingomonas, ainsi que des genres non identifiés appartenant a la famille des
Chroococcidiopsisceae. Ces genres sont également souvent identifiés sur les monuments en
pierre indépendamment du facteur saisonnier (Li et al., 2016; Dyda et al., 2021). Ces genres
semblent donc étre relativement ubiquistes.

Les genres algaires montrent des variations saisonniere importante. La diversité algaire est plus
importante en hiver qu’en été sur les tombes, cela est montré par les indices d’alpha-diversité,
mais aussi par le nombre de genres algaires plus important. En paralléle, en été, 'abondance
relative des Cyanobacteria sur les tombes est plus importantes.

En hiver, une patine verte est visible sur les monuments en pierre, notamment induite par un
apport en eau plus important et une irradiation solaire plus faible. En été, les algues vertes
pourraient étre remplacées, notamment par des cyanobactéries, beaucoup plus résistantes au
phénoméne de dessiccation ainsi qu’a une irradiation solaire plus importante. Ce changement de
communautés peut induire un changement de couleur de la patine pouvant aller vers des teintes
orangées voir violettes.

= Les communautés bactériennes sont donc fortement influencées par I’apport en
eau, favorisant ainsi en hiver les genres nécessitant des apports en eau plus
importants et en été les microorganismes plus tolérants a la dessiccation comme
les cyanobactéries.

7.2.2. Les champignons : le role de I’eau et du rayonnement solaire

En position abritée, les genres Cladosporium, Aureobasidium et Ramularia sont tres présents. Ce
sont des hyphomycétes, c’est-a-dire des champignons dont les hyphes se développent au sein
du réseau poreux de la pierre. Les genres Cladosporium et Aureobasidium sont fréquemment
identifiés sur les monuments en pierre sous climat tempéré humide (Pinheiro et al., 2019; Rosado
et al., 2020; Paiva et al., 2022). lls ont donc besoin d’humidité mais sont relativement ubiquistes.

En position non abritée, les communautés fongiques sont tres différentes en fonction de
I'orientation verticale ou horizontale. Les coupons horizontaux sont colonisés principalement par
les genres Lecania, Verrucaria et Macroventuria. Lecania et Verrucaria sont des genres fongiques
lichenisé, c’est-a-dire vivant en symbiose avec des microorganismes phototrophes, formant ainsi
des lichens. Le genre Lecania correspond a un lichen crustacé fréquemment retrouvé sur les
pierres (Saiz-Jimenez, 1984; Reese Naesborg et al., 2007; Essilmi et al., 2019; Dyda et al., 2021).
Dans I'étude de Fuentes et al. (2021), les lichens sont principalement retrouvés sur les surfaces
les plus exposées au rayonnement solaire, ce qui est en accord avec notre étude ou les
champignons lichenisés se retrouvent principalement en position non abritée horizontale. En effet
les champignons lichenisés ont une forte capacité a résister aux surfaces exposées a un fort
rayonnement solaire (Kranner et al., 2008). Le genre Verrucaria a notamment été identifié en
Pologne sur des tombes en gres et en calcaire (Owczarek-Koscielniak et al., 2020). Les coupons
verticaux sont eux colonisés par les genres Devriesia, Vermiconia et la famille des
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Chaetothyriales. Les genres Devriesia et Vermiconia sont des champignons noirs, communément
appelés « black fungi ». lls sont identifiés sur les monuments en pierre, notamment en marbre
(Sterflinger, 1995; Sterflinger and Krumbein, 1997; Seifert et al., 2004, Li et al., 2018; Coleine and
Selbmann, 2021; De Leo et al., 2022).

Enfin les communautés fongiques étudiées montrent une prédominance des phyla Ascomycota
et Basidiomycota, en accord avec Li et al. (2016) sur les pierres calcaires. Les genres Knufia et
Extremus sont identifiés dans la majorité des échantillons verticaux en hiver comme en été. Le
genre Knufia correspond a un champignon noir et a été identifié sous deux formes au sein de
'ensemble des échantillons Knufia sp. et Knufia marmoricola. Ce genre est souvent noté sur les
monuments en pierre, notamment ceux composés de calcaire et de marbre (Owczarek-
Koscielniak and Sterflinger, 2018; De Leo et al., 2019; Owczarek-Koscielniak et al., 2020; Isola et
al., 2022; Toreno et al., 2024). Le genre Knufia correspond a un genre trés résistant au stress
climatique, ce qui explique notamment sa forte présence en été et en hiver sur les surfaces
verticales ou la variation hydrique de la pierre est plus importante (Breitenbach et al., 2018). Enfin,
le genre Extremus est présent sous deux espéces dans cette étude : Extremus sp. et Extremus
adstrictus. Extremus adstrictus a été retrouvé sur un mur en dolomite en Pologne ainsi que sur
des formations calcaires a Mallorque en Espagne (Owczarek-Koscielniak, 2020). Ponctuellement,
d’autres genres fongiques tels que Penicilium, Neodevriesia, Coniosporium, Acremonium et
Vermiconia ont été identifiés sur différents échantillons. La majorité de ses genres sont des black
fungi, frequemment retrouvés sur des calcaires ou sur du marbre (Isola et al., 2016).

L’étude de Toreno et al., (2024) a étudié la recolonisation de statue en calcaire neuf ans aprées
son nettoyage par des biocides. Les genres fongiques retrouvés aprés nettoyage sont
principalement des « black fungi ». Les communautés fongiques issues de cette recolonisation
sont plus proches de celle retrouvée sur les tombes du Pére-Lachaise, notamment avec la
prédominance du genre Knufia, que de celle retrouvée sur les coupons exposés pendant cing
ans.

= Les champignons, notamment les « black fungi » peuvent survivre a des conditions
plus extrémes et semblent donc moins dépendants des facteurs environnementaux.

7.3.Interactions pollution - microorganismes

Les échantillons en position abritée et/ou verticale sont plus soumis au dépét sec des polluants
gazeux (NOx, SO). Des variations en fonction de I'orientation peut donc révéler leur réle sur les
communautés bactériennes.

e Le cycle de l'azote

Aprés 5 ans d’exposition, les genres Flavobacterium, Methylobacterium-Methylorubrum,
Roseomonas, Friedmaniella, Nocardoides et Marmoricola sont retrouvés en proportion
importante, quelles que soient leur position et/ou leur orientation. Une grande majorité de ses
genres sont en mesure d’utiliser les composés azotés et notamment les nitrates comme source
de nutriments (Zhang et al., 2008; Iwai et al., 2010; Cui et al., 2013; Cua and Stein, 2014). lls
sont donc capables de dégrader les nitrates. Les genres Truepera et Roseomonas, sont plutot en
position verticale. L’espéce Roseomonas vinacea qui représente environ 50 % des Roseomonas
retrouvées en position abritée (ou la concentration en nitrates est plus importante) peut réduire
les nitrates en nitrites (Zhang et al., 2008). Le genre Truepera principalement retrouvé en position
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non abritée et verticale est aussi une bactérie dénitrifiante (Huang et al., 2019; Shi et al., 2022;
Fan et al., 2022; Zhao et al., 2023; Zhang et al., 2024). Sur les tombes anciennes, les genres
bactériens Truepera et Rubellimicrobium sont également retrouvés.

En revanche, les membres de l'ordre des Rhizobiales connus pour étre des fixateurs d’azote
atmosphérique transformant le N, atmosphérique en NHs qui sera sous forme NH4* en présence
d’eau sont peu présents. Les genres appartenant a cet ordre tels que Mesorhizobium ou encore
Aureimonas sont en effet en proportion inférieure a 2 % dans les communautés microbiennes des
tombes du Pere-Lachaise. La concentration en ion ammonium, plus importante en position
horizontale, ne serait donc pas induite par une plus forte proportion de microorganismes fixateurs
d’azote, mais plutét par la pollution ou par I'eau de pluie qui a de plus fortes chances de stagner
dans cette position.

Pour les champignons, le genre Cladosporium a été identifié par plusieurs études comme étant
un des premiers champignons colonisateurs des pierres calcaires en milieu urbain pollué (Pitzurra
et al., 2003; Moroni et al., 2004; Moroni and Pitzurra, 2008). De plus, certaines études ont montré
une corrélation entre le genre Cladosporium et les bactéries impliquées dans le cycle de I'azote
(Gardner et al., 2022; Y. Zhang et al., 2023), ce qui est concordant avec les données en position
abritée. Le genre Ramularia, est majoritairement représenté par 'espéce Ramularia Pratensis.
Cette espéce est considérée comme un hyphomyceéte phytopathogéne et est capable d'utiliser les
nitrates comme source d’azote pour leur croissance (Fries and Gunnerbeck, 1981). L’étude
d’Essilmi et al. 2019 a mis en évidence que la croissance de I'espéce Lecania erysibe était
favorisée a de forts taux de pollution azotée.

Par ailleurs, que cela soit a court ou a long temps d’exposition, la présence de patine verdatre est
fréquemment visible. Cette patine est principalement induite par la présence de microorganismes
photosynthétiques telles que les algues vertes et les cyanobactéries. Ces microorganismes
utilisent les composés azotés comme sources de nutriments. D’aprés les discussions avec les
conservateurs du Pére-Lachaise, les phénoménes de verdissement des monuments et
principalement des tombes sont assez récurrents depuis une vingtaine d’années. Plusieurs
auteurs expliqguent ce phénomeéne de verdissement par un effet de la pollution atmosphérique et
notamment par la baisse de SO, couplé a une stagnation voire a une augmentation des NOy
(Galloway et al., 2004; McCabe et al., 2011; Smith et al., 2011; Cutler et al., 2013b). Cet effet
d’eutrophisation des algues provoqué par les pollutions azotées expliquerait cette patine verte
trés importante sur les coupons de calcaire aprés 5 ans d’exposition.

= La présence de certains genres majoritaires montre le que les communautés
bactériennes sont en mesure de s’adapter a une source de pollution majeure
actuelle, les NOx.

e Altération chimique vs. biologique

Du point de vue de l'altération physico-chimique, des différences notables sont visibles entre les
coupons de calcaire exposé pendant 5 ans a 'atmosphére parisienne et les tombes du cimetiére
du Pére-Lachaise datant de 200 ans. Dans le cas des tombes, la formation de gypse a été
identifiée sur un tiers des échantillons étudiés. Celui-ci avait aussi été observé par Balland-Bolou-
Bi et al. (2016) sur la stele d’'une tombe dans ce méme cimetiére. Le gypse est un sel fréquemment
rencontré sur les monuments en pierre calcaire (Bonazza et al., 2007; Balland-Bolou-Bi et al.,
2016; Saheb et al., 2016). Ce sel se forme a la surface des calcaires en présence de forte
concentration en SO, atmosphérique (Camuffo et al., 1983). Au cours du XIXeme et du XXeme
siécle, le SO, atmosphérique était 'une des principales causes de pollution, ayant entrainé
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plusieurs épisodes de smog en Europe et aux Etats-Unis. Il était également en fortes
concentrations a Paris (AIRPARIF, 2020). Mais sa concentration a fortement diminué depuis les
années 1950 grace aux politiques de réduction de la pollution soufrée (par les industries). Sur les
coupons exposés sur la période 2016-2021, la formation de gypse n'est pas observée.
Cependant, I'analyse par chromatographie ionique des élutions provenant des différents
échantillons a montré de fortes proportions de sulfates solubles sur 'ensemble des échantillons
verticaux, ce qui est cohérent avec la présence de gypse, provenant probablement de sa
dissolution.
= |l est donc possible que 5 ans d’exposition ne soient pas suffisants pour former du gypse,
d’autant plus que les conditions atmosphériques actuelles sont beaucoup moins
favorables que par le passé. Des études ont en effet montré que la formation de gypse a
la surface de la pierre calcaire dépendait du ratio entre le SO; et le NO, atmosphérique
(Moroni et al., 2004; Gibeaux et al., 2018). L’étude de Moroni et al. (2004), montre que
pour un ratio SO2/NO; inférieur a 1:6, aucune formation de gypse n’est visible. Les
données de Brimblecombe et Lefevre (2021) indiquent que les concentrations moyenne
annuelles de SO, et NO; a Paris en 1950 étaient respectivement de 225 ug.m= et de 50
ug.m3, équivalent a un ratio de SO,/NO; de 4:1 contre un ratio de 1:30 en 2013 (données
AIRPARIF, moyenne annuelle en SO; : 1ug.m=2 et NO, : 30 ug.m=3). Les concentrations
actuelles en SO, et NO2 ne permettraient donc pas la formation de gypse, ce qui est en
accord avec son absence sur les échantillons exposés entre 2016 et 2021. Par ailleurs, la
diminution du SO, atmosphérique augmente la proportion relative d’autres polluants tels
gue les NOx ou encore le NH4".

Toutefois, le gypse présent sur les surfaces verticales des tombes peut influencer le
développement des microorganismes. Les genres majoritaires sur les calcaires du Pére-Lachaise
sont Acidiphilium et Rubellimicrobium, ainsi que les Chlorophyta et des Cyanobacteria n’ayant
pas été identifiés jusqu’a I'échelle du genre. Le genre Acidiphilum est connu pour sa capacité a
oxyder les composés soufrés, entrant donc dans le cycle du soufre (Rohwerder and Sand, 2003).
Cela est donc cohérent avec la présence de gypse sur les tombes du Pére-Lachaise. Comme
expliqué précédemment, les concentrations tres faibles en SO, ne permettent pas la formation
actuelle de gypse. Le gypse retrouvé sur un tiers des tombes étudiées au cimetiére du Pére
Lachaise correspondrait donc a des vestiges de pollution passée, notamment au cours du XXéme
siécle. Cependant I'étude de Moroni et Pitzurra (2008) a mis en évidence que la formation de
gypse peut continuer en absence de SO, atmosphérique en respectant certaines conditions : (1)
une formation de gypse préexistante, (2) la présence de champignons (ex : Cladosporium), qui
dans des conditions de vie optimales (humidité relative importante), libérent des acides
organiques capable de mobiliser les ions Ca?* et SO4* du gypse, et enfin (3) une forte humidité
relative qui engendre des phénomeéenes de dissolution et re-précipitation pouvant entrainer la
croissance de gypse.

Sur les coupons, une phase — le KNO3; — a tout de méme été identifiée. Celle-ci avait notamment
été observée sur une stéle du cimetiére du Pére-Lachaise par Balland-Bolou-Bi et al. (2016), ainsi
gue sur de nombreux autres monuments en pierre notamment en Pologne (climat tempéré) et en
Egypte (climat désertique aride a semi-aride) (Marszatek et al., 2019; Magdy Abdullah et al.,
2023). Le KNO3 n’a pas été identifié par nos analyses sur les tombes du Pére Lachaise, cela
pourrait étre d0 soit par son absence soit par sa présence en trés faible proportion le rendant
guasiment indétectable. La présence de ce sel est généralement interprétée comme étant induite
par des remontées capillaires d’eau provenant du sol, riche en potassium et en nitrate, vers la
pierre. Cependant, dans cette étude les coupons de calcaire ne sont pas en contact direct avec
le sol et ne sont donc pas soumis a des remontées capillaires. Balland-Bolou-Bi et al. (2016) ont
émis I'hypothése que la présence de KNOs était biologiguement induite, notamment par la
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présence de microorganismes fixateurs d’azote. Au contraire, Marszatek et al. (2019) dans son
étude explique que la formation de KNOj serait liée a la pollution atmosphérique et notamment a
la présence de composés oxydants tels que 'ozone (Os) ou encore des radicaux libres (HO")
capable d’'oxyder les NOx en NOs.

L’absence de microorganismes fixateurs d’azote dans cette étude conforte I'hypothése que
l'origine du KNO3 pourrait étre plutét liée & la pollution atmosphérique et & mettre en relation avec
'augmentation des NOy. En effet, la présence de NOy peut induire des dépbts secs sur les
coupons abrités, qui seraient été oxydés en présence de fort taux d’'ozone et/ou de radicaux libres
(HO"). Cette hypothése est également confirmée par les genres majoritaires trouvés sur les
coupons abrités (Nocardiodes, Friedmanniella, Methylobacterium-Methylorubrum, Sphingomonas
et Rubellimicrobium). Au sein de ces genres, de nombreuses espéces sont des bactéries
dénitrifiantes (i.e. pouvant réduire les nitrates). Les microorganismes s’adaptent donc aux
nutriments disponibles dans un milieu, ici du NOs™ (lwai et al., 2010; Cui et al., 2013; Cua and
Stein, 2014; Xing et al., 2018; Yun et al.,, 2019; Alessa et al., 2021). Cette étude met donc
clairement en évidence un réle de la pollution sur la sélection des communautés microbiennes et
donc sur les phases d’altération.

7.4.R6le des microorganismes sur la bio-altération

e Bactéries

Au-dela de leur effet chromatique, nous avons vu que les bactéries pouvaient avoir différents
impacts physico-chimiques (cf Chap. 1 § 3.2). Il est difficile & ce stade de connaitre quels sont les
effets a imputer a chaque espéce bactérienne. Mais on peut suspecter le réle de certaines. Par
exemple, le genre Acidiphilium produit des enzymes permettant I'oxydation des sulfures en
sulfates (Rohwerder and Sand, 2003).

o Effet délétere des champignons sur 'altération

Les champignons peuvent eux aussi avoir un effet significatif sur l'altération des calcaires. Les
« black fungi » fortement présents sur nos échantillons sont considérés comme les champignons
les plus préoccupants en termes de bio-détérioration de la pierre, notamment par leur caractére
ubiquiste ainsi que par leur grande capacité a recoloniser rapidement un monument aprées leur
restauration (Sterflinger and Pifiar, 2013; Pinheiro et al., 2019; De Leo et al., 2022; Toreno et al.,
2024). Parmi les « black fungi », de nombreux champignons sont capables de dégrader la pierre
par altération physique (pénétration des hyphes au sein du réseau poreux de la roche) et par
altération chimique, par la sécrétion d’acides organiques (Sterflinger and Krumbein, 1997;
Sterflinger, 2000, 2010). Les Knufia sont a considérer comme d’'importants agents de détérioration
du calcaire (Owczarek-Koscielniak et al., 2020).

En position horizontale, des champignons lichenisés sont principalement identifiés avec les
genres Lecania, Verrucaria et Macroventura. Ces champignons forment des lichens en symbiose
avec des microorganismes photosynthétiques. lls se forment principalement en position
horizontale car ils requiérent un fort apport en eau. La majorité des espéces citées forment des
lichens de type crustacé endolithique, c’est-a-dire que leurs thalles péneétrent en profondeur dans
le réseau poreux de la roche, favorisant ainsi une détérioration physique de la pierre par
désintégration. Par ailleurs le genre Verrucaria a été décrit comme formant des « bio-pitting »,
c’est-a-dire qu’il est capable de former des puits a la surface de la roche induite par la sécrétion
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d’acide organique (Mcllroy De La Rosa et al., 2012).

Les genres Cladosporium et Aureobasidium sont quant a eux en mesure de produire de la
mélanine pouvant induire un changement de couleur de la pierre (Sterflinger, 2000; Trovao et al.,
2020).

= A I’échelle de cette étude, les détériorations induites par les microorganismes
entrainent principalement des changements chromatiques. Le mode de
prélevement des échantillons (sous forme de poudre) ne permet pas I’observation
de facies de bio-détérioration de la pierre. De plus, les oxalates de calcium (minéral
formé par l'action des microorganismes) n’ont pas été identifiés sur les
échantillons.
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Introduction :

Les analyses menées sur les tombes du Pére-Lachaise montrent un bilan de I'altération acquise
dans un environnement évolutif & I'échelle des décennies d’exposition. En particulier, les
communautés microbiennes présentes, ainsi que leur abondance, sont donc plus représentatives
des conditions environnementales actuelles que passées.

Afin de mieux appréhender les processus d'altération observés sur le terrain ainsi que les
interactions entre les calcaires et les microorganismes en fonction des conditions
environnementales, il est crucial de s’orienter vers des simulations en laboratoire. Celles-ci
permettent de mieux contrdler un systeme en y introduisant progressivement des parametres
d’altération clés. De plus, le couplage des mesures biologique et physico-chimigque permet un
suivi en temps réel des mécanismes d'altération en jeu.

Ainsi, plusieurs séries d’expériences ont été menées afin étudier les relations entre les
microorganismes, les conditions environnementales et la détérioration de la pierre calcaire.
Initialement, nous avons opté pour un systéme simple avec un échantillon de calcaire mis en
présence de microorganismes et exposé a une eau de pluie synthétique ayant une composition
similaire a celle des précipitations actuelles a Paris. Cette simulation a été réalisée a la fois dans
la chambre d'interaction matériaux-environnement (CIME2) et dans des flacons de culture.

Dans une étape ultérieure, les échantillons de calcaire ont été préalablement exposés a la
pollution suivant 2 stratégies (Figure 51). La premiére a consisté a soumettre les échantillons a
une pollution particulaire et gazeuse, représentative d'une atmosphére contenant des
concentrations élevées en SO; et en suies. Celle-ci correspond aux conditions de I'ére industrielle
et a I'essor des véhicules automobiles. Dans le second cas, c’est la composition de I'eau de pluie
synthétique qui a été modifiée en y ajoutant des sulfates, des nitrates et de 'ammonium. Cette
modification vise a reproduire les caractéristiques des précipitations présentes dans une
atmosphére passée, actuelle et future. En effet, les politiques environnementales ont
significativement réduit les niveaux de SO, dans l'atmosphére. Cependant, des études menées
dans des pays n'ayant pas adopté ses politiques ont montré que les précipitations présentaient
encore des concentrations élevées de sulfate. Au fil du temps, la diminution du SO
atmosphérique a laissé place a une pollution azotée, caractérisée par des concentrations plus
élevées en nitrate et en ammonium dans les précipitations. Le choix des compositions d’eau de
pluie traduit cette évolution.

Le but de ces expériences est donc de comprendre le comportement des communautés
microbiennes face a des changements environnementaux et leurs implications dans la bio-
détérioration des pierres calcaires du bati.
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Figure 51 : Schéma récapitulatif des différentes conditions étudiées et des sigles employés. PS : pluie synthétique
enrichie en sulfates ; PA : pluie synthétique enrichie en ammonium ; PN : pluie synthétique enrichie en nitrates.
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Chapitre 4.1 : Altération du calcaire sain en présence de pluie en conditions
statiques

Cette série d’expériences correspond a un systéme simplifi€ qui comporte de I'eau de pluie
synthétique de composition représentative d’une pluie actuelle a Paris, du calcaire sain et des
microorganismes issus d’'une communauté microbienne présente sur une tombe du cimetiére du
Pére-Lachaise (Figure 52). Un suivi expérimental des parametres biologiques et chimiques a été
réalisé chaque semaine durant deux mois (63 jours). Par la suite, différentes observations ont été
menées et les communautés bactériennes et fongiques ont été identifiées.

e

Systeme simplifié

PC
+
PCMO
+ +
PMO
+
Eau de pluie 1mL
synthétique Inoculum

Figure 52 : Schéma récapitulatif des conditions expérimentales. (PC: ‘pluie-calcaire’; PCMO : ‘pluie-calcaire-
microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’).

Trois conditions expérimentales (Figure 52) ont été réalisées en triplicats :

- Calcaire sain + eau synthétique, appelée PC (Pluie + Calcaire)

- Calcaire sain + eau synthétique + inoculum microbien, appelé PCMO (Pluie +
Calcaire + Microorganismes)

- Eau synthétique + inoculum microbien, appelé PMO (Pluie + Microorganismes)
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1. Evolution de la composition des microcosmes

Dénombrement par cytométrie en flux

Afin de comparer I'évolution du nombre de microorganismes des différents cas étudiés (PC,
PCMO et PMO), un dénombrement des cellules intactes a été réalisé par cytométrie en flux
(Figure 53). La Figure 53 - B correspond a une représentation du nombre de cellules comptées
par le cytométre & TO et T63.

107
106 EN L o
10°

107 — PC

PCMO
PMO

Nombre de cellules (ICC/mL)

10
T0 T4 T7 T14 721 T28 T35 T42 T49 T56 T63

Figure 53 : Evolution du nombre de cellules intactes (ICC.mL-1) dans les microcosmes au cours du temps. PC : ‘pluie
—calcaire’ ; PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’. Les lettres a et b désigne le
degré de similitude d’apres les tests statistiques de Kruskal Wallis suivi du test post-hoc Conover corrigé Bonferroni.

Le nombre de cellules intactes varie entre 1 000 et 1 000 000 au cours du temps et en fonction
de la composition des microcosmes (Figure 53). Les microcosmes sans ajout de microorganismes
(PC) montrent une augmentation significativement plus faible (mais non négligeable) du nombre
de cellules intactes par rapport aux microcosmes avec ajout d’inoculum microbien, avec des
valeurs comprises entre 1 000 et 10 000 cellules contre 1 000 & 1000 000 de cellules pour PCMO
et PMO. Enfin les différences observées entre les microcosmes avec ajout d'inoculum microbien,
ne sont pas significatives entre elles. La méthode de stérilisation utilisée pour les calcaires est
donc partielle et ne permet pas d’éliminer tous les microorganismes, qui au cours du temps, ont
pu se développer.

Evolution du pH

La Figure 54 illustre I'évolution du pH des solutions au cours du temps.
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Figure 54 : Evolution du pH au cours du temps. PC : ‘pluie-calcaire’ ; PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PMO :
‘pluie-microorganismes’. Les lettres a, b et c désignent le degré de similitude apres le test statistique de Kruskal Wallis
et le test post-hoc corrigé Bonferroni.

Durant I'expérience, le pH des solutions a trés peu évolué avec des valeurs comprises entre 7 et
8,2. A TO, le pH des trois solutions est compris entre 7 et 7,5. Pour les microcosmes contenant
du calcaire (PC et PCMO), le pH évolue assez rapidement (T4) pour se stabiliser a 8,0 + 0,1,
induit par le pouvoir tampon du calcaire. Le pH du microcosme ne contenant pas de calcaire
(PMO) est plus acide et varie entre 7 et 7,5.

Analyse de la composition ionique des solutions au cours du temps

L'évolution de la composition chimique de I'eau de pluie synthétique a été analysée au cours du
temps par chromatographie ionique (Figure 55).

Les ions calcium sont rapidement libérés pour les microcosmes PC et PCMO au cours des guatre
premiers jours de I'expérience. Les concentrations passent de 13 a 24 mg.L™ pour PC et de 13 a
28 mg.L? pour PCMO. Ces niveaux restent relativement stables tout au long de I'expérience et
ne présentent pas de différence significative jusqu'a T49. Pendant toute la durée de I'expérience,
les échantillons PMO conservent des niveaux stables avec des concentrations avoisinant les 15
mg.L?. Ces différences mettent donc en évidence une dissolution de la calcite mais un impact
modéré des microorganismes.

En ce qui concerne les concentrations d'ammonium, une diminution relativement rapide est
observée dans les microcosmes contenant I'inoculum microbien, passant d'environ 2 mg/L a des
concentrations allant de 0 a 0,25 mg.L™* a T21. Les échantillons PC montrent une diminution plus
graduelle au fil du temps et atteignent des concentrations inférieures a 0,5 mg.L* a partir de T56.
La chute plus rapide de la concentration en ammonium dans les microcosmes contenant de
l'inoculum peut étre d0 a la consommation de cet élément par les microorganismes qui sont en
nombre plus important dans ces microcosmes. Sans ajout d’inoculum, les microorganismes
mettent plus de temps pour se développer au sein des échantillons ce qui décalerait dans le temps
cette consommation d’ammonium.
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Figure 55 : Evolution de la concentration (mg.L'Y) en ions présents en solution au cours du temps. Les courbes orange correspondent aux échantillons PCMO (‘pluie-calcaire-
microorganismes’), les courbes bleues correspondent aux échantillons PC (‘pluie-calcaire’) et les courbes grises correspondent aux échantillons PMO (‘pluie-microorganismes’).
Les lettres a, b, et c correspondent au degré de similitude apres test statistique de Kruskal Wallis et test post-hoc Conover corrigé Bonferroni.
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Les concentrations en sodium montrent une concentration assez stable pour les microcosmes
PCMO et PMO avec des concentrations comprises entre 40 et 30 mg.L? pendant toute
I'expérience. La concentration des échantillons PC chute trés rapidement entre TO et T4 passants
de 35 mg.Lt & 5 mg.L? puis reste constante a 5 mg.L? pendant le reste de I'expérience. Les
concentrations plus importantes en sodium pour les microcosmes contenant des
microorganismes sont induites par I'inoculum microbien contenant du NaCl a une concentration
de 9 g.L* (cf. Chap 2 § 4.1.3).

Enfin, les trois échantillons présentent une tendance similaire, caractérisée par une augmentation
progressive de la concentration en magnésium, passant de 1,6 a 2,0 mg.L. Toutefois, les
échantillons PMO maintiennent des niveaux légerement inférieurs aux autres, augmentant de 1,5
a 1,8 mg.L? tout au long de la durée de I'expérience. Cela peut également s’expliquer par une
|égére dissolution du calcaire.

Les ions sulfates et chlorures montrent le méme comportement avec des valeurs trés hautes et
stationnaires, dans les microcosmes avec ajout de microorganismes PCMO et PMO. Les
concentrations en sulfates varient entre 25 mg.L™* a TO et 20 mg.L™* a T63, et les concentrations
en chlorures sont comprises entre 70 et 80 mg.L?! tout au long de I'expérience pour les
échantillons PCMO et PMO. Dans le cas de I'échantillon PC, une diminution significative des
concentrations de deux composés est observée entre TO et T4. Les sulfates passent de 20 a 5
mg.L? et les chlorures de 70 a 20 mg.L, puis ces concentrations restent constantes pour le reste
de I'expérience. Les concentrations en sulfates et en chlorures sont beaucoup plus importantes
dans les microcosmes contenant des microorganismes. Cela pourrait étre induit pour les sulfates
par I'échantillons de calcaire ST10V1 qui montrent des concentrations en sulfates comprises entre
23 et 880 mg.L* (Figure 30 — Annexe 2) et pour les chlorure par la présence de NaCl dans
Iinoculum.

En ce qui concerne les nitrates, les concentrations restent stables pour les trois échantillons entre
TO et T7. Ensuite, une diminution rapide est visible pour les échantillons PMO et PCMO, atteignant
moins de 1 mg.L* alafin de I'expérience. Pour PC, la concentration en nitrates reste stable jusqu'a
T56, avec des valeurs comprises entre 6 et 7 mg.L, puis chute rapidement a moins de 1 mg.L™*
a T63. Cela pourrait étre due au développement de microorganismes dénitrifiant aprés 56 jours
d’incubation.

Enfin, les concentrations en ions phosphate montrent une diminution rapide pour les trois
échantillons sur une période de 14 jours, passant de 0,7 mg.L* 40,1 mg.L?, et ces concentrations
restent stables a 0,1 mg.L? jusqu'a T63.

Les concentrations en acétate présentent des variations similaires pour les échantillons PMO et
PCMO, restant comprises entre 2 et 1,5 mg.L de TO a T35. Pendant cette méme période,
I'échantillon PC montre des concentrations légérement plus élevées, variant entre 2,5 et 3,5 mg.L"
1. A partir de T35, les concentrations des trois échantillons deviennent assez similaires, avec une
diminution allant de 1,5-2,5 -a - 0,6-1,3 mg.L™.

Les ions oxalate et formate suivent des tendances similaires. Les échantillons PC connaissent
une augmentation rapide, passant de 0,2 a 1,3 mg.L* pour le formate et de 0,3 a 0,7 mg.L* pour
les oxalates. Une diminution rapide est ensuite observée au cours des trois derniéres semaines
de I'expérience, c les concentrations d'oxalate passant de 0,5 a 0,1 mg.L? entre T42 et T56, et
les concentrations de formate chutant de 0,8 a 0,1 mg.L™* entre T35 et T42. Pour les échantillons
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PCMO et PMO, les concentrations en formate et en oxalate restent trés faibles pendant toute la
durée de I'expérience, variant entre 0,2 et 0,1 mg.L™.

Enfin, les concentrations en propionate sont similaires pour les trois échantillons, présentant un
plateau entre 0,2 et 0,1 mg.L™? jusqu'a T28, suivi d'une diminution rapide entre T28 et T35, avec
des concentrations inférieures a 0,05 mg.L™.

A partir des concentrations en ions identifiés et du pH mesuré, différentes modélisations de
spéciation ont été réalisées a chaque pas de temps et pour chaque microcosme, utilisant le logiciel
Visual Minteq (Figure 56).

PC PCMO
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a © c ©
ap a0
9 5 == Hydroxyapatite 9 5 === Hydroxyapatite
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Figure 56 : Evolution de l'indice de saturation des phases formées au cours du temps. La ligne rouge correspond au
seuil de saturation, au-dessus duquel les phases sont sursaturées et auraient donc pu précipiter. En dessous de cette
ligne, les phases sont sous-saturées et les ions restent sous forme aqueuse.

Ces modélisations montrent deux phases sont proches de I'équilibre. Il s’agit de I'hydroxyapatite
(Cas(PO4)3(OH)) et de I'oxalate de calcium. Dans le cas de PC et PCMO, I'hydroxyapatite est
constamment au-dessus du seuil de saturation. Cette phase aurait donc pu se former. Il est donc
possible que cette phase soit contrélée par la cinétique ou qu’une phase de phosphate se forme
dans I'expérience mais avec une constante d’équilibre légérement supérieure a celle de la base
de donnée de Visual Minteg. En revanche, dans le cas de PMO, a partir de 7 jours d’incubation,
le produit ionique de I'hydroxyapatite passe en dessous du seuil de saturation. L’'oxalate de
calcium est, pour les trois échantillons est trés proche du seuil de saturation, d’autant plus pour
les échantillons PC entre 4 et 42 jours d’incubation. Il est donc trés probable que cette phase soit
formée dans I'expérience.
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= Différents groupes d’ions ayant des comportements similaires ressortent :

o Les composés azotés (ammonium et nitrate) montrent les mémes tendances
avec une diminution dés les premiers jours d’expérience pour les
échantillons PCMO et PMO contrairement aux échantillons sans
microorganismes. Cette chute rapide pourrait donc étre expliquée par une
consommation rapide des composés azotés par certains microorganismes
présents dans I'inoculum.

o Les ions acétate, propionate et phosphate présentent des évolutions
similaires quelles que soient les conditions.

o Les ions oxalates et formates ont des concentrations qui augmentent sans
ajout d’inoculum. Cette tendance pourrait étre expliqué par un stérilisation
des calcaires trop faible ayant induit le dévellopement de microorganisme.

o Le plateau observé entre 4 et 35 jours d’incubation pour 'oxalate dans les
échantillons PC pourrait étre expliqué par la précipitation d’oxalate de
calcium.

o Les conditions de I’expérience permettent la formation d’hydroxyapatite
dans les échantillons PC et PCMO, expliquant la forte diminution de
phosphate soluble dans les microcosmes.

2. Caractérisation des échantillons
2.1.Observations microscopiques et colorimétrie

Une évolution de l'apparence de la surface des échantillons est visible entre le calcaire non
exposé (Figure 57 - A) et les calcaires altérés (Figure 57 - B et C), notamment par la diminution
de la matrice entre les différents éléments constituant le calcaire marquée par la diminution des
traces blanches. De plus, le calcaire altéré sans ajout de microorganismes semble plus poreux
en surface et |égérement plus clair que le calcaire non altéré. Enfin, le calcaire altéré en présence
de microorganismes montre la formation d’'une patine orangée.

L’évolution de la couleur du calcaire est observable dans I'espace colorimétrique CIELAB (Figure
57 - D). Le calcaire altéré sans ajout de microorganismes montre une trés faible variation de
couleur puisque les points sont assez proches du calcaire non altéré dans la représentation 3D.
Les calcaires altérés avec ajout de microorganismes montrent une variation de couleur beaucoup
plus importante avec une diminution de la clarté (L) et une augmentation des paramétres a et b
(augmentation respective allant vers le rouge et le jaune). La patine orangée des calcaires altérés
en présence de microorganismes est donc confirmée par les données colorimétriques.
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Figure 57 : Photographies au microscope numérique (A) du calcaire St Maximin roche fine avant exposition ; (B) PC
(pluie-calcaire) apres 63 jours d'altération ; (C) PCMO (pluie-calcaire-microorganismes) apres 63 jours d’altération ; (D)
Diagramme en 3D des différences colorimétriques dans l'espace CIELAB.

Les observations microscopiques a plus fort grossissement montrent la présence de plusieurs
structures a la surface des calcaires altérés (Figure 58). Les échantillons altérés sans ajout de
microorganismes (Figure 58 A - E) montrent pourtant une diversité importante de
microorganismes visibles, notamment des structures sphériques vertes et orange (Figure 58 A -
B) pouvant étre assimilées a des microalgues, des colorations orange sans forme distinguable
(Figure 58 - C) ou encore des structures filamenteuses grises et blanches (Figure 58 D - E)
interprétées comme des hyphes de champignons. Les échantillons altérés en présence de
microorganismes montrent quant & eux le méme type de microorganismes présents en grande
quantité. lls se caractérisent par une structure sphérique orange, certainement a I'origine de la
patine orange observée précédemment. Pour tous les échantillons, les microorganismes visibles
semblent s’accrocher sur les cristallisations fines du calcaire (ciment micritique ou
recristallisations sparitiques autour des milioles).
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Figure 58 : Photographies au microscope numérique des échantillons altérés aprés 63 jours d’'immersion ; (A-E) PC
(pluie-calcaire); (F-H) PCMO (pluie-calcaire-microorganismes).

3. Communautés microbiennes

Aprés 63 jours d’incubation, une extraction d’ADN contenu dans l'eau, suivi d’'un séquengage sur
les différents microcosmes a été réalisés afin d'étudier I'évolution de la composition des
communautés bactériennes et fongiques dans ces conditions différentes.

3.1.Bactéries
3.1.1. Indice de biodiversité des communautés bactériennes

Dans un premier temps, les indices de biodiversité alpha et béta ont été calculés a I'’échelle de
'espéce. Par la suite, la composition bactérienne sera déterminée a I'échelle des phyla et des
genres.

Alpha-diversité

Différents indices d’alpha-diversité ont été calculés (Chapitre 2 §3.1.3) et sont présentés dans le
Tableau 20.
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Tableau 20: Indice d'alpha-diversité a I'échelle des espéeces bactériennes.

Ric,h(.—:-.sse Chao 1 Shannon Inyerse
spécifique Simpson
Inoculum 72 75 3,1 12,6
PC 15+1,.3 15,3+1,6 1,2+0,6 31+14
PCMO 88+2,6 101,4 + 10,5 29+0,1 105+1,1
PMO 95,7+8,4 111,1+8,7 3,0+£0,2 9,3+2,7

Les communautés bactériennes issues des échantillons PC présentent la plus faible richesse
spécifique observée avec 15 espéces présentes contre 75 pour l'inoculum, 88 pour PCMO et 94
pour PMO. Les mémes tendances sont visibles pour lindice Chao1, correspondant a une
estimation de la diversité totale, qui prend en compte la richesse spécifique ainsi que les espéces
rares ou non observables. L’indice de Shannon est un indice qui intégre la richesse spécifique
ainsi que lI'équité des présences de ces espéces en prenant en compte les espéces rares.
L’échantillon ayant I'indice de Shannon le plus élevé est I'inoculum suivi des échantillons PMO,
PCMO et PC. L’inoculum et les échantillons PMO présentent dans ces conditions les diversités
bactériennes les plus élevées. Enfin, les indices de diversité Inverse Simpson se basent sur les
especes dominantes et leurs distributions équitables. Ils sont élevés pour les échantillons PCMO,
PMO et I'inoculum montrent que les diversités de ces échantillons sont dominées seulement par
guelgues espéces, contrairement a PC.

Béta-diversité

La Figure 59 est une carte de chaleur représentant l'indice de béta-diversité de Bray-Curtis. Ce
dernier permet de montrer les différences de communautés entre deux échantillons.

Ino PC PCMO PMO
Ino | 1
0.8
PC
0.6
PCMO o4
0.2
- 0
PMO

Figure 59 : Carte de chaleur représentant I'indice bactérien de béta diversité de Bray-Curtis a I'échelle des espéces.
Ino : inoculum initial ; PC : ‘pluie-calcaire’ ; PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

Lorsque I'on compare les communautés présentes entre l'inoculum microbien initial et les
communautés des différents essais (PC, PCMO et PMO), l'indice de béta diversité est compris
entre 0,9et 1 ce qui indigue des communautés totalement différentes et donc que les
communautés bactériennes ont évolué et totalement changé en deux mois d’expérimentation.

Les communautés bactériennes au sein des triplicats sont assez différentes pour les PC (avec
des indices compris entre 0,58 et 0,99) ainsi que pour PMO (avec des indices compris entre 0,61
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et 0,92). C’est au sein des triplicats PCMO que les communautés sont les plus semblables avec
des indices de béta-diversité compris entre 0,25 et 0,29.

Ainsi, lorsque les différentes conditions expérimentales sont comparées entre elles, les indices
de béta diversité sont compris entre 0,6 et 0,99 pour les conditions PC et PCMO, entre 0,59 et
0,83 pour les conditions PCMO et PMO et enfin entre 0,74 et 0,99 pour les conditions PC et PMO.
Les communautés bactériennes sont assez différentes en fonction des différentes conditions
expérimentales.

3.1.2. Abondance des différents phyla dans les communautés bactériennes

Les abondances relatives des différents phyla bactériens présents dans les microcosmes sont
présentées dans la Figure 60. L’inoculum microbien montre la plus grande diversité de phyla, avec
9 phyla présents. Les microcosmes avec ajout d’'inoculum présentent aussi un nombre de phyla
important, respectivement entre 6 et 8 pour PMO et entre 6 et 7 pour PCMO. Enfin PC, sans ajout
d’'inoculum, a le plus faible de nombre de phyla, entre 1 et 4.

100 -
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Figure 60 : Abondance relative des phyla bactériens (en %). Ino : inoculum initial ; PC : ‘pluie-calcaire’ ; PCMO : ‘pluie-
calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

Les Proteobacteria, les Bacteroidota ainsi que les Armatimonadota sont présents majoritairement
au sein des différents échantillons avec des proportions qui varient en fonction de la composition
des microcosmes. Les Proteobacteria représentent environ un tiers de la communauté
bactérienne des conditions PCMO et PMO, 40 % de l'inoculum bactérien et 75 a 100 % des
communautés présentes en PC.

Les Bacteroidota sont majoritairement représentées dans les échantilons PCMO, PMO et
I'inoculum de départ avec des abondances relatives respectivement comprises entre 20 et 23 %,
12 et 40 % et de 30 % pour l'inoculum.
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Enfin, les Armatibacteriota sont présentes dans les échantillons PCMO et PMO, avec des
abondances relatives plus importantes pour PCMO (entre 10 et 15 %) que pour PMO (entre 2 et
5 %).

L’abondance relative des genres présents dans les microcosmes est présentée dans Figure 61.
Les Proteobacteria majoritaires au sein des microcosmes (cf. Figure 60) présentent 4 genres
majoritaires au sein des échantillons PC : Sphingopyxis (21 - 96 %), Brevundimonas (7,4 - 19 %),
Polaromonas (6 - 16 %) et Bosea (0 - 18 %). Pour les échantillons PCMO, les genres majoritaires
représentés sont les Brevundimonas (3 - 8 %), les Polaromonas (8 - 9 %) et les
Sphingoaurandiacus (0 - 9 %). Comme vu précédemment a l'aide des indices de béta diversite,
les compositions des communautés bactériennes sont assez différentes au sein des réplicats
PMO. Le genre Sphingomonas par exemple compose 9 % de la communauté bactérienne d’un
réplicat, mais n’est pas représenté dans les autres. Il en est de méme pour différents genres tels
gue Caulobacter (18 %), Devosia (8 %), Xanthobacteraceae (9 %) et SM2D12 (10 %).

Comme constaté précédemment, les Bacteroidota sont présentes en proportion considérable
dans les échantillons avec ajout d’'inoculum microbien PCMO et PMO. Le genre Flavisolibacter
est bien représenté dans les échantillons PCMO avec une abondance relative comprise entre 8
et 11 %, suivi du genre Hassilia (3-4 %) et de Pedobacter (2-4 %). Enfin, pour les échantillons
PMO, les genres présents sont les Flavobacterium (0-8 %), les Pedobacter (0 - 30 %), les
Flavisolibacter (0-5 %) et la famille Chitinophagaceae avec une abondance relative comprise
entre O et 6 %.

Enfin, le phylum Armatibacteroidota est bien représenté par les Fimbrimonadaceae avec pour les
PCMO des abondances comprises entre 8 et 17 % et pour les PMO avec des abondances
comprises entre 1 et 5 %.
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Phylum Class Order Family Genus
Acidobacteriota | Acidobacteriae Bryobacterales Bryobacteraceae Bryobacter
Actinobacteriota | Actinobacteria | Propionibacteriales MNocardicidaceae MNocardioides
Armatimonadota | Fimbriimonadia | Fimbriimonadales Fimbriimonadaceae unknown genus

Edaphobaculum

Flavisolibacter
Sediminibacterium

Proteobacteria

Alphaprotecbacteria

Rhizobiales

= - Chitinophagales Chitinophagaceae unknown genus
§ b= Cyclobacteriaceae Algoriphagus
g g Microscillaceae Hassallia
k=] g Cytophagales Spirosomaceae Dyadobacter
a @ Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium
Mucilaginibacter
Sphingobacteriaceae Pedobacter
Sphingobacteriales env.0OPS17 unknown genus
Chloroflexi Anaerolineae SBR1031 Adb unknown genus
| Cyanobacteriia Cyanobacteriales |Chroococcidiopsaceae| Aliterella
Obscuribacterales | Obscuribacteraceae unknown genus
Cyanobacteria Vampirivibrionia Vampirovibrionales | Vampirovibrionaceae Vampirovibrio
Deinococcota Deinococci Dtinococca_les Trueperaceae Truepera
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
Clostridia Clostridium sensu stricto 1
Bacillota Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium sensu stricto 13
Planctomycetota | Phycisphaerae Tepidisphaerales WD2101 soil group unknown genus
Acetobacterales Acetobacteraceae Roseomonas
Brevundimonas
Caulobacter
Caulobacterales Caulobacteraceae Phenylobacterium
Micropepsales Micropepsaceae unknown genus
Reyranellales Reyranellaceae Reyranella
Beijerinckiaceae Bosea
Devosiaceae Devosia
Methylopila
Methylopilaceae unknown genus

Allorhizobium-Neorhizobium

Aminobacter

Rhizobiaceae

Mesorhizobium

Xanthobacteraceae

Multi-affiliation

Rhodobacterales

Paracoccus

Rubellimicrobium

Tabrizicola

Rhodobacteraceae

unknown genus

Rickettsiales

S5M2D12

unknown genus

Sphingomonadales

Sphingomonadaceae

Ellin6055

Multi-affiliation

Sphingoaurantiacus

Sphingobium

Sphingomonas

Sphingopyxis

Sphingorhabdus

lGammaproteoba
teria

Burkholderiales

Comamonadaceae

Caenimonas

Polaromonas

Variovorax

Oxalobacteraceae

Multi-affiliation

Enterobacterales

Aeromonadaceae

Aeromonas

Xanthomonadales

Rhodanobacteraceae

Tahibacter

WPS-2

unknown class

unknown order

unknown family

unknown genus

Autres

Ino PC

PCMO PMO

o

Figure 61: Abondance relative des genres bactériens (en %). Ino : inoculum initial ; PC : ‘pluie-calcaire’ ; PCMO : ‘pluie-
calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.
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3.2.Champignons
3.2.1. Indice de biodiversité des communautés fongiques :
Alpha-diversité

Le Tableau 21 regroupe les différents indices d’alpha-diversité calculée au sein des échantillons
PC, PCMO, PMO ainsi que dans I'inoculum ajouté au début de I'expérience.

Tableau 21: Indice des alpha-diversité a I'échelle des especes fongiques.

R|ches§e Chao 1 Shannon Inyerse
observée Simpson
Inoculum 105 108 2,85 6,2
PC 7+2 11,8 + 10,7 0,4+0.6 14+04
PCMO 19+2 22,7+5,2 09+0.0 2,2+0,0
PMO 43+8 44,1 +10,4 22+0.6 6,8+2,3

L'inoculum se distingue par une richesse observée nettement supérieure a celle des autres
échantillons, avec une valeur de 105, comparativement a 7 pour PC, 19 pour PCMO et 43 pour
PMO. Cette tendance se répercute également dans les indices de Chao 1 et de Shannon.

Les échantillons PC et PCMO présentent des indices Inverse Simpson plus bas, indiquant une
répartition plus équitable et uniforme des abondances des espéces. En contraste, les échantillons
PMO et l'inoculum, avec des indices Inverse Simpson respectifs de 6,2 et 6,8, témoignent d'une
prédominance de quelques espéces majeures au sein de leurs communautés.

En résumé, l'inoculum affiche une diversité plus élevée que les échantillons PC et PCMO. Ces
derniers se caractérisent par une distribution équitable des espéces, alors que les échantillons
PMO et l'inoculum montrent une prépondérance d'un petit nombre d'espéces dominantes.

Béta-diversité

La Figure 62 correspond a une carte de chaleur illustrant les indices de béta-diversité de Bray-
Curtis.

Les coefficients de similarité de Bray-Curtis, utilisés pour évaluer les différences de composition
des communautés fongiques entre divers échantillons, ainsi que l'inoculum, varient entre 0,98 et
1. Ces valeurs signalent des dissemblances importantes, suggérant que la communauté fongique
de l'inoculum différe radicalement de celles observées dans les autres échantillons.

Des dissemblances significatives sont également apparentes parmi les communautés présentes
dans les échantillons PC. Les coefficients de Bray-Curtis se situent entre 0,01 et 1. Ainsi, parmi
les trois échantillons constituant le triplicata, deux sont identiques en termes de composition
fongique tandis que le troisieme se distingue nettement.

Concernant les triplicats PCMO, les coefficients de dissemblance, se situant entre 0,01 et 0,18,
témoignent d'une faible variation. Les communautés fongiques au sein de ces triplicats sont
pratiquement identiques.
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Figure 62 : Carte de chaleur représentant les indices fongiques de béta diversité de Bray-Curtis. Ino : inoculum initial ;
PC : ‘pluie-calcaire’ ; PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

Enfin, pour les triplicats PMO, les indices de Bray-Curtis se situent entre 0,72 et 0,86, signifiant
gue les communautés sont différentes les unes des autres.

Lorsque l'on compare les communautés fongiques entre les échantillons PC et PCMO, les
coefficients de Bray-Curtis oscillent entre 0,38 et 0,56, révélant une différence modérée entre ces
deux communautés fongiques.

En revanche, les échantillons PMO affichent des coefficients de Bray-Curtis compris entre 0,37 et
0,86, ce qui traduit une divergence de modérée a marquer.

= Les communautés fongiques observées dans les échantillons PMO se distinguent
considérablement de celles présentes dans les échantillons PC et PCMO.

3.2.2. Abondance relative des phyla et genres fongiques

Phyla

Parmi les échantillons analysés, une proportion significative d’ADN fongique n'a pas pu étre
identifiée a l'aide de la base de données UNITE. Parmi les séquences d'ADN identifiées, deux
phyla dominants ressortent : les Ascomycota et les Basidiomycota (Figure 63). Ces deux phyla
sont présents dans les échantillons PC, PMO et dans I'inoculum, mais leurs proportions varient.

L'inoculum, introduit au début de I'expérience, est composé de 85 % d'Ascomycota. D'autres phyla
ont également été identifiés, tels que les Basidiomycota, les Chytridiomycota, les Mucoromycota
et les Rozellomycota, mais dans des proportions moindres.

En ce qui concerne le triplicat PC, la composition fongique varie considérablement entre les
échantillons. Le premier échantillon est composé a 95 % de Basidiomycota, le deuxieme ne
contient pas d'/ADN fongique identifiable et le troisieme présente une composition équilibrée avec
50 % d'Ascomycota et 50 % de Basidiomycota.

Pour PCMO, de I'ADN fongique a été identifié, mais sa classification taxonomique au niveau du
phylum n'a pas pu étre établie.

Enfin, pour PMO, la composition semble majoritairement composée d'Ascomycota, avec deux
échantillons affichant respectivement des proportions de 61 % et 93 %. Les Basidiomycota sont
également présents, mais dans des proportions plus faibles, environ 15 %.
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Figure 63 : Abondance relative des phyla fongiques (en %). Ino : inoculum initial ; PC : ‘pluie-calcaire’, PCMO : ‘pluie-
calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

= Les phyladominants identifiés sont les Ascomycota et les Basidiomycota, avec des
proportions variables entre les échantillons. L'inoculum se caractérise par une
prédominance d'Ascomycota, tandis que la composition fongique des autres
échantillons, comme PC, PCMO et PMO, présente des variations importantes en
termes de proportions et de diversité taxonomique.

Genre

La Figure 64 présente l'abondance relative des différents genres fongiques au sein des
échantillons, ainsi que leur classification taxonomique associée. Dans l'ensemble des
échantillons, un nombre restreint de genres fongiques a été identifié. Au total, entre 7 et 75 % des
champignons présents dans ces échantillons n'ont pas pu étre identifiés.

L'inoculum initial se distingue par la présence du plus grand nombre de genres identifiés. Parmi
ceux-ci, les genres Knufia (55 %) et Extremus (7 %) dominent. D'autres genres tels que
Rhinocladiella, Penicillium, Thelebolus, Metapochonia, Buckleyzyma, Fimicolochytrium et
Acremonium ont été retrouvés, mais leur proportion est inférieure a 4 %. Seulement deux genres
ont été identifiés au sein de PC, Periconia et Pseudotomentella. Dans PCMO, aucun genre
fongique n'a pu étre reconnu. Quant a PMO, le genre Gamszarea varie entre 3 et 57 %, le genre
Penicillium entre 0 et 57 % et la classe Agaricomycetes entre 0 et 16 %.

= L'inoculum initial se caractérise par la présence de plusieurs genres, tandis que les
autres échantillons montrent une diversité plus limitée. Certains genres sont
prédominants, comme Knufia et Extremus dans I'inoculum, et la diversité
taxonomique des genres fongiques varie considérablement entre les différents
échantillons.
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Phylum Classe Ordre Famille Genre

Mycosphaerellales Extremaceae Extremus
Dothideomycetes
Pleosporales Periconiaceae Periconia
Herpotrichiellaceae Rhinocladiella
Chaetothyriales

Eurotiomycetes Trichomeriaceae Knufia
Eurotiales Aspergillaceae Penicillium
Leotiomycetes Thelebolales Thelebolaceae Thelebolus

Ascomycota

Sordariomycetes

Metapochania

Clavicipitaceae

Pochonia

Hypocreales

Beauveria

Cordycipitaceae

Gamszarea

Acremonium

Hypocreales FIS*

Hypocreales GIS*

Basidiomycota

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Agaricomycetes

Thelephorales

Thelephoraceae

Pseudotomentella

Cystobasidiomyceteq

Cystobasidiomycetes 0I5

Buckleyzymaceae

Buckleyzyma

Chytridiomycota

Spizellomycetes

Spizellomycetales

Powellomycetacead]

Fimicolochytrium

Fungi PIS*

Fungi CIS*

Fungi OIS*

Fungi FIS*

Fungi GIS*

Rozellomycota

Rozellomycota CIS*

Rozellomycota OIS*

Rozellomycota FIS*

Rozellomycota GIS*

Autres

calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

3.3.Algues
3.3.1. Indice de biodiversité

Alpha-diversité

Figure 64: Abondance relative des genres fongiques (en %). Ino : inoculum initial ; PC : ‘pluie-calcaire’ ; PCMO :

80

Rlchess,e Chao 1 Shannon I_nverse

observée Simpson
Inoculum 36 39,3 15 2,4
PC 43+0,9 43+0,9 0,3+0,0 1,1+0,0
PCMO 19,7+1,8 35,5+ 14,3 0,9+0,0 2,2+0,0
PMO 31,7+29 33,2+3,8 2,1+0,5 6,3+2,3

Beta-diversité

La Figure 65 correspond a une carte de chaleur illustrant les indices de béta-diversité de Bray-
Curtis. Les coefficients de similarité de Bray-Curtis, utilisés pour évaluer les différences de
composition des communautés algaires entre divers échantillons, ainsi que l'inoculum, varient
entre 0,98 et 1. Ces valeurs signalent des dissemblances importantes, suggérant que la
communauté algaire de l'inoculum différe radicalement de celles observées dans les autres
échantillons.

Des dissemblances significatives sont également apparentes parmi les communautés présentes
dans les échantillons PC. Les coefficients de Bray-Curtis se situent entre 0,01 et 1. Ainsi, parmi
les trois échantillons constituant le triplicata, deux sont identiques en termes de composition
fongique tandis que le troisieme se distingue nettement.
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Concernant les triplicats PCMO, les coefficients de dissemblance, se situant entre 0,15 et 0,2,
témoignent d'une faible variation. Les communautés fongiques au sein de ces triplicats sont
pratiguement identiques.

Ino PC PCMO PMO
Ino B
0.8
PC
0.6
PCMO 0.4
0.2
- 0
PMO

Figure 65: Carte de chaleur des indices de beta-diversité de Bray-Curtis pour les communautés algaires. Ino : Inoculum
; PC : 'pluie-calcaire' ; PCMO: 'pluie-calcaire-microorganismes'; PMO: 'pluie-microorganismes'.

Enfin, pour les triplicats PMO, les indices de Bray-Curtis se situent entre 0,6 et 0,8, signifiant que
les communautés sont assez différentes les unes des autres.

Lorsque l'on compare les communautés fongiques entre les échantillons PC et PCMO, les
coefficients de Bray-Curtis oscillent entre 0,3 et 0,9, révélant une différence modérée entre ces
deux communautés algaires.

En revanche, les échantillons PMO affichent des coefficients de Bray-Curtis compris entre 0,5 et
0,9, ce qui traduit une divergence de modérée a marquer.

= Les communautés algaires observées dans les échantillons PMO se distinguent
fortement de celles présentes dans les échantillons PC et PCMO.

3.3.2. Abondance relatives des phyla et genres algaires

Phyla

La Figure 66 illustre les différents phyla algaires identifié dans les microcosmes. Pour 'ensemble
des microcosmes, le phylum des Chlorophyta est largement majoritaire avec des proportions
comprises entre 79 et 100%. Les Bryophyta ont seulement été identifiés dans un des
microcosmes PMO (‘pluie-microorganismes’) avec une abondance relative de 21%.
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Figure 66: Abondance relative des phyla algaires (en %). Ino : Inoculum ; PC: 'pluie-calcaire’; PCMO : 'pluie-calcaire-
microorganismes' ; PMO : 'pluie-microorganismes'.

Genre

La Figure 67 présentes les genres algaires identifiés dans les différents microcosmes. Le genre
Pseudomuriella est identifié pour les trois microcosmes PC, PCMO et PMO. Il est le seul
représenté dans les microcosmes PC composé de pluie synthétique et de calcaire. Dans les
microcosmes PCMO, le genre Chromochloris est aussi identifié avec une proportion comprise
entre 30 et 40%. Enfin dans les microcosmes PMO, la présence des genres Tortula, Coccomyxa
et Bracteococcus est identifié en addition du genre Pseudomuriella.

Phylum Class Order Family Genus
Ochrophyta | Ochrophyta CIS* Ochrophyta OIS* QOchrophyta FIS* QOchrophyta GIS*
Grimmiales Grimmiaceae Grimmia
Bryophyta Bryopsida
Pottiales Pottiaceae Tortula
Chlamydomonadales Coccomyxaceae Coccomyxa
Bracteacoccus
Chlorophyceae Bracteacoccaceae
Chromochloris
Sphaeropleales
Sphaeropleales FIS* Pseudomuriella
Chlorophyta Chlorellaceae Muriella
Chlorellales
QOocystaceae Chloroidium
Trebouxiophyceae
Trebouxiales Trebouxiaceae Myrmecia
Trebouxiophyceae OIS*| Trebouxiophyceae FIS* |Trebouxiophyceae GIS*
Ulvophyceae Ulotrichales Ulotrichaceae Interfilum
Autres

PC

PCMO

Ino PMO

Figure 67: Abondance relative des genres algaires (en %). Ino : inoculum ; PC : 'pluie-calcaire’ ; PCMO : 'pluie-calcaire-
microorganismes' ; PMO : 'pluie-microorganismes'.

= Les microcosmes PMO possédent la plus grande diversité algaire avec 7 genres
identifiés.

177

100



Chapitre 4 : altération expérimentale de la pierre calcaire

= La présence de calcaire dans les microcosmes semble favoriser le développement
du genre Pseudomuriella.

4. Conclusion

Cette étude avait pour objectif d’évaluer I'impact des microorganismes sur la détérioration de la
pierre calcaire. Les microorganismes ont été introduits via un inoculum microbien mais certains
étaient aussi présents sur le calcaire sain et se sont développés au cours de I'expérience en
immersion dans une solution d’eau de pluie synthétique. Cependant, aprés une période de deux
mois d'exposition, une teinte orangée est apparue a la surface des échantillons inoculés. Celle-ci
est attribuée a des microorganismes sphériques qui pourraient étre des microalgues. De plus, sur
les échantillons, les communautés bactériennes se sont avérées beaucoup plus variées que les
communautés fongiques, dont I'analyse s'est avérée plus complexe en raison de la difficulté a
identifier les séquences d'ADN.

Deux analyses en composantes principales ont été réalisées corrélant la composition ionique des
échantillons et les phyla bactériens (Figure 68 — A) ainsi que les classes fongiques (Figure 68 -
B) aprés 63 jours d’incubation.

L’analyse en composante principale (ACP) pour les phyla bactériens (Figure 68 — A), montre que
les dimensions 1 et 2 de 'ACP explique 65 % des données. Les échantillons contenant de
l'inoculum microbien (PMO et PCMO) sont localisés dans un espace trés proche indiquant des
compositions assez similaires aprés 63 jours d’incubation. Ces microcosmes sont assez bien
corrélés avec des proportions importantes de Chlorophyta, d’Armatimonadota ainsi qu'avec des
concentrations importantes de magnésium et de calcium. Les échantillons PC sont quant a eux
assez bien corrélés avec les Actinobacteriota et les Proteobacteria ainsi qu’avec des
concentrations assez €levees en ammonium.

La deuxieme ACP étudiant les classes fongiques (Figure 68 — B) exprime plus de 70 % des
données et montrent les mémes tendances que la premiére avec des compositions assez
similaires des microcosmes PMO et PCMO, corrélées avec un grand nombre de champignons
non identifiés (Fungi) ainsi que des concentrations importantes en calcium et magnésium. Les
échantillons PC sont quant a eux assez bien corrélés avec les Agariscomycetes ainsi que des
concentrations importantes en ammonium et oxalate.

La comparaison des différentes expériences montre que les populations présentes aprés 63 jours
d'incubation sont trés différentes de celles introduites par l'inoculum initial. De nouveaux phyla
apparaissent (Figure 60) pour PCMO et PMO. En revanche, les différences entre PMO et PCMO
sont moins marquées. Le calcaire joue donc un r6le faible dans la sélection des communautés
microbiennes par rapport a I'eau de pluie.
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Figure 68: Analyses en composantes principales entre les compositions ioniques et les phyla bactériens (A) et entre
les classes fongiques (B) apres 63 jours d’incubation.
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Chapitre 4.2 : Altération du calcaire soumis a la pollution (particulaire et gazeuse)
en présence de pluie en conditions statiques

Le chapitre précédent s’est focalisé sur la bio-détérioration de la pierre calcaire saine. Afin de
complexifier le systeme et d’étudier les synergies pollution / bio-altération, les calcaires ont été
soumis a une étape de pollution particulaire et gazeuse dans la chambre d’interaction matériaux
— environnement (CIME).

Dans les conditions réelles, les monuments en pierre calcaire soumis a la pollution urbaine
peuvent présenter des faciés d’altération de type encrassement ou encroltements. Ces derniers
sont composés de gypse (CaS0..2H,0) qui peut au cours de sa formation piéger des particules,
notamment des suies (Camuffo et al., 1983; Vergés-Belmin, 2008).

Ainsi, dans cette étude, des coupons de calcaire sain ont été soumis a différents cycles
d’altération avec des injections de SO;, d’O; et des dépbts de suies afin d’initier la formation de
cro(tes noires. Pour rappel, le protocole suivant a donc été appliqué dans CIME :

- Dépbt de suie pendant 30 min puis sédimentation pendant 18h ;
- 6 séries d’injections par jour pendant un mois
o 20 injections de SO, a 400 ppb
o 1 injection d’0O3z & 600 ppb pendant 12 min (Os servant de catalyseur a la réaction)

o T 20°C et HR 100%

Figure 69 : Photographies au microscope numérique des calcaires avant et aprés un mois de vieillissement dans CIME.

L’état de surface du calcaire avant et aprés les cycles de vieillissement est montré Figure 69. Les
particules de suie sont bien visibles aprés les cycles d’altération. Elles semblent se concentrer au
niveau des interstices de la pierre.

Par la suite, ces échantillons artificiellement vieillis seront altérés suivant les mémes conditions
expérimentales que celle du chapitre 4.2 (Figure 70).
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Systeme simplifié

Eau de pluie
synthétique

Pollution particulaire
et gazeuse
CIME

PCS
-
PCSMO
i
+ PMO

1mL
Inoculum

Figure 70 : Schéma de la démarche expérimentale. PCS : ‘pluie-calcaire pollué¢’; PCSMO : ‘pluie-calcaire pollué-
microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

Les trois microcosmes sont composés de :

- Calcaire + SO, + O3 + suie + eau synthétique, appelée PCS
- Calcaire + SO, + O3 + suie + eau synthétique + inoculum microbien, appelé

PCSMO

- Eau synthétique + inoculum microbien, appelé PMO
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1. Evolution de la composition des microcosmes
L’évolution de différents paramétres biologiques et chimiques a été étudiée au cours du temps.

Dénombrement par cytométrie en flux
107
10°
10

-4
10 PCS
PCSMO

— PMO

103 I 1 ]

102

Nombre de cellules (ICC/mL)

10

10
TO T4 T7 T4 T21 T28 T35 T42 T49 TS6 T63

Figure 71 : Evolution du nombre de cellules intactes (ICC) par millilitre au cours du temps. . PCS : ‘pluie-calcaire pollué’,
PCSMO : ‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’ et PMO : ‘pluie-microorganismes’. Les lettres a, b et ¢ correspondent
au degré de similitude apres test statistique.

La Figure 71 illustre le développement de microorganismes au cours du temps, au sein des
différents microcosmes. Le nombre de cellules intactes varie entre 1 000 et plus 1 000 000 au
cours du temps et en fonction de la composition des microcosmes (Figure 71). Les microcosmes
sans ajout de microorganismes (PCS) montrent une augmentation significativement plus faible du
nombre de cellules intactes que pour les microcosmes avec ajout d’inoculum microbien. Enfin les
différences observées entre les microcosmes avec ajout d’inoculum microbien, ne sont pas
significatives entre elles.

Evolution du pH

10

pH

TO T4 T7 Ti4 T21 T28 T35 T42 T49 T56 T63

PCS PCSMO =—— PMO

Figure 72 : Evolution du pH au cours du temps. PCS : ‘pluie-calcaire polluée’ ; PCSMO : ‘pluie-calcaire polluée-
microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’. Les lettres a, b et ¢ correspondent au degré de similitude apres test
statistiqgue de Kruskal Wallis et test post-hoc Conover corrigé Bonferroni.
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Durant I'expérience, le pH des solutions a trés peu évolué avec des valeurs comprises entre 7 et
8,2 (

Figure 72). A TO, le pH des trois solutions est compris entre 7 et 7,5. Pour les microcosmes
contenant du calcaire, S et PCSMO, le pH évolue assez rapidement (T4) pour se stabiliser a 8,0
+ 0,1. Le pH du microcosme ne contenant pas de calcaire (PMO) est plus acide, entre 7 et 7,5.

= Le pH des microcosmes PCS et PCSMO augmente significativement a cause du
calcaire qui entraine un effet tampon aux alentours de pH 8.

Evolution de la composition ionique des solutions

La Figure 73 illustre I'évolution de la concentration des ions majeurs au cours du temps. Les
résultats sont trés similaires a ceux obtenus dans le chapitre 4.1 (Figure 55). En résumé, les ions
Ca?" et Mg?* augmentent en présence de calcaire, alors que NHs* diminue en présence de
bactéries et que Na* diminue en présence de calcaire. Concernant les anions, les concentrations
en sulfates restent stables en présence de microorganismes alors qu’elles diminuent en leur
absence. La différence est plus marquée que pour I'expérience en présence de calcaire sain mais
cela est di a la différence de niveau initial. Les ions chlorures diminuent aussi sans
microorganismes alors que les nitrates baissent en présence de microorganismes. Les
concentrations en phosphates diminuent rapidement avec un léger décalage pour PMO. De méme
les résultats pour les anions organiques sont trés semblables. On peut observer 2 pics pour les
oxalates et les formates en présence de calcaire, mais des évolutions identiques pour 'acétate et
le propionate.
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Figure 73 : Evolution des concentrations (mg.L-1) des ions en solution au cours du temps. Les courbes grises correspondent aux échantillons PCS (pluie-calcaire pollué), les courbes
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A partir des concentrations en ions solubles et du pH mesuré, différentes modélisations de
spéciation chimiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Visual MinTeq pour chaque microcosme
(Figure 74).

PCS PCSMO
10 10
5 5
a 0 a O
Qo oo
3 5 Ca-Oxalate:H20(s) S 5 Hydroxyapatite
Hydroxyapatite Ca-Oxalate:H20(s)
-10 -10
-15 -15
0 4 7 14 21 28 35 42 49 56 63 0 4 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Temps (jours) Temps (jours)
PMO
10
5
c O
an
3 5 Hydroxyapatite
Ca-Oxalate:H20(s)
-10

-15

0 4 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Temps (jours)

Figure 74 : Evolution de I'indice de saturation des phases formées au sein des différents microcosmes au cours du
temps. La ligne rouge représente le seuil d’équilibre de solubilité au-dessus duquel les phases sont sursaturées.

Les modélisations de spéciation présentent des résultats trés similaires a ceux observés sans
pollution particulaire et gazeuse (Figure 56). L’hydroxyapatite est sursaturée pour les échantillons
PCS et PCSMO et la solution est trés proche de I'équilibre avec un oxalate de calcium dans
'ensemble des microcosmes.

= En termes de compositions ioniques les expériences avec (CS) et sans pollution
particulaire et gazeuse (C) montrent trés peu de différences.

2. Caractérisation des calcaires aprés 63 jours d’altération :

La Figure 75 présente les changements colorimétriques des calcaires ayant subi une pollution
particulaire et gazeuse puis une culture en présence ou non de microorganismes. La Figure 75 -
A correspond au calcaire avant incubation, B aprés incubation sans ajout de microorganismes
(PCS) et C aprés incubation avec ajout de microorganismes (PCSMO). Des différences
chromatiques sont clairement observables entre les échantillons PCS et PCSMO. Ce dernier
présente une patine orangée assez marquée. La représentation des échantillons au sein du
domaine de couleur CIELAB (Figure 75 - D) montre une augmentation du parametre L
correspondant a la clarté entre les échantillons avant incubation et apres incubation. Dans un
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second temps, les parametres a et b ont des valeurs plus élevées pour les échantillons PCSMO,
ce qui indique une un changement chromatique allant respectivement vers le rouge et le jaune,
ce qui est cohérent avec la patine orangée observée en Figure 75 C.

75

1q

1 16
18

20

d «, 2

C non exposé

CS non exposé

PCS1

PCS2 Absence de microorganismes
PCS3

PCSMO4

PCSMOS5 Présence de microorganismes

PCSMO6

Figure 75 : (A) Photographies au microscope numérique du calcaire pollué avant incubation (CS) ; (B) PCS : ‘pluie-
calcaire pollué’; (C) PCSMO : ‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’; (D) Représentation en 3D des variations
chromatiques dans I'espace CIELAB.

La Figure 76 correspond a des observations microscopiques des différents calcaires. Les
échantillons avant incubation montrent une trés grande quantité de particules sombres (suies de
propane) pouvant étre concentrées en amas au niveau de certains interstices du calcaire (Figure
76 A - B). Les images des échantillons PCS font apparaitre la présence de suie en quantité
inférieure (Figure 76 C - E). Des structures sphériques vertes (Figure 76 C - D) et orange (Figure
76 - E), possiblement d’origine biologique, sont observables. Enfin pour les échantillons PCSMO
(Figure 76 F - H), la présence de suies est aussi plus faible qu'avant incubation. lls présentent
surtout des structures sphériques orange, visibles en grande quantité sur 'ensemble de la surface
des calcaires et qui peuvent se regrouper en amas (Figure 76 - F).
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Figure 76 : Observations microscopiques des calcaires : (A-B) avant incubation ; (C-E) aprés incubation PCS (‘pluie-
calcaire pollué’) ; (F-H) apres incubation PCSMO (‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’).

3. Communautés microbiennes

Les communautés bactériennes et fongiques présentes dans les différents microcosmes seront
dans un premier temps étudiées en termes de diversité (alpha et béta) puis une analyse des
microorganismes présents a I'échelle des phyla et des genres sera réalisée.

3.1.Bactéries
3.1.1. Indice de biodiversité des communautés bactériennes

Alpha-diversité

Différents indices d’alpha-diversité sont présentés dans le Tableau 22.
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Tableau 22: Indice d’alpha-diversité des communautés bactériennes.

Rlches§e Chao 1 Shannon Ipverse

observée Simpson
Inoculum 72 75 3,1 12,6
PCS 16,3+24 16,4+2,5 1,6 +0,2 35+1
PCSMO 95,7+8,2 107,9+ 8,6 3,0+0,2 12,0+ 2,5
PMO 95,7+8,4 111,1+£8,7 3,0+0,2 9,3+2,7

A nouveau, les résultats sont trés similaires & 'expérience précédente. Les échantillons PCS
présentent la plus faible richesse spécifique observée avec une moyenne de 16,3 especes
présentes contre 72 pour l'inoculum, 95,7 pour PCSMO et 95,7 pour PMO et des indices Chaol,
de Shannon et Inverse Simpson faibles. Les valeurs sont similaires ou Iégéerement plus élevées
pour PCSMO et PMO par rapport a lI'inoculum et mettent donc en évidence des diversités
bactériennes plus élevées, avec une dominance de quelques espéces.

Béta-diversité

La Figure 77 correspond a une carte de chaleur illustrant I'indice de béta-diversité de Bray-Curtis.
Au sein des réplicats PCS et PCSMO, les indices de Bray-Curtis sont compris entre 0,43 et 0,62
pour S et entre 0,36 et 0,43 pour PCSMO. Les communautés bactériennes au sein de ces
réplicats sont donc assez semblables. Au sein des réplicats PMO, les indices de béta-diversité
sont compris entre 0,61 et 0,9, indiquant que les communautés bactériennes sont assez
différentes.

Ino PCS PCSMO PMO

Ino B
PCS o8
0.6
PCSMO 04
0.2
- 0
PMO

Figure 77 : Carte de chaleur représentant les indices de Béta diversité de Bray-Curtis pour les bactéries. Ino : inoculum
initial ; PCS : ‘pluie-calcaire pollué’ ; PCSMO : ‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

Les indices calculés entre les échantillons PCS et PCSMO et les échantillons PCS et PMO ont
des valeurs comprises entre 0,83 et 0,97 et entre 0,88 et 0,98, respectivement. Les communautés
bactériennes des échantillons PCS sont donc trés différentes de celles de PCSMO et PMO. Entre
ces 2 conditions, les indices sont compris entre 0,7 a 0,84 et indiquent alors des communautés
bactériennes assez différentes.
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3.1.2. Analyse des communautés bactériennes

La Figure 78 représente les abondances relatives de différents phyla au sein des microcosmes.
L’inoculum microbien posséde une grande diversité de phyla présents dans sa communauté
bactérienne avec 9 phyla présents. Par comparaison, les échantillons PCS possédent une faible
diversité de phyla, entre 1 et 2. Les communautés des échantillons PCSMO et PMO ont entre 6
et 7 phyla. Les Bacteroidetes et les Proteobacteria sont les deux phyla présents majoritairement
dans les échantillons, mais en proportion différente.

100
- Acidobacteriota

80 B Actinobacteriota
— 80 W Armatimonadota
P
o .
— m Bacillota
o 70
-‘; M Bacteroidota
w 50
o H Chloroflexi
—_
8 0 m Cyanobacteria
c
w 40 M Deinococcota
©
g 30 B Planctomycetota
e
< Proteobacteria

20

Verrucomicrobiota
10 WPS-2
Ino PCS PCSMO PMO

Figure 78 : Abondance relative des phyla bactériens (en %). Ino : inoculum initial ; PCS : ‘pluie-calcaire pollué’;
PCSMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

Les Proteobacteria sont clairement présents en majorité dans les échantillons PCS avec des
abondances relatives comprises entre 79 et 100 %. Pour les échantillons PMO et PCSMO, les
Proteobacteria correspondent a environ un tiers des communautés bactériennes présentes. Les
Bacteroidota sont présents dans les échantillons PMO et PCSMO avec des abondances relatives
respectivement comprises entre 13 et 40 % et 24 et 37 %. Ce phylum n’est pas présent dans les
échantillons PCS. Le phylum Armatimonadota est essentiellement présent en PCSMO avec des
proportions comprises entre 7,5 et 20 %.

La Figure 79 représente I'abondance relative des genres bactériens présents dans les
échantillons, ainsi que leurs taxonomies associées. Les Proteobacteria, dominants, sont
représentés par quatre genres majoritaires dans les échantillons PCS : Sphingomonas (0 - 16 %),
Sphingopyxis (34 - 55 %), Pseudomonas (0 - 13 %), Polaromonas (3 - 8 %) et par la famille
Alcaligenaceae avec une abondance relative entre 7 et 30 %. Les Proteobacteria présents dans
les échantillons PCSMO sont majoritairement représentés par les genres Brevundimonas (7 — 14
%) et Polaromonas (10 - 13 %). Enfin, les communautés PMO étant différentes au sein des
triplicats, les genres prédominants différent et sont : Caulobacter (18 %), Bosea (9 %) et SM2D12
(10 %). Deux genres sont majoritaires au sein des Bacteroidota : Pedobacter (6 - 23 % pour
PCSMO et 0 - 30 % pour PMO) et Flavisobacter (présents seulement pour PCSMO entre 6 et 12
%). Enfin les Armatimonadota sont représentées par la famille des Fimbrimonadaceae ayant des
abondances relatives comprises entre 8 et 20 % pour les PCSMO et entre 1 et 6 % pour les PMO.
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Phylum Class Order Family Genus
Acidobacteriae Bryobacterales Bryobacteraceae Bryobacter
Acidobacteriota Solibacterales Solibacteraceae Candidatus Solibacter
Actinobacteria Corynebacteriales Nocardiaceae Rhodococcus
Actinobacteriota | Actinobacteria | Propionibacteriales Nocardioidaceae Nocardioides 5
Armatimonadota | Fimbriimonadia | Fimbriimonadales Fimbriimonadaceae unknown genus
Edaphobaculum
. s Flavisolibacter
Chitinophagales Chitinophagaceae Sediminibacteriom
unknown genus
Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Microscillaceae Hassallia
Spirosomaceae Dyadobacter
Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium
env.OPS 17 unknown genus
Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Mucilaginibacter
Pedobacter
Chloroflexi Anaerolineae SBR1031 Adb unknown genus
Cyanobacteriia Cyanobacteriales | Chroococcidiopsaceae Aliterella
Cyanobacteria L Obscuribacterales Obscuribacteraceae unknown genus
Vampirivibrionia — —— —
Vampirovibrionales | Vampirovibrionaceae Vampirovibrio
Deinococcota Deinococci Deinococcales Trueperaceae Truepera
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
Firmicutes Clostridiaceae Clostridium sensu stricto 1
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium sensu stricto 13
Planctomycetota [ Phycisphaerae Tepidisphaerales ‘WD2101 soil group unknown genus
Acetobacterales Acetobacteraceae Roseomonas
Brevundimonas
Caulobacterales Caulobacteraceae Caulobacter
Phenylobacterium
Micropepsales Micropepsaceae unknown genus
Reyranellales Reyranellaceae Reyranella
Beijerinckiaceae Bosea
Devosiaceae Devosia
Methylopilaceae Albibacter
Methylopilaceae unknown genus
'g Rhizobiales Wllorhizobium-Neorhizobiu
‘g Rhizobiaceae Aminobacter
R Mesorhizobium
z Multi-affiliation
g Xanthobacteraceae Rhodopseudomonas
_g Rubellimicrobium
= Rhodobacterales Rhodobacteraceae Tabrizicola
unknown genus
Proteobacteria Rickettsiales SM2D12 unknown genus
Ellin6055
Multi-affiliation
Sphingoaurantiacus
. . Sphingobium
Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingomonas
Sphingopyxis
Sphingorhabdus
unknown genus
Alcaligenaceae Multi-affiliation
= Caenimonas
{-"j Burkholderiales Comamonadaceae Polaromonas
_‘g" Variovorax
E] Oxalobacteraceae Multi-affiliation
g Enterobacterales Aeromonadaceae Aeromonas
g Pseudomonadales | Pseudomonadaceae Pseudomonas
£ Salinisphaerales Solimonadaceae unknown genus
] Rhodanobacteraceae Tahibacter
Xanthomonadales
Xanthomonadaceae Lysobacter
\Verrucomicrobiota|Verrucomicrobiae Opitutales Opitutaceae Opitutus I
WPS-2 unknown class unknown order unknown family unknown genus
Autres

Ino PCS PCSMO PMO

Figure 79: Abondance relative des genres bactériens (en %). Ino : inoculum initial ; PCS : ‘pluie-calcaire pollué’; PCSMO
: ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.
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3.2.Champignons
3.2.1. Indice de biodiversité des communautés fongiques

Alpha-diversité
Le Tableau 23 représente les différents indices d’alpha-diversité pour chaque échantillon.

Tableau 23 : Indices d’alpha-diversité des communautés fongiques

R|chess’e Chao 1 Shannon Ipverse

observée Simpson
Inoculum 105 108 2,85 6,2
PCS 15+3 15,33 £ 3,21 1,50+ 0,77 39+1,8
PCSMO 22+5 24,22 + 3,98 1,13+0,11 26+0,4
PMO 43+9 44,06 + 10,39 2,21 +0,56 6,8+2,3

L'inoculum se démarque par la plus grande richesse observée, atteignant 105 espéces, suivi des
échantillons PMO avec 43 especes, PCSMO avec 22 especes et PCS avec 15 espéces. Les
mémes tendances se refletent dans les indices Chao 1 et Shannon. Ainsi, selon ces trois indices,
I'inoculum puis PMO présentent la plus grande diversité.

Le plus important indice Inverse Simpson est observé pour I'échantillon PMO, avec une valeur de
6,8, indiquant une répartition plus équitable des espéces présentes, contrairement aux autres
échantillons dominées par quelques espéces majoritaires.

En résumé, l'inoculum et les échantillons PMO affichent une plus grande diversité fongique, tandis
qgue les autres échantillons (PCS et PCSMO) montrent une plus grande prépondérance de
certaines espéces majoritaires.

Béta-diversité

La Figure 80 illustre I'indice de diversité béta entre chaque échantillon sous forme d'une carte de
chaleur.

Ino PCS PCSMO PMO

=1
)

1
u

0.8

0.6

0.4
0.2

=

Figure 80 : Carte de chaleur représentant les indices de béta-diversité de Bray-Curtis des communautés fongiques.
Ino : inoculum initial ; PCS: ‘pluie-calcaire pollué¢’; PCSMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’; PMO : ‘pluie-
microorganismes’.

PMO PCSMO PCS
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Pour l'inoculum, les indices de béta-diversité varient entre 0,98 et 1, ce qui montre que les
communautés fongiques sont trés différentes de celles identifiées a la fin de I'expérience. Au sein
des triplicats, les communautés fongiques présentent des différences assez marquées pour PCS
(indice entre 0,52 et 0,72), plus faibles pour PCSMO (0,04 - 0,37) et fortes pour PMO (0,72 et
0,86).

Les échantillons PCS et PCSMO présentent des différences notables avec des indices 0,38 et
0,72. Par ailleurs, PMO se distingue aussi fortement de PCS et PCSMO avec des valeurs entre
0,38 et 0,88.

3.2.2. Communautés fongiques

Phyla
100
20
80
5 70
g Ascomycota
= 60 | ‘v
E Basidiomycota
o 50 m Chytridiomycota
% B Mucoromycota
2 40
g M Rozellomycota
-<?Z 30 Fungi non identifié
M Autres (<0.5%)
20
10 o
0
Ino PCS PCSMO PMO

Figure 81 : Abondance relative des phyla fongiques (en %). Ino : inoculum bactérien ; PCS : ‘pluie-calcaire pollué’;
PCSMO : ‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.

De la méme maniére que pour les échantillons contenant du calcaire sain, un grand nombre de
séquences fongigues n'a pas pu étre identifié au niveau du phylum. De plus, deux phyla majeurs
se démarquent également, les Ascomycota et les Basidiomycota (Figure 81).

L'inoculum présente la plus grande diversité en termes de nombre de phylum. Les Ascomycota
prédominent largement au sein des échantillons PCS, PMO et de l'inoculum. Les Basidiomycota
représentent quant & eux entre 9 et 50 % des échantillons PCS et entre 0 et 17 % des échantillons
PMO des communautés fongiques. Pour l'inoculum, on retrouve aussi des phyla tels que
Basidiomycota, Chytridiomycota, Mucoromycota et Rozellomycota.
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Genre

La Figure 82 présente les divers genres présents au sein des échantillons. L'échantillon
d'inoculum possede la plus grande diversité fongique. Le genre Knufia est majoritaire,
représentant 55 % de la communauté, suivi du genre Extremus (11 %) et des genres minoritaires,
en proportions inférieures a 4 %. Pour PCSMO, aucun genre n'a pu étre identifié. Pour PCS, 10
genres ont été identifiés. Les genres majoritaires sont Inocybe, avec une présence variant entre
8 et 42 %, Aureobasidium, entre 0 et 88 %, Periconia, entre 0 et 52 %, ainsi que Blumeria, entre
0 et 18 %. Quelques genres sont présents en proportions minimes, telles que Malassezia et 'ordre
Trechisporales. Pour les échantillons PMO, 3 genres sont majoritaires : Gamszarea (4 a 56 %),
Penicilium (0 a 53 %) et Agaricomycetes (0 a 16 %).

Phylum Class Order Family Genus
Dothideales Saccotheciaceae Aureobasidium
Mycosphaerellales Extremaceae Extremus
Dothideomycetes
Periconiaceae Periconia
Pleosporales Phaeosphaeriaceae | Phaeosphaeriaceae_GIS*
Herpotrichiellaceae_GIS*
Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Rhinocladiella
Eurotiomycetes
Trichomeriaceae Knufia
Eurotiales Aspergillaceae Penicillium
Ascomycota
Erysiphales Erysiphaceae Blumeria
Leotiomycetes Thelebolales Thelebolaceae Thelebolus

Sordariomycetes

Hypocreales

Metapochonia

Clavicipitaceae Pochonia
Beauveria
Cordycipitaceae Gamszarea

Hypocreales FIS*

Acremonium

Hypocreales_GIS*

Agaricomycetes

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Agaricomycetes_Multi-
affiliation

Agaricales

Inocybaceae

Inocybe

Trechisporales

Trechisporales FIS*

Trechisporales_GIS*

Basidiomycota

Cystobasidiomycetes

Cystobasidiomycetes OIS*

Buckleyzymaceae

Buckleyzyma

Malasseziomycetes

Malasseziales

Malasseziaceae

Malassezia

Malasseziaceae_GIS*

Tremellomycetes

Tremellales

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Chytridiomycotal

Spizellomycetes

Spizellomycetales

Powellomycetaceae

Fimicolochytrium

Fungi PIS*

Fungi CIS*

Fungi OIS*

Fungi FIS*

Fungi_GIS*

Rozellomycota

Rozellomycota CIS*

Rozellomycota OIS*

Rozellomycota FIS*

Rozellomycota_GIS*

Autres

Ino

PCS

PCSMO PMO

Figure 82: Abondance relative de genres fongiques (en %). Ino : inoculum initial ; PCS : ‘pluie-calcaire pollué’, PCSMO
: ‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-microorganismes’.
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3.3.Algues
3.3.1. Indice de biodiversité

Alpha-diversité

Tableau 24: Indice d'alpha-diversité des communautés algaires.

Rlches§e Chao 1 Shannon Ipverse

observée Simpson
Inoculum 36 39,3 15 2,4
PCS 6,3+0,9 6,3+0,9 0,7+0,3 1,7+0,3
PCSMO 21,7+0,8 27,3+3,8 1,0+£0,0 23+0,1
PMO 31,7+2,9 33,2+3,8 21+05 6,3+2,3

Le Tableau 24 présente les différents d’indice d’alpha-diversité. Comme observé précédemment
pour les communautés fongiques et bactériennes, les microcosmes PMO présentent la plus
grande diversité algaire, avec une richesse moyenne observée de 31,5 et un indice de Chao 1
moyen de 33,2. Les indices de Shannon et d'Inverse Simpson sont également les plus élevés,
avec des valeurs respectives de 2,1 et 6,3, ce qui indique que les communautés algaires sont tres
diversifiées et dominées par plusieurs espéces principales.

Les microcosmes PCS possédent quant a eux la diversité algaire la plus faible avec des indices
de Chao 1 et une richesse observée de 6,3. Les indices de Shannon et d’Inverse Simpson sont
aussi plus faible, indiquant une diversité algaire plus faibles et dominée par quelques espéces
prédominantes.

Béta-diversité

Ino PCS PCSMO PMO

Ino . 1
PCS o8
0.6
PCSMO 04
0.2
- 0
PMO

Figure 83: Carte de chaleur des indices de béta-diversité de Bray Curtis. Ino : inoculum ; PCS : 'pluie-calcaire-suie’;
PCSMO : ‘pluie-calcaires-suie-microorganismes' ; PMO : 'pluie-microorganismes'.

La Figure 83 illustre les indices de béta-diversité de Bray-Curtis (BC). Au sein des réplicats PCS
et PCSMO, les indices de BC sont compris entre 0,2 et 0,4 indiquant une forte similarité des
communautés algaires au sein des réplicats. Le réplicat PMO montre quant & lui des indices de
béta-diversité compris entre 0,6 et 0,8, montrant une dissimilarité moyenne a importante, donc
des communautés différentes. Les indices de BC liés a I'inoculum sont compris entre 0,9 et 1,
montrant des dissimilarité importantes entre les communautés présentes dans les microcosmes
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et celle retrouvés dans I'inoculum, ce qui indique une forte évolution des communautés algaires.

Les microcosmes PCS et PCSMO présentent de faibles différences avec des valeurs comprises

entre 0,2 et 0,4. Enfin, les communautés PMO sont assez dissemblable des communautés PCS
3.3.2. Communautés algaires

et PCSMO avec des valeurs comprises entre 0,8 et 1.
100
= Ochrophyta
E Chlorophyta
= Bryophyta
Ino PCS PMO
Figure 84: Abondance relative des phyla algaires identifiés dans les différentes conditions expérimentales. Ino :

PCSMO
inoculum ; PCS : 'pluie-calcaire-suie' ; PCSMO : 'pluie-calcaire-suie-microorganismes' ; PMO : 'pluie-microorganismes'.
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o

La Figure 84 présente les abondances relatives des phyla identifiés dans les différentes conditions
expérimentales. Les communautés algales sont majoritairement composées de Chlorophyta,
présents dans l'ensemble des microcosmes, ou ils représentent entre 80 et 100 % des
communautés. Le phylum des Bryophyta a été détecté dans I'inoculum et dans les microcosmes
PMO, avec une abondance relative variant de 5 a 20 %. Enfin, les Ochrophyta n'ont été identifiés
gue dans l'inoculum, avec une abondance trés faible d'environ 2 %.

Genre

La Figure 85 représente sous la forme d’'une carte de chaleur les abondances relatives des genres
algaires identifiés dans les différentes conditions expérimentales. L’'inoculum, qui a été ajouté aux
différents microcosmes contenant des microorganismes (PMO et PCSMO) est principalement
composé du genre Myrmecia. Ce dernier n’a pas été identifié dans les communautés algaires
aprés 2 mois de simulation. Les genres Pseudomuriella et Chromochloris sont principalement
retrouvé dans les conditions PCS et PCSMO, en proportion similaire (~50%) pour PCSMO. Pour
PCS, le genre Pseudomuriella est prédominant avec des proportions comprises entre 75 et 90 %.
La condition PMO est la plus diversifiée en termes de genres algaires, avec la présence des
genres Coccomyxa, Tortula, Bracteacoccus, Chromochloris et Pseudomuriella.
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Phylum Class Order Family Genus
Ochrophyta | Ochrophyta CIS* Ochrophyta QIS* Ochrophyta FIS* Ochrophyta GIS*
Grimmiales Grimmiaceae Grimmia
Bryophyta Bryopsida
Pottiales Pottiaceae Tortula
Chlamydomonadales Coccomyxaceae Coccomyxa
Bracteacoccus
Chlorophyceae Bracteacoccaceae

Chlorophyta

Sphaeropleales

Chromochloris

Sphaeropleales FIS*

Pseudomuriella

Trebouxiophyceae

Chlorellaceae

Muriella

Chlorellales

Oocystaceae

Chloroidium

Trebouxiales

Trebouxiaceae

Myrmecia

Trebouxiophyceae OIS*

Trebouxiophyceae FIS*

Trebouxiophyceae GIS*

Ulvophyceae

Ulotrichales

Ulotrichaceae

Interfilum

Autres

I!. 0

Ino PCS

PCSMO PMO

Figure 85: Abondance relatives des genres algaires identifiés dans les différentes conditions expérimentales. Ino :
inoculum ; PCS : 'pluie-calcaire-suie’ ; PCSMO : 'pluie-calcaire-suie-microorganismes’ ; PMO : 'pluie-microorganismes'.

Des analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées entre les concentrations en
ions solubles et les phyla bactérien (Figure 86 — A) ainsi que les classes fongiques (Figure 86 —
B).

Les deux ACP montrent des différences assez marquées entre les différents microcosmes.Les
échantillons PCS montrent des concentrations importantes en nitrate et en ammonium corrélées
avec les Proteobacteria (Figure 86 - A) et les classes fongiques Tremollomycetes,
Agariscomycetes, Leotiomycetes et Dothiedomycetes (Figure 86 — B). Les échantillons PCSMO
montrent des concentrations importantes en sulfate, chlorure, sodium, formate et oxalate,
corrélées avec les phyla bactériens WPS.2, Armatimonadota, Verrucomicrobia, Bacteroidota et
les Acidobacteriota. Enfin les microcosmes PMO montrent une corrélation positive entre la
concentration de propionates et les phyla bactériens Cyanobacteria, Chloroflexi et
Planctomycetota (Figure 86 — A). De plus, une corrélation notable est observée avec les
Chlorophyta, ainsi qu'avec les classes fongiques Eurotiomycetes et Sordariomycetes (Figure 86
-B).

196



Chapitre 4 : altération expérimentale de la pierre calcaire
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Figure 86: Analyses en composantes principales des ions solubles et des phyla bactériens (A) ainsi que des classes
bactériennes (B).
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4. Comparaison entre PCet S

L’objectif de la comparaison entre PC et PCS est de déterminer si la pollution a un effet sur la
sélection des communautés microbiennes. Le Tableau 6 présente donc les p-valeurs obtenues a
partir d'analyses statistiques qui ont été menées pour comparer les échantillons de calcaire non
pollué (PC) et de calcaire pollué (PCS) au fil du temps.

Concernant le nombre de microorganismes, il n'y a pas de différences significatives entre les
échantillons PC et PCS. Pour les échantillons PCMO et PCSMO, la comparaison est plus
complexe. Sur les 11 pas de temps étudiés, 5 présentent une différence significative dans le
nombre de microorganismes.

Les évolutions du pH sont similaires pour les échantillons PC et PCS, suggérant que le calcaire
tamponne la solution de maniére semblable dans les deux cas.

La quantification des ions par chromatographie ionique montre que :

- Aucune différence significative n'est observée pour les anions organiques (acétate,
formate, oxalate et propionate), pour les anions chlorures, nitrates et phosphates et pour
les cations ammonium et magnésium entre PC et PCS et entre PCMO et PCSMO. Cela
indique que la pollution par le SO et les suies n'affecte pas leur évolution.

- Les concentrations en sulfates different entre les échantillons PC et PCS du fait des
conditions expérimentales. En effet, les échantillons pollués par le SO et les suies de
propane induisent nécessairement des concentrations en sulfates plus élevées.

- Les concentrations en calcium et en sodium different de maniére significative. Les
échantillons PCS ont des valeurs supérieures a celles des échantillons PC sur 7 des 11
pas de temps, mais cette différence est moins marquée dans les échantillons contenant
un ajout de microorganismes. Pour le sodium, les concentrations dans les échantillons
PCSMO sont supérieures dans 6 des 11 points de temps analysés.
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Tableau 25: p-valeur correspondant aux comparaisons entre les échantillons de calcaire sain et de calcaire pollué.

L’astérisque * signale une différence significative
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A la fin de I'expérience, une méme patine orangée s’est développée sur les échantillons avec
ajout de microorganismes (PCMO et PCSMO). Elle est induite par la présence de nombreux
microorganismes sphériques de couleur orange. En ce qui concerne la composition des
communautés microbiennes, les cartes de chaleur de I'indice de béta-diversité (Figure 87) met en
évidence des différences importantes entre les communautés microbiennes présentes dans les
échantillons PC et PCS (indices entre 0,42 et 0,99 pour les communautés bactériennes, Figure
87 - A, et entre 0,01 et 1 pour les communautés fongiques, Figure 87 - B). Ces différences
pourraient étre induites par la présence de suies qui peuvent exercer une forme de sélection sur
les communautés microbiennes mais peuvent également résulter en partie du fait que les
échantillons n'ont été que partiellement stérilisés, permettant ainsi le développement de
communautés microbiennes issues des populations initialement présentes dans chaque
échantillon.

A

PC PCS PCMO PCSMO
PC
PCS
1
PCMO l
0.8
PCSMO
0.6
B 0.4
PCS PCMO PCSMO
PC 0.2
. 0
PCS
PCMO
PCSMO

Figure 87 : Carte de chaleur des indices de Béta diversité de Bray-Curtis, (A) communautés bactériennes ; (B)
communautés fongiques. PCS : ‘pluie-calcaire pollué’ ; PCSMO : ‘pluie-calcaire pollué-microorganismes’ ; PMO : ‘pluie-
microorganismes’.

Pour les échantillons avec ajout de microorganismes (PCMO et PCSMO), les indices de béta-
diversité de Bray-Curtis varient entre 0,25 et 0,46 pour les communautés bactériennes (Figure 87
A) et entre 0,03 et 0,38 pour les communautés fongiques (Figure 87 B). Ces indices suggérent
gue les communautés bactériennes et fongiques présentes dans ces échantillons sont tres
similaires.

= En conclusion, il existe peu de différences entre les échantillons ayant subi une
pollution particulaire et gazeuse et les échantillons de calcaire sain. Cette derniére n’est
pas suffisamment marquée pour induire une sélection des communautés microbiennes.
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Chapitre 4.3 : Altération du calcaire en présence de pluie polluée

Le chapitre précédent n'a pas mis en évidence de différences majeures sur l'altération du calcaire
lors de l'ajout de pollution particulaire et gazeuse, Afin de déterminer si la pollution atmosphérique
pourrait agir sur 'altération du calcaire, différentes expérimentations ont été réalisées en modifiant
la composition de I'eau de pluie synthétique pour reproduire différents niveaux de pollution, A cette
fin, trois composés ont été sélectionnés : les sulfates, les nitrates et I'ammonium, a des
concentrations respectives de 23,85 mg.L?, 31,92 mg.L* et 14,24 mg.L™.

Systéme simplifié

PGP g e G

+ Témoin calcaire
C

+ Calcaire +
+ microorganismes
CMO

G s gl o

+ T Témoin

‘ microorganismes
MO

Eau de pluie synthétique 1mL
Nitrate Inoculum Nitrate Ammonium initiale Sulfate
Ammonium PN PA P PS

Pére Lachaise (sans enrichissement)
Sulfate

Figure 88 : Schéma de la démarche expérimentale. PN : pluie enrichie en nitrates ; PA : pluie enrichie en ammonium ;
P : pluie non enrichie ; PS : pluie enrichie en sulfates.

Pour chaque pluie synthétique, trois microcosmes ont été réalisés (Figure 88)

- Eau de pluie + calcaire sain
- Eau de pluie + calcaire sain + inoculum microbien
- Eau de pluie + inoculum microbien

Chaque eau de pluie est basée sur la composition initiale caractéristique de celle récoltée au Pére
Lachaise (P) a laquelle sont ajoutés ou non des nitrates (PN), de 'ammonium (PA) et des sulfates
(PS). Dans la suite de I'étude, chaque échantillon sera nommé par le type d’eau utilisée : P, PN,
PA ou PS, suivi des acronymes C, CMO et MO, correspondant respectivement aux conditions
‘témoin calcaire’, ‘calcaire et microorganismes’ et ‘témoin microorganismes’.

Les paramétres biologiques et chimiques seront examinés dans le temps et l'altération sera
analysée aprés 63 jours d'exposition.
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1. Evolution de la composition des microcosmes au cours de I'étude

Dénombrement bactérien et fongique sur boite de Petri
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Figure 89 : Dénombrement bactérien et fongique en UFC.mL* en fonction des différentes pluies et des conditions
expérimentales, Série MO : ‘pluie-microorganismes’ ; Série CMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; Série C ‘pluie-
calcaire’.

La Figure 89 illustre le nombre de bactéries et de champignons hétérotrophes cultivables au cours
du temps dans les différents microcosmes entre T21 et T63, Le nombre de bactéries présentes
dans les divers microcosmes dépasse systématiguement le nombre de champignons, Les
guantités de bactéries varient entre 10 000 et 100 000 000 UFC.mL?, tandis que celles de
champignons se situent entre 0 et 2 000 000 d’'UFC.mL™2.

Dans les microcosmes témoins contenant des microorganismes (Figure 89 - Série MO), on
observe une hausse du nombre de bactéries entre les temps T21 et T35 puis une diminution
progressive jusqu'a T63 pour les échantillons PAMO et PSMO, Pour les échantillons PNMO, on
observe une diminution du nombre de bactéries de T21 a T35, suivie d'une augmentation jusqu'a
T63.
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Les microcosmes contenant du calcaire et des microorganismes (Figure 89 - Série CMO)
montrent une augmentation du nombre de bactéries entre T21 et T35 puis une diminution dans
tous les milieux. A partir de T56, on observe une nouvelle augmentation du nombre de bactéries
pour tous les milieux sauf les PNMO qui continuent leur diminution. A T63, les microcosmes
enrichis en ammonium ont le plus grand nombre de bactéries, suivis des milieux non enrichis (P).

Enfin, les microcosmes témoins calcaires (Figure 89 - Série C) montrent trés peu de variation au
fil du temps. A partir de T56, une tendance se dégage ol le milieu enrichi en ammonium posséde
le plus grand nombre de bactéries, comme observé précédemment pour les microcosmes
contenant du calcaire et des microorganismes.

En ce qui concerne le nombre de champignons au sein des microcosmes, les quantités se situent
entre 0 et 2 000 000 UFC.mL* au fil du temps. Les échantillons de microcosmes témoins
contenant des microorganismes ont la plus grande quantité de champignons et présentent une
augmentation progressive au fil du temps. Cette augmentation est particulierement marquée pour
le milieu enrichi en ammonium. Les microcosmes composés de calcaire et de microorganismes
présentent le nombre le plus faible de champignons, avec des valeurs proches de zéro tout au
long de I'expérience. Les échantillons témoins avec du calcaire montrent également des valeurs
assez faibles au fil du temps, proches de zéro. L’absence de calcaire pourrait favoriser certaines
espéces plus a méme de se développer dans des conditions aqueuses. Entre les jours 42 et 56
de I'expérience, on observe une augmentation rapide du nombre de champignons pour les milieux
enrichis en nitrate, en ammonium et pour le milieu non enrichi, atteignant respectivement des
valeurs comprises entre 500 000 et 750 000 UFC.mL™,

Quantification des algues vertes, cyanobactéries et diatomée par BenthoTorch

Des mesures des concentrations en microorganismes benthigues (algues vertes, diatomées et
cyanobactéries) ont été réalisées a I'aide de la BenthoTorch (bbe Molendanke®). Seules des
concentrations en algues vertes ont été détectées dans les différents échantillons. La Figure 90
présente I'évolution de la concentration en chlorophylle due aux algues vertes au sein des
différents microcosmes au cours du temps.

Les essais contenant du calcaire et de I'inoculum microbien montrent un développement rapide
et important d’algues vertes, notamment dans les milieux enrichis en ammonium et en nitrate,
avec un pic de concentration a T42 atteignant 1 ug.m_L™ pour le milieu enrichi en nitrate et 3 pug.mL
! pour le milieu enrichi en ammonium. Pour le milieu non enrichi (P), la concentration en
chlorophylle a est quasi nulle avec seulement un pic de 0,5 pg.mL? visible a T28. Enfin le milieu
enrichi en sulfate ne montre pas de développement d’algues vertes au cours du temps.

Les microcosmes ‘Témoins calcaires’ montrent une légére tendance a l'augmentation de la
concentration en algues vertes, Les concentrations sont faibles pour P, PA et PN a T21 et
augmentent jusqu’a environ 1 ug.mL* pour PN et PA. Pour les autres milieux, une légére

croissance d’algues vertes est visible a partir de T28, mais reste assez faible avec une
concentration moyenne de 0,25 pug.mL™.

Dans les microcosmes ‘Témoins microorganismes’, les concentrations augmentent faiblement a
partir de T28 jusqu’a 0,5 ug.L™* pour P, PA et PS et de maniére plus conséquente jusqu’a 1 ug.mL-
1

pour PN.
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Figure 90 : Evolution de la concentration en algues vertes au cours du temps (en pug.mL™1), en fonction des différentes
pluies. PXCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; PXMO : ‘pluie-microorganismes’ ; PXC ‘pluie-calcaire’. Les lettres
a, b et ¢ représentent le degré de similarité apres test de Kruskal Wallis et test post-hoc Conover suivant la méthode
Bonferroni,

Evolution du pH au cours du temps

L’évolution dans les microcosmes contenant du calcaire et de I'inoculum microbien montre une
évolution des pH entre 7 et 8 au cours du temps, pour les différentes pluies (Figure 91 - série
PXCMO), Les pluies enrichies en ammonium et nitrates ont des pH Iégérement plus élevés que

les pluies non enrichies (PL) et enrichies en sulfates, pour les pas de temps T7, T14, T35, T49 et
T56.

Dans les microcosmes témoins microorganismes ne contenant pas de calcaire (Figure 91 — série
PXMO), le pH varie entre 3 et 8. A T4, 'ensemble des microcosmes a un pH autour de 7. Puis, le
pH de la série enrichie en nitrates va chuter jusqu’a 5,5 a T28 puis remonter jusqu’a atteindre un
pH de 8 a T63. Les séries PL et enrichie en ammonium vont rester assez stable jusqu’a T28.
Entre T28 et T35 une chute du pH est observée, elle va se stabiliser pour la série PL qui va
atteindre un pH autour de 7. La série enrichie en ammonium va quant a elle continuer de chuter,
jusqu’a atteindre un pH de 3 a la fin de I'expérience. Cette variation de pH pourrait étre induite par
la production d’acides organiques par les microorganismes présents dans les microcosmes MO.

Les témoins calcaires sans microorganismes ne montrent pas de variation significative de pH
avec une valeur constante de 8. La présence de calcaire dans les échantillons a donc un effet
tampon dans les différents microcosmes (Figure 91 séries PXCMO et PXC).
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Figure 91 : Evolution du pH au cours du temps), en fonction des différentes pluies. PXCMO : ‘pluie-calcaire-
microorganismes’ ; PXMO : ’pluie-microorganismes’ ; PXC : ‘pluie-calcaire’. Les indices a, b et ¢ correspondent au
degré de similarité aprés les tests statistiques de Kruskal Wallis et test Post hoc Conover corrigé Bonferroni.

Evolution de la concentration ionique des solutions

Les Figure 92Figure 93Figure 94 tracent respectivement les concentrations de différents cations,
anions inorganiques et organiques au cours du temps.

Les concentrations en sodium évoluent de maniére similaire. Elles restent constantes pour le
témoin calcaire et augmentent en présence de MO. La quantification des ions présents dans les
différentes solutions a été réalisée sur les solutions avant la mise en place des microcosmes.
Cette augmentation de la concentration en sodium provient de I'inoculum microbien lui-méme, car
il est constitué de NaCl a une concentration de 9 g.L* (cf Chap 2 § 4.1.3).

En ce qui concerne I'ammonium, les concentrations initialement élevées diminuent au cours du
temps. Peu de différences significatives sont observées entre les conditions expérimentales, a
I'exception des précipitations enrichies en ammonium. L’échantillon calcaire et microorganismes
diminue plus rapidement que le témoin calcaire (C) et le témoin MO (MO) pour atteindre des
concentrations quasiment nulles.
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Les concentrations en calcium évoluent aussi de maniere semblable. Elles augmentent fortement
a T14 et se stabilisent ensuite. De plus, les échantillons MO (témoins microorganismes) ont des
valeurs systématiquement inférieures a celles de C (témoin calcaire), elles-mémes plus basses
gue CMO (calcaire avec microorganismes) pour toutes les pluies. L’évolution des concentrations
en anions inorganiques est présentée dans la Figure 44. La tendance pour les chlorures est elle
aussi identique pour tous les types de milieux. Elles augmentent pour les échantillons CMO et
TMO entre TO et T14 puis se stabilisent, hormis pour le milieu nitrate qui présente une forte hausse
a T63. En revanche, les échantillons TC maintiennent des concentrations de chlorure stables du
début a la fin de I'expérience.

Les concentrations en nitrates des différents échantillons suivent la méme tendance pour tous les
milieux et conditions expérimentales étudiées. Une phase stationnaire est observée entre TO et
T14, suivie d'une diminution entre T14 et T63. Dans tous les types de milieux, les microcosmes
composés de calcaire et de microorganismes présentent une baisse plus marquée des
concentrations en nitrate que les autres microcosmes.

Malgré des différences de concentration en phosphate entre les précipitations initiales (TO) pour
les différents échantillons, une tendance similaire est observée au fil du temps. Les concentrations
en phosphate diminuent rapidement entre TO et T14, puis restent stables jusqu'a la fin de
I'expérience, avec des valeurs inférieures a 5 mg.Lt. Aucune différence significative n'a été
constatée entre les diverses conditions expérimentales.

Les concentrations en sulfates présentent deux tendances distinctes. Pour les milieux enrichis en
sulfates et en ammonium, ou les concentrations en sulfates a TO sont plus élevées
(respectivement 130 mg.L? et 50 mg.L?), une diminution des concentrations est observée entre
TO et T14, suivie d'un relatif plateau. Pour les milieux non enrichis et enrichis en nitrates, qui ont
des concentrations plus faibles a TO (=20 mg.L?), une augmentation des concentrations de
sulfates est notée pour les conditions TMO et CMO entre TO et T14, suivie d'une stagnation, alors

gu’elles diminuent pour TC.

Les concentrations des anions organiques (Figure 93) présentent peu de variations au cours du
temps et en fonction des conditions expérimentales. Les concentrations en acétate varient
généralement entre 1 et 4 mg.Ll. Pour tous les microcosmes, une augmentation des
concentrations d'acétate est observée entre le moment initial (TO) et le jour 14 (T14), puis une
diminution a T49 et a nouveau une nouvelle augmentation. Celle-ci est particulierement
remarquable pour les échantilons PNCMO, avec une valeur de 6,5 mg.L' a T63, Les
concentrations en formate varient entre 0 et 3 mg.Lt. Tous les échantillons présentent des
tendances trés similaires, montrant une diminution des concentrations entre TO et T14, suivie
d'une augmentation jusqu'a T35, De T35 a T63, les concentrations restent stables, et aucune
différence significative n'est observée entre les différentes conditions expérimentales. Les
concentrations de propionate dans les différents échantillons se situent entre 0 et 1 mg.L? et
restent relativement constantes au fil du temps. Enfin, les concentrations en oxalate sont
extrémement faibles (entre 0 et 0,4 mg.L?) et présentent peu de variations au cours de
I'expérience.
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Figure 92: Evolution des concentrations en cations (en mg.L'Y) au cours du temps. PXMO : ‘pluie-microorganismes’ ; PXCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ;
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A partir des concentrations en ions solubles et des pH mesurés au cours du temps, différentes
modélisations de spéciation chimique ont été réalisé au cours du temps utilisant le logiciel Visual
MinTeq (cf chap 2 § 4.2.2.3).

La Figure 95 illustre I'évolution des indices de saturation des phases formées au cours du temps.
Lorsque celui-ci est supérieur a 0, cela indique que la phase est sursaturée en solution.

Les phases sursaturées ou proches de I'équilibre sont principalement des phosphates de calciums
sous différentes formes: Casz(PO.), (am2), Cas(PO,). (beta), CasH(PO.)s33H.0O (s) et de
I'hydroxyapatite de formule chimique Cas(PO4); (OH). Les phosphates de calcium sont formés
dans I'ensembles des microcosmes, excepté pour PSMO. L’hydroxyapatite présente des indices
de saturations supérieurs a la limite de saturation, Les autres formes de phosphate de calcium
sont quant a elle souvent en dessous de la limite de saturation, mais reste tout de méme trés
proche.

Les indices de saturations des oxalates de calcium (Ca-oxalate,H,O) sont trés proches de la limite
de saturation (Iégérement inférieurs) dans tous les microcosmes, excepté dans PAMO.

Enfin, deux autres phases sont proches de I'’équilibre dans le microcosme PSMO : un phosphate
de magnésium Mgs(PO.): et la struvite de formule chimique NHsMgPO.,6H.0. A TO, les indices
de saturation de ces deux phases sont supérieurs a 0, puis a partir de 14 jours, ils repassent en
dessous de I'équilibre.
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2. Résultats aprés 63 jours d’altérations

A Tissue de I'expérience, la solution contenue dans les microcosmes montre un changement de
couleur par rapport a I'état initial (TO).

Figure 96 : Photographies des flacons composés de pluie-calcaire-microorganismes a 1763, (A) PACMO : enrichi en
ammonium, (B) PNCMO : enrichi en nitrates, (C) PCMO : non enrichi et (D) PSCMO : enrichi en sulfates.

La Figure 96 montre une évolution de la couleur des solutions contenue dans les microcosmes
CMO, Une coloration verte est visible pour les échantillons enrichis en composés azotés PACMO
et PNCMO, Les microcosmes PCMO et PSCMO montrent quant a eux une couleur plus orangée.

Pour évaluer si les variations colorimétriques observées dans les solutions ont entrainé une
altération chromatique de la pierre calcaire, une analyse quantitative de I'évolution chromatique a
été effectuée par colorimétrie.

Les parameétres L*a*b, en réflectance spéculaire incluse, ont été représentés sous forme d'un
graphique en 3D (Figure 97). Celui-ci permet d'observer que, aprés 63 jours d'incubation, les
échantillons ayant été exposés a des pluies enrichies en sulfates, nitrates et ammonium ont
développé des patines colorées tres différentes de la couleur initiale du calcaire (représentée en
noir). En revanche, les échantillons avec une composition de pluie non enrichie conservent une
couleur assez proche de celle d'origine.

Les échantillons enrichis en nitrates et en ammonium exhibent des couleurs assez similaires, ce
qui est perceptible par une augmentation du paramétre b ainsi qu'une légére diminution du
parameétre a, indiquant une teinte jaune se rapprochant du vert. En contraste, ces échantillons
different considérablement de ceux enrichis en sulfates, qui montrent une augmentation des
parameétres a et b, traduisant une coloration plus orangée.
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Figure 97 : Représentation en 3D de I'évolution colorimétrique des pierres calcaires aprés 63 jours d’incubation dans
I'espace de couleur CIELAB. C correspond au calcaire initial, PXMO : ‘pluie-microorganismes’ ; PXCMO : ‘pluie-
calcaire-microorganismes ; PXC : ‘pluie-calcaire’. X correspond a la composition du milieu avec S pour enrichi en
sulfates, A : enrichi en ammonium et N : enrichi en nitrates.

La Figure 98 présente les résultats des observations microscopiques effectuées sur les calcaires
en présence de microorganismes dans les différentes eaux de pluie. Dans les environnements
riches en azote, avec un apport en ammonium (Figure 98 Al - 3) et en nitrates (Figure 98 B1 - 3),
les calcaires développent une couche de coloration verte, due a des microorganismes sphériques
de la méme teinte. Dans le cas du milieu enrichi en nitrates, les Figure 98 B2 et B3 mettent en
évidence la présence de filaments qui pourraient étre assimilés a des hyphes de champignons.
Dans le milieu non enrichi PL (Figure 98 C1 - 3), on observe des microorganismes sphériques de
couleur variant du vert a l'orange. Pour le milieu enrichi en sulfates (Figure 98 C1 - 3), des
microorganismes sphériques de couleur orangée sont visibles.

Ces observations corroborent les résultats obtenus précédemment par colorimétrie, suggérant
gue les couches de coloration semblent étre engendrées par une gamme de microorganismes
sphériques de couleurs différentes, pouvant potentiellement étre assimilés a des microalgues.
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Figure 98 : Observation microscopique des échantillons pluie-calcaire-microorganismes, aprés 63 jours. (Al - 3)
PACMO : enrichi en ammonium ; (B1 - 3) PNCMO : enrichi en nitrates ; (C1 - 3) PCMO : non enrichi ; (D1 - 3) PSCMO :
enrichi en sulfates.
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3. Communautés microbiennes

3.1.Bactéries
3.1.1. Indice de biodiversité des communautés bactériennes
Alpha-diversité

Tableau 26 : Tableau représentant la moyenne des indices bactériens d’alpha-diversité en fonction des différentes
conditions expérimentales. PMO : ‘pluie-microorganismes’; CMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’; PC: ‘pluie-

calcaire’.

Condition Type de pluie 3';;2?\3/22 Chaol Shannon Isni\r/r?gzin
Inoculum 64 70,4 2,6 6,4
Ammonium 117+7,3 127,7£9,7 3,2%+0,0 13,5+0,5
PCMO Nitrate 117,3 £ 16,2 134,2 + 20,6 3,1+0,3 11,8 +5,6
Non enrichie 117,7+ 11,8 130,8 + 13,3 3,1+0,2 12,7+0,3
Sulfate 122 +8 149,0 + 8,0 2,4+0,6 53+3,7
Ammonium 80,3+12,9 925+17,2 25+0,3 7,1+35
PC Nitrate 88+7,3 104,8 +2,6 25+04 6,9+29
Non enrichie 72,384 78,5%+9,6 21+0,1 3,8+0,3
Sulfate 109,7 £ 15,8 119,5+21,3 2,7+0,1 7,3+1,7
Ammonium 11,3+ 4,44 18,9+ 8,6 0,704 16+0,2
PMO Nitrate 69 + 18 90,3 £ 20,0 2,7+0,3 85+23
Non enrichie 101+ 20 118,2 £ 28,2 2,7+0,7 10+ 6,6
Sulfate 52,0 £ 28,7 60,6 £ 32,4 2,2+0,7 75+4,9

Le Tableau 26 présente les indices calculés pour 4 mesures d’alpha-diversité. Les expériences
contenant a la fois du calcaire et de l'inoculum microbien ont des indices similaires quelles que
soient les pluies. lls révélent également une grande diversité au sein des communautés
bactériennes, avec quelques espéces prédominantes, accompagnées d'une répartition inégale
des especes au sein de la communauté.

L'analyse de la diversité bactérienne pour les échantillons témoins contenant du calcaire montre
aussi des valeurs similaires mais légérement plus faibles qu’en présence de microorganismes.
Ces différents indices indiquent également une grande diversité bactérienne, avec une distribution
non équitable des especes, ou quelques especes prédominent.

Enfin, en ce qui concerne la diversité bactérienne pour I'échantillon témoin contenant des
microorganismes (C), des tendances se dessinent en fonction de la pluie. La communauté
bactérienne présente dans la pluie enrichie en ammonium révele une diversité trés faible (richesse
observée, Chaol et Shannon), avec une distribution équitable des especes au sein de la
communauté (Inverse Simpson). Pour les autres pluies, les communautés bactériennes montrent
une grande diversité avec une distribution non équitable des especes, dominée seulement par
quelques-unes, surtout pour la pluie non enrichie (P).
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Béta-diversité

e Différence de communautés bactérienne entre I'inoculum initial et les microcosmes
finaux

Les cartes de chaleurs de l'indice de Bray-Curtis (Figure 99) permet d’évaluer les différences entre
les milieux et 'inoculum microbien initial.

A Ino PACMO PAC PAMO
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c Ino PCMO PC PMOD
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Figure 99 : Cartes de chaleur représentant les indices bactériens de Bray-Curtis en fonction de chaque pluie, (A) Pluie
enrichie en ammonium, (B) pluie enrichie en nitrates, (C) pluie non enrichie, (D) pluie enrichie en sulfate. Ino : inoculum
initial, PXCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’, PXC : ‘pluie-calcaire’ et PXMO : ‘pluie-microorganismes’.

Les distances de Bray-Curtis entre l'inoculum initial et les microcosmes (Figure 99 - A) varient
entre 0,81 et 1 pour 'ammonium, entre 0,88 et 0,99 pour les nitrates (Figure 99 - B), entre 0,87 et
1 pour les pluies P (Figure 99 - C) et entre 0,92 et 0,99 pour les PS (Figure 99 - D). Ces valeurs
proches de 1 indiquent une dissemblance trés marquée entre l'inoculum initial et les différents
microcosmes, mettant en évidence une évolution significative des communautés bactériennes.
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Quelle que soit la pluie, il apparait également que les milieux MO sont tres différents des milieux
CMO et C (teintes orange foncé et rouge), sauf pour la pluie non enrichie qui présente des teintes
plus jaunes — orange, A l'inverse TC et CMO sont plus semblables (teintes jaune — verte).

e Répétabilité au sein des triplicats

La Figure 100 représente les distances de Bray-Curtis des différentes pluies testées en fonction
de chaque condition : essai pluie-microorganismes-calcaire (CMO — Figure 100 - A), pluie-
microorganismes (MO — Figure 100 - B) et pluie-calcaire (C — Figure 100 - C).
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Figure 100 : Cartes de chaleur représentant les indices bactériens de Bray-Curtis correspondant a I'impact des
différentes pollutions dans les mémes conditions expérimentales, (A) PXCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’ ; (B)
PXMO : ‘pluie-microorganismes’ ; (C) PXC : ‘pluie-calcaire’.

Au sein des essais contenant a la fois du calcaire et des microorganismes (Figure 100 - A), les
distances de Bray-Curtis révélent des différences substantielles au niveau des communautés
bactériennes. Ces différences sont encore plus marquées pour les essais MO (Figure 100 - B).
En revanche, pour les essais C (Figure 100 - C), les similitudes sont fortes entre les communautés
bactériennes.
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e Différence de communautés microbiennes en fonction des pluies

En ce qui concerne les échantillons CMO (Figure 100 - A), les communautés bactériennes sont
assez différentes les unes des autres. Pour les échantillons constitués d'eau de pluie synthétique
et de microorganismes (Figure 100 - B), des communautés bactériennes tres distinctes se sont
établies pour chaque type de pluie, soulignant ainsi lI'importance capitale de la composition des
précipitations dans la configuration des communautés bactériennes. Enfin, pour les échantillons
dépourvus de microorganismes (Figure 100 - C), les communautés bactériennes établies dans
ces divers environnements présentent des similitudes significatives. Elles different davantage
dans les milieux enrichis en sulfates. Sans ajout de microorganismes, les communautés
bactériennes se développant sur du calcaire ne changent pas beaucoup avec un enrichissement
en composés azotés, alors qu’elles évoluent plus dans un milieu enrichi en sulfates.

3.1.2. Identification par séquencage des communautés bactériennes
3.1.2.1. Témoin microorganismes

La Figure 101 correspond a I'abondance relative des différents phyla en absence de calcaire en
fonction des différentes pollutions de pluie.
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Figure 101 : Abondance relative des phyla bactériens dans les conditions PXMO ‘pluie-microorganismes’ en fonction
des différents milieux (en %). Ino : inoculum initial ; PAMO : enrichi en ammonium ; PNMO enrichi en nitrates ; PMO :
non enrichi ; PSMO enrichi en sulfates.

Le nombre de phyla présents au sein des différents échantillons varie en fonction de la
composition de lI'eau de pluie synthétique. Les quatre phyla — Proteobacteria, Chlorophyta,
Bacteroidota et Actinobacteria — composent la majeure partie des communautés bactériennes
présentes en fonction de la composition des pluies. Ces différents phyla ont des abondances
relatives assez différentes en fonction des conditions expérimentales. L’inoculum ajouté dans les
microcosmes est composé de 2 phyla : Proteobacteria et Bacteroidota, alors que dans le milieu
riche en ammonium (PAMO) se développent les Actinobacteria (0-36 %) et Cyanobacteria (1 - 2
%). Les échantillons enrichis en nitrates (PNMOQO) sont composés de 3 phyla majoritaires :
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Proteobacteria (31 - 44 %) et Bactéroidota (20 - 46 %) et en moindre proportion Actinobacteria (0
- 3 %), Cyanobacteria (0 - 1 %) et Planctomycetota (O - 1 %). Les phyla sont identiques chez les
communautés bactériennes PMO mais en proportion différente : Proteobacteria (46 - 81 %),
Bacteroidota (2 - 19 %) et Actinobacteria (0 - 39 %). Les Actinobacteria disparait dans les
échantillons enrichis en sulfate (PSMO). On y retrouve Proteobacteria (51 a 56 %), Bacteroidota
(0 & 31 %) et Cyanobacteria (2 a 11 %).

= |l existe donc une forte différence entre le milieu enrichi en ammonium et les autres
milieux dans la composition des communautés bactériennes.

La Figure 102 représente les genres composant les communautés bactériennes de chacun des
microcosmes ainsi que leur taxonomie associée.

L’inoculum utilisé dans cette étude est majoritairement composé de Flavobacterium (15 %), de
Sphingomonas (18 %) et de Brevundimonas (40 %). D’autres genres composent I'inoculum avec
de plus faibles abondances tels que les Pedobacter (1,2 %), les Devosia (3,7 %), les
Novosphingobium (1,2 %) ou encore les Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium
(8 %).

Les échantillons PAMO montrent une diversité bactérienne trés faible avec trés peu de genres.
Les Actinobacteria présents dans le réplicat sont composés du genre Leifsonia avec une
abondance relative de 36 %.

Les genres présents en majorité dans les échantilons PNMO proviennent de 2 phyla :
Bacteroidota et Proteobacteria. Les Bacteroidota sont majoritairement composés de Pedobacter
(0 - 38 %) et de la famille de Chitinophagaceae (0 - 19 %). Les genres présents appartenant au
phylum de Proteobacteria sont Methylobacterium-Methylorubrum (1-10 %) et Sphingorhabdus (0
- 11 %).

Au sein des triplicats PMO, les communautés bactériennes des échantillons sont assez différentes
les unes des autres et présentent un grand nombre de genres. Le genre Leifsonia est le
représentant du phylum Actinobacteria avec une abondance relative comprise entre 0 et 39 %.
Le genre Pedobacter est le plus abondant au sein du phylum des Bacteroidota avec une
abondance relative entre 0 et 10 %. Enfin le phylum des Proteobacteria est le plus diversifié en
termes de genres. Les plus abondants sont les genres : Sphingobium, avec une abondance
relative comprise entre 0 et 41 %, Pantoea (0 et 23 %), Luteibacter (0 - 16 %), Methylobacterium-
Methylorubrum (0 - 12 %) et les Breuvundimonas (0 - 11 %).

Les triplicats PSMO présentent (comme les triplicats précédents) une grande diversité de genres.
Deux genres sont prédominants au sein du phylum des Bacteroidota : Pedobacter et
Pseudocyanosarcina, avec respectivement des abondances relatives comprises entre 0 et 19 %
et entre 2,5 et 10 %. Enfin les genres prédominants au sein du phylum Proteobacteria sont les
Luteibacter (0 - 35 %), les Stenotrophomonas (0 - 9 %) et les Erwinia (0 - 10 %).
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Phylum  Classe Ordre Famille Genre
% g _‘g @ Corynebacteriales Mocardiaceae Rhodococcus
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g % : : unknown genus
s 5 Cytophagales Microscillaceae Unknown genus
g % Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium
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. ) . ) Mucilaginibacter
Sphingobacteriales |Sphingobacteriaceae edobacter
Asticcacaulis
Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas
Phenylobacterium
Reyranellales Reyranellaceae Reyranella
Beijerinckiaceae Bosea
Beijerinckiaceae | Methylobacterium-Methylorubru
Devosiaceae Devosia
Kaistiaceae Kaistia
Rhizobiales Allorhizobium-Neorhizobium
= Aminobacter
£ Rhizobiaceae Ensifer
_'é' Mesarhizobium
% Shinella
E Rhodobacterales | Rhodobacteraceae Cefelb?r_:te_r
= Multi-affiliation
< Rickettsiales SM2D12 Unknown genus
2 Altererythrobacter
£ Multi-affiliation
-‘l; MNovosphingobium
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Figure 102: Abondance relative des différents genres bactériens dans les conditions PXMO ‘pluie-microorganismes’
(en %). Ino : inoculum initial ; PAMO : enrichi en ammonium ; PNMO : enrichi en nitrates ; PMO : non enrichi ; PSMO :
enrichi en sulfates.
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3.1.2.2. Essai calcaire avec ajout de microorganismes

La Figure 103 présente les abondances relatives des différents phyla présents au sein des
microcosmes composés d’eau de pluie synthétique, de calcaire et d'inoculum microbien.
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Figure 103 : Abondance relative des phyla bactériens dans les microcosmes PXCMO ‘pluie-calcaire-microorganismes’
(en %). Ino : inoculum initial ; PACMO : enrichi en ammonium ; PNCMO enrichi en nitrates ; PCMO : non enrichi ;
PSCMO : enrichi en sulfates.

Les phyla majoritaires sont les Proteobacteria et les Bacteroidota. Le phylum des Proteobacteria
prédomine dans toutes les pluies. lls sont les plus abondants dans les pluies PS (entre 79 et 88
%), puis PN (entre 59 et 84 %), puis les pluies P (entre 54 et 70 %), et enfin les pluies PA (entre
40 a 82 %).

Les Bacteroidota sont présentes dans tous les échantillons avec des proportions comprises entre
5 et 38 %. Ce phylum est le plus abondant dans les échantillons PACMO (13-38 %) et le plus
faible au sein des pluies PSCMO (10 - 14 %). Enfin, la présence des Planctomycetota est
observable dans toutes les compositions de pluies, mais en proportion trés faible, allant de 0,6 a
2 %.

La Figure 104 présente les abondances relatives des genres présents dans les échantillons ainsi
gue leurs taxonomies associées. De nombreux genres sont présents, indiquant une grande
diversité bactérienne pour chaque pluie. Parmi eux, de nombreux genres appartenant au phylum
des Proteobacteria sont identifiés, notamment Sphingobium, Brevundimonas, Cereibacter et
Sphingopyxis. Le genre Sphingobium prédomine largement dans les échantillons PSCMO, avec
des proportions relatives comprises entre 24 et 71 %, tandis que dans les autres milieux, ces
proportions sont de 1 a 21 %. Le genre Brevundimonas est présent dans I'ensemble des milieux,
avec des pourcentages compris entre 6 et 14 %. Le genre Sphingopyxis est également présent
dans tous les milieux, mais il est plus abondant dans les échantillons PNCMO, avec des
proportions variant entre 2 et 40 %, alors que dans les autres milieux, ces proportions sont
comprises entre 0 et 7 %. Enfin, le genre Cereibacter est présent dans tous les milieux, a
I'exception du milieu enrichi en sulfate, avec des pourcentages allant de 1 a 12 %.
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Le phylum des Bacteroidota est également majoritairement composé du genre Flavobacterium et
de la famille Chitinophaceae. Le genre Flavobacterium représente la majeure partie de
Bacteroidota, avec des abondances variant de 4 a 25 %. Les échantillons PACMO et PNCMO ont
une abondance plus élevée que les autres types de pluies, avec des proportions respectivement

comprises entre 8 et 20 % et 4 et 18 %.

= La présence de calcaire St Maximin Roche Fine dans les microcosmes modifie les
communautés bactériennes, malgré que l'inoculum a été échantillonné sur le
calcaire du Pére Lachaise.

Phylum Class Order Family Genus
Actinobacteriota | Actinobacteria |Corynebacteriales Mocardiaceae Rhodococcus
Edaphobaculum
g % Chitinophagales | Chitinophagaceae Flaws;}c:::acter
-g g unknown genus
G E Cytophagales Spirosomaceae Dyadobacter
@ Flavobacteriales | Flavobacteriaceae Flavobacterium
Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Pedobacter
Planctomycetota | Planctomycetes Pirellulales Pirellulaceae Rhodopirellula
Brevundimonas
Caulobacterales | Caulobacteraceae Caulobacter
Phenylobacterium
Micropepsales Micropepsaceae unknown genus
Rhizobiales Beijerinckiaceae Bosea
Devosiaceae Devosia
. Allorhizobium-Neorhizobium
Rhizobiales . .
- Rhizobiaceae Ensifer
B Mesarhizobium
E Cereibacter
2 Multi-affiliation
5 Rhodobacterales | Rhodobacteraceae peeudorhodobacter
@ E Rhodabacter
@ = Multi-affiliation
E < Novosphingobium
E Porphyrobacter
‘é‘ Sphingoaurantiacus
o Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingobium
Sphingomonas
Sphingopyxis
Sphingorhabdus
unknown genus
= Alcaligenaceae Multi-affiliation
% Burkholderiales Acidovorax
a Comamonadaceae Polaromonas
4“0_." Variovorax
g Diplorickettsiales | Diplorickettsiaceae unknown genus
g Pseudomonadales| Pseudomonadaceae Pseudomonas
£ Arenimonas
[t Xanthomonadales| Xanthomonadaceae Stenotrophomonas
VerrucomicrobiotaVerrucomicrobiae, Pedosphaerales | Pedosphaeraceae unknown genus
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Figure 104: Abondance relative des genres bactériens présents dans les microcosmes PXCMO ‘pluie-calcaire-
microorganismes’ (en %). Ino : inoculum initial ; PACMO : enrichi en ammonium ; PNCMO : enrichi en nitrates ; PCMO
: non enrichi ; PSCMO enrichi en sulfates.

3.1.2.3. Témoin calcaire

La Figure 105 illustre les différents phyla identifiés dans les conditions calcaires sans l'ajout de
microorganismes.
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Figure 105 : Abondance relative des phyla bactériens présents dans les microcosmes PXC ‘pluie-calcaire’ (en %). Ino :
inoculum initial ; PAC : enrichi en ammonium ; PNC : enrichi en nitrates ; PC : non enrichi ; PS : enrichi en sulfates.

Les phyla Proteobacteria et Bacteroidota dominent les communautés bactériennes identifiées
dans les différentes pluies, représentant plus de 90 % de la composition totale. Le phylum
Proteobacteria prédomine largement, avec des proportions comprises entre 70 et 85 %, tandis
gque les Bacteroidota représentent entre 12 et 28 %. Les échantillons ont donc globalement une
composition trés similaire.

La Figure 106 présente les genres identifiés au sein des différents milieux, ainsi que leur
taxonomie associée. Les genres identifiés dans les échantillons sans ajout de microorganismes
montrent peu de variations en fonction des milieux utilisés. Parmi eux, Flavobacterium et
Edaphobaculum dominent le phylum Bacteroidota. Le genre Flavobacterium est plus abondant
dans les échantillons PSC, représentant entre 17 et 22 %, tandis que dans les autres milieux, ses
proportions varient entre 2 et 25 %. Quant au genre Edaphobaculum, il présente une abondance
relative comprise entre 0 et 9 % dans tous les milieux, a I'exception des échantillons PSC ou sa
présence est inférieure a 1 %.

Le phylum Proteobacteria se compose principalement de cing genres : Sphingobium,
Brevundimonas, Sphingopyxis, Sphingorhabdus et Methylobacterium-Methylorubrum. Tous ces
genres appartiennent a la classe des Alphaproteobacteria. Le genre Sphingobium prédomine
largement dans toutes les conditions, avec des proportions allant de 20 & 62 %. Le genre
Brevundimonas montre des abondances plus élevées dans les échantillons PAC (entre 6 et 14
%) et PNC (entre 4 et 15 %). Dans les autres milieux, son abondance varie entre 1 et 7 %. Le
genre Sphingopyxis présente une abondance plus importante dans les échantillons PNC (entre 4
et 11 %) que dans les autres milieux (entre 0 et 9 %). Enfin, le genre Methylobacterium-
Methylorubrum est plus abondant dans les échantillons PAC (entre 2 et 10 %) ainsi que dans les
échantillons PC (entre 8 et 11 %). Dans les milieux enrichis en nitrates (PNC) et en sulfates (PSC),
ce genre est peu représenté, avec une abondance inférieure a 2 %.
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= Les communautés bactériennes identifiées dans les témoins calcaires sont plus
semblables a celle retrouvées dans les essais calcaires et microorganismes que
dans les témoins microorganismes.

= La présence de calcaire dans les microcosmes modifie donc les communautés
bactériennes capables de se développer dans ces conditions.
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a « SphingobacterialesSphingobacteriaceas Pedobacter
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Bosea
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a Methylorubrum
% Devosiaceae Devosia
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Figure 106 : Abondance relative des genres bactériens des microcosmes PXC ‘pluie-calcaire’ (en %). Ino : inoculum
initial ; PAC : enrichi en ammonium ; PNC : enrichi en nitrates ; PC : non enrichi ; PS : enrichi en sulfates.
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3.2.Champignons
3.2.1. Indice de biodiversité des communautés bactériennes

Alpha-diversité
Tableau 27 : Indices d’alpha-diversité des communautés fongiques a I'échelle des especes en fonction des différents

milieux et conditions expérimentales. PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’, PC : ‘pluie-calcaire’ ; PMO : ‘pluie-
microorganismes’.

Richesse Inverse
Condition Type de pluie observée Chaol Shannon Simpson
Inoculum 12 12 2,02 6,12
Ammonium 22,3+3,1 23,8+2,4 1,7+£0,2 38+1,1
PCMO Nitrate 26+1,3 26,8+1,4 28+0,2 6,3+1,2
Pére-Lachaise 26,3+24 278+1,8 0,9+0,2 1,7+0,4
Sulfate 21,7+2.2 225+2,6 1,6 +0,6 40+1,8
Ammonium 73+1,1 7,7+1,6 0,7+0,3 1,7+0,4
pC Nitrate 12,7+1,8 12,7+ 1,7 0,7+0,3 1,8+0,6
Pére-Lachaise 13+1,3 15,2+ 0,7 0,9+0,3 1,8+0,4
Sulfate 14,3+ 1,6 145+ 1,3 0,5+0,1 1,3+0,1
Ammonium 20,3+0:9 23,3+£29 1,3+0,1 28+0,2
PMO Nitrate 17+2,7 19,3+3,2 1,0+£0,2 2,8+0,3
Pére-Lachaise 34t4 40,5157 1,6+0,7 40+1,8
Sulfate 34,7+1,8 41,3+7,8 0,9+0,2 1,7+£0,2

Pour les microcosmes composés a la fois de calcaire et d'inoculum microbien (CMO), les valeurs
des différents indices sont similaires. La diversité fongique est grande, avec plusieurs espéces
qui prédominent. Pour les microcosmes constitués uniquement de calcaire, les valeurs de la
richesse observée et de l'indice de Chao 1 sont plus faibles, mais demeurent relativement
homogeénes pour les quatre milieux. Cependant, les indices de Shannon et Inverse Simpson sont
plus élevés pour les précipitations enrichies en nitrates et en sulfates que pour les milieux a base
d'ammonium et non enrichis qui présentent une distribution inégale des espéces, dominée par
guelques-unes.

Enfin, les communautés fongiques présentes dans les microcosmes constitués uniquement de
microorganismes sont un peu moins riches pour les milieux riches en ammonium et en nitrates.
Les autres valeurs sont homogéenes et mettent en évidence une communauté fongique étendue,
mais inégalement répartie, caractérisée par seulement quelques espéces prédominantes.

Béta-diversité
e Comparaison avec l'inoculum initial

Les communautés fongiques a la fin de I'expérience sont totalement différentes de celles
initialement introduites (Figure 107, 1° colonne).
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Figure 107 : Carte de chaleur représentant les indices fongiques de béta-diversité de Bray-Curtis. (A) PXCMO : ‘pluie-
calcaire-microorganismes’ ; (B) PXMO : ‘pluie-microorganismes’; (C) PXC: ‘pluie-calcaire’ avec X la variable
composition de pluies avec A pour enrichi en ammonium, N pour enrichi en nitrates et S pour enrichi en sulfates, Ino :
inoculum initial.

e Composition des triplicats

Pour les microcosmes contenant & la fois du calcaire et des microorganismes (Figure 107 - A),
les teintes jaunes et vertes indiquent un bon niveau de similarité et donc une faible variabilité au
sein des réplicats. Cette tendance est encore plus marquée pour le témoin calcaire (Figure 107 -
B). En revanche, les différences sont fortes pour le témoin microorganismes (Figure 107 - C) avec
des teintes proches du rouge. En résumé, en présence de calcaire, la composition fongique des
réplicats semble beaucoup moins variable.

e Comparaison des communautés fongiques entre chaque pluie

Pour les microcosmes contenant a la fois du calcaire et des microorganismes (Figure 107 - A),
les échantillons PACMO et PNCMO montrent de faibles variations des indices de BC (entre 0,07
et 0,52). Il en va de méme pour les milieux sans enrichissement (PL) et enrichis en sulfates (entre
0,17 et 0,62), indiquant des relatives similarités. Dans les témoins microorganismes, les valeurs
plus élevées indiquent des différences plus importantes entre les communautés fongiques en
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fonction de la composition des milieux. Enfin dans les microcosmes composés uniguement de
calcaire, les compositions fongiques sont relativement similaires.

= A nouveau, la présence de calcaire favorise des communautés identiques.

3.2.2. Communautés fongiques
3.2.2.1. Etude calcaire en présence de microorganismes

La Figure 108 présente les phyla fongiques identifiés dans les microcosmes contenant du calcaire,
ainsi que de l'inoculum bactérien, en fonction des différents milieux.
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Figure 108 : Abondance relative des phyla fongiques des microcosmes PXCMO ‘pluie-calcaire-microorganismes’ en
fonction des différentes compositions de milieux (en %). Ino : inoculum initial ; PACMO enrichi en ammonium ; PNCMO :
enrichi en nitrates ; PCMO : non enrichi ; PSCMO enrichi en sulfates.

Au sein de l'inoculum ajouté aux microcosmes, trois phyla ont été identifiés : Ascomycota (61 %),
Basidiomycota (15 %) et Chytridiomycota (4 %). Ces phyla contribuent & la composition fongique
initiale avant l'introduction des autres milieux et conditions.

En comparaison, le phylum Basidiomycota disparait entierement alors que Chytridiomycota
n’apparait que dans un échantillon PNCMO (~ 1 %). Le phylum Ascomycota domine toujours
largement la composition fongique (entre 57 et 96 %). Un autre phylum Mortiellomycota est
identifié dans les échantillons PNCMO mais en abondance également faible (~ 1 %).

La Figure 109 présente la composition fongique des microcosmes au niveau du genre,
accompagnée de leur taxonomie respective. La plupart des genres identifiés appartiennent aux
classes Eurotiomycetes et Sordariomycetes. Les Eurotiomycetes identifiés sont affiliés a I'ordre
des Chaetothyriales. Un genre spécifique, le genre Knufia, a été identifié, avec des abondances
relatives plus élevées dans les échantillons PNCMO (entre 15 et 29 %) et PSCMO (entre 6 et 25
%). Dans les autres milieux, les abondances du genre Knufia sont plus faibles, variant entre 0 et
20 %. Des tendances similaires sont observées pour les Chaetothyriales non identifiés dans ces
milieux.
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Les Sordariomycetes identifiés appartiennent & deux ordres : Hypocreales et Xylariales. Dans
l'ordre des Hypocreales, deux genres prédominants ont été identifiés : Lecanicillium et
Purpureocillium. Le genre Lecanicillium montre des abondances relatives plus élevées dans les
échantillons PACMO (entre 43 et 62 %) ainsi que dans les échantillons PCMO (entre 10 et 81 %),
tandis que dans les autres milieux, ses abondances sont plus faibles, variant entre 0 et 5 %. Quant
au genre Purpureocillium, il présente une abondance relative élevée dans les échantillons
PACMO (entre 3 et 18 %) ainsi que dans les échantillons PNCMO (entre 3 et 24 %).

Le genre Phialemoniopsis, appartenant & l'ordre des Xylariales, présente une abondance élevée
dans les échantillons PACMO, avec des proportions comprises entre 13 et 20 %. En revanche,
dans les autres milieux, ce genre est peu ou non représenté, avec des abondances relatives
inférieures 6 %.

Phylum Class Order Family Genus
Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation
Ascomycota CIS* Ascomycota O15* Ascomycota FIS* Ascomycota GIS*
Mycosphaerellales Extremaceae Extremus
Didymellaceae Didymella

Dothideomycetes
Pleosporales Phaeosphaeriaceae | PhaeosphaeriaceaeGIS*

PleosporalesFIS* Pleosporales GIS*

Rhinocladiella

Chaetothyriales Herpotrichiellaceae | Veronaea
Eurotiomycetes Trichomeriaceae Knufia
Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
Verrucariales Verrucariaceae Agonimia
Leotiomycetes Helotiales HelotialesFIS* Helotiales GIS*
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales  [Saccharomycetales FIS* Candida

Metapochonia

Clavicipitaceae | Pochonia
Cordycipitaceae | Gamszarea
Liangia
Hypocreaceae Trichoderma

Hypocreales
Sordariomycetes Hypocreales GIS®
Hypocreales FIS*

Sarocladium

Microcera
Nectriaceae I Nectriaceae GIS*
Ophiocordycipitaceae Purpureocillium

Thyridiales Thyridiaceae Thyridium

Agaricomycetes Polyporales Ganodermataceae Ganoderma

Basidiomycota Cystobasidiomycetes O1S*|  Buckleyzymaceae Buckleyzyma

Cystobasidiomycetes|

Erythrobasidiales Erythrobasidiaceae Erythrobasidium

Chytridiomycota | Spizellomycetes Spizellomycetales Powellomycetaceae Powellomyces

Autresinfl%

Figure 109: Abondance relative des genres fongiques au sein des microcosmes PXCMO ‘pluie-calcaire-
microorganismes’ (en %). Ino : inoculum initial ; PACMO : enrichi en ammonium ; PNCMO : enrichi en nitrates ; PCMO
: non enrichi ; PSCMO : enrichi en sulfates.
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3.2.2.2. Microorganismes sans calcaire

La Figure 110 expose les différents phyla fongiques présents au sein des microcosmes contenant
seulement des microorganismes issus de I'inoculum.
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Figure 110 : Abondance relative des phyla fongiques des microcosmes PXMO ‘pluie-microorganismes’ (en %). Ino :
inoculum initial ; PAMO : enrichi en ammonium ; PNMO : enrichi en nitrates ; PMO : non enrichi ; PSMO : enrichi en
sulfates.

Le groupe taxonomique Ascomycota est dominant dans I'ensemble des échantillons, avec des
proportions variant de 14 a 100 %. Il est le seul identifié dans les échantillons PAMO et PNMO,
En revanche, pour les échantillons PMO et PSMO, la présence de Mortierellomycota est observée
avec des proportions variant de 0 a 85 %.

La Figure 110 montre 'abondance relative des genres identifiés au sein des différents échantillons
ainsi que leur taxonomie associée. Les milieux enrichis en composés azotés sont majoritairement
composés de genres appartenant a l'ordre des Hypocreales, mais leur composition différe en
raison de l'abondance variable des différents genres. Dans les échantillons PAMO, le genre
Lecanicilium prédomine avec des proportions allant de 28 & 61 %. D'autres genres sont
également présents en proportions importantes, tels que Sarocladium (0-49 %), Fusarium (0-25
%), Microcera (4-14 %), et Phialemoniopsis (2-17 %). Pour les échantillons PNMO, les familles
Clavicipitaceae (3-43 %) et Cordicipitaceae (0-75 %) sont majoritaires, mais elles n'ont pas pu
étre identifiées au niveau du genre. Le genre Purpureocillium est également dominant dans ces
échantillons, avec des proportions comprises entre 0 et 71 %, Deux genres sont présents en
proportions plus faibles : Lecanicillium (0-5 %) et Stibella (0-3 %).

Les échantillons PMO et PSMO sont principalement composés de genres appartenant aux ordres
des Hypocreales et des Pleosporales. Dans le milieu P, les Hypocreales sont majoritaires et sont
représentés par des genres non identifiés de la famille des Cordycipitaceae (0-96 %), ainsi que
par le genre Microcera (0-40 %). Les genres Lecanicillium et Purpureocillium sont présents en
proportions minoritaires, inférieures a 5 %. Dans ce milieu, de nombreux Pleosporales n‘ont pas
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été identifiés au niveau du genre, mais ils représentent de 0 a 29 % de la communauté fongique.
Le genre Kalmusia, appartenant aux Pleosporales, a pu étre identifié avec des proportions
comprises entre 0 et 13 %.

Pour les échantillons PSMO, la composition fongique des réplicats varie considérablement d'un
échantillon a l'autre. Les Hypocreales sont principalement représentés par trois genres

Lecanicillium (0-39 %), Fusarium (0-64 %) et Microcera (0-14 %). Les Pleosporales dans ce milieu
sont minoritaires, avec des proportions inférieures a 5 %. Le genre Knufia a été identifié avec des
proportions comprises entre 0 et 21 %. Enfin, le genre Mortiella est le seul représentant du phylum
Mortierellomycota et compose entre O et 83 % des communautés fongiques du milieu enrichi en

sulfates.
Phylum Class Order Family Genus
Ascomycota CIS* Ascomycota OIS* Ascomycota FIS* Ascomycota GIS*
Mycosphaerellales Extremaceae Extremus
Amorosiaceae Angustimassarina
Didymellaceae Neodidymelliopsis 80
Didymosphaeriaceae Kalmusia
Dothideomycetes Y - P
Pleosporales Lophiotremataceae Atrocalyx
Phaeosphaeriaceae Phaeosphaeria
Phaeosphaeriaceae
* * 60
PleosporalesFIS Pleosporales GIS
Herpotrichiellaceae Rhinacladiella
) Chaetothyriales Trichomeriaceae Knufia
Eurotiomycetes " " "
Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
Verrucariales Verrucariaceae Agonimia 40
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiales FIS* Helotiales GIS*

Saccharomycetes

Saccharomycetales

Saccharomycetales FIS*®

Candida

Sordariomycetes

Clavicipitaceae

Metapochonia
Pochonia

Cordycipitaceae

Gamszarea
Liangia

Hypocreales

Hypocreales FIS*

Acremonium
Hypocreales GIS*
Sarocladium 0

Nectriaceae

Fusarium
Microcera
MNectriaceae GIS*

Ophiocordycipitaceae

Purpureocillium

Thyridiales

Thyridiaceae

Thyridium

Basidiomycota

Agaricomycetes

Polyporales

Ganodermataceae

Ganoderma

Cystobasidiomycetes 015

Buckleyzymaceae

Buckleyzyma

Cystobasidiomycetes

Erythrobasidiales

Erythrobasidiaceae

Erythrobasidium

Chytridiomycota

Spizellomycetes

Fungi PIS*

Fungi CIS*

Spizellomycetales
Fungi OIS*

Powellomycetaceae
Fungi FIS*

Fungi GIS*

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Multi-affiliation

Multi-affiliation
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Figure 111: Abondance relative des genres bactériens des microcosmes PXMO ‘pluie-microorganismes’ (en %). Ino :
inoculum initial ; PACMO : enrichi en ammonium ; PNCMO : enrichi en nitrates ; PCMO : non enrichi ; PSMO : enrichi

en sulfates.
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3.2.2.3. Témoin calcaire

La Figure 112 illustre les phyla identifiés au sein des microcosmes contenant du calcaire sans

ajout d’inoculum microbien.
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Figure 112 : Abondance relative des phyla fongiques des microcosmes PXC ‘pluie-calcaire’ (en %). Ino : inoculum
initial ; PAC : enrichi en ammonium, PNC : enrichi en nitrates, PC : non enrichi et PSC : enrichi en sulfates.
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L’'inoculum présente la plus forte diversité fongique avec 3 phyla identifiés : Ascomycota,
Basidiomycota et Chytridiomycota. Dans les pluies, cette diversité diminue, Le groupe
taxonomique Ascomycota englobe alors la totalité des communautés fongiques identifiées avec

une abondance supérieure a 87 %. Toutefois, dans les échantillons PSC, le phylum
Basidiomycota est observé avec une proportion de 2 %.

Les genres qui ont été identifiés (Figure 113) sont largement affiliés a I'ordre des Hypocreales,
parmi lesquels deux genres prédominent : Lecanicillium et Purpureocillium, présents dans tous
les échantillons, mais avec des proportions variables. Le genre Lecanicillium est le plus abondant,
avec des valeurs entre 10 et 99 %. Le genre Purpureocillium est davantage présent dans les
environnements PAC et PSC, avec des proportions respectivement comprises entre 0 et 53 % et
entre 6 et 15 %.

Les milieux PAC et PNC présentent une moindre diversité par rapport aux échantillons PSC et
PC, principalement en raison d'une plus grande prépondérance des genres minoritaires dans ces
derniers. Les genres Sarocladium et Trichoderma se distinguent par leur abondance
particulierement marquée dans les échantillons PSC, avec des proportions entre 0 et 27 % pour
le premier et entre 0 et 17 % pour le second.

Certains genres peuvent apparaitre ponctuellement avec des proportions significatives, comme
c'est le cas pour Microcera dans les échantillons PAC et PSC.

= Lacomposition des communautés fongiques est tres influencée par la présence de
calcaire ou non.
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Phylum Class Order Family Genus

Ascomycota CIS* Ascomycota OIS* Ascomycota FIS* Ascomycota GIS* I
Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Phaeosphaeriaceae GIS*
Chaetothyriales Trichomeriaceae Knufia
Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
Verrucariales Verrucariaceae Agonimia
Leotiomycetes Helotiales Helotiales FIS* Helotiales GIS*
Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetales FIS* Candida
Ascomycota Clavicipitaceae Metapochonia
Cordycipitaceae Liangia
Acremonium
Hypocreales FIS* Sarocladium
Sordariomycetes Hypocreales Fusarium
MNectriaceae Microcera
MNectriaceae GIS*®
Ophiocordycipitaceae Purpureocillium
Thyridiales Thyridiaceae Thyridium
Agaricomycetes Polyporales Ganodermataceae Ganoderma
Basidiomycota » Cystobasidiomycetes OIS* Buckleyzymaceae Buckleyzyma
Cystobasidiomycetes Erythrobasidiales Erythrobasidiaceae Erythrobasidium
Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia
Chytridiomycotg  Spizellomycetes Spizellomycetales Powellomycetaceae Powellomyces
FungiPIS* Fungi CIS* Fungi QIS* Fungi FIS* Fungi GIS*
Multi-affiliation| Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation
Autresinf1%
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Figure 113: Abondance relative des genres fongiques au sein des microcosmes PXC ‘pluie-calcaire’ (en %). Ino :
inoculum initial ; PAC : enrichi en ammonium ; PNC : enrichi en nitrates ; PC : non enrichi ; PSC : enrichi en sulfates.

3.3.Algues
3.3.1. Indice de biodiversité

Alpha-diversité

Le Pour les microcosmes composeés de calcaire et d'inoculum microbien (CMO), les valeurs des
différents indices sont similaires pour toutes les conditions de pluie étudiées, avec une richesse
observée comprise entre 32 et 37, un indice de Chao 1 variant entre 33 et 42, un indice de
Shannon entre 1 et 1,1, et un indice d'Inverse Simpson entre 2 et 2,1. La diversité algale y est
élevee, bien que dominée par quelques especes.

Dans les microcosmes constitués uniquement de calcaire (PC), les valeurs de la richesse
observée, de lindice de Chao 1 et de lindice de Shannon sont plus faibles, mais restent
relativement homogénes entre les quatre milieux étudiés. Cependant, l'indice d'Inverse Simpson
montre des variations plus marquées, notamment dans le milieu enrichi en nitrate, ou il est
nettement plus élevé que dans les autres milieux (13 contre ~1). Cette valeur plus élevée indique
gue le milieu enrichi en nitrate est caractérisé par une communauté algale dominée par plusieurs
especes, alors que les autres milieux sont dominés par seulement quelques espéces
prédominantes.

Enfin, les communautés algales présentes dans les microcosmes constitués uniquement de
microorganismes présentent une richesse légérement inférieure dans les milieux enrichis en
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ammonium et en nitrate. Les autres indices sont homogenes et révélent une communauté algale
dominée par un petit nombre d'espéces principales.

Tableau 28 décrit les indices d’alpha-diversité des communautés algaires en fonction des
différentes conditions expérimentales ainsi qu’en fonction des différentes pluies.

Pour les microcosmes composés de calcaire et d'inoculum microbien (CMO), les valeurs des
différents indices sont similaires pour toutes les conditions de pluie étudiées, avec une richesse
observée comprise entre 32 et 37, un indice de Chao 1 variant entre 33 et 42, un indice de
Shannon entre 1 et 1,1, et un indice d'Inverse Simpson entre 2 et 2,1. La diversité algale y est
élevée, bien que dominée par quelques espéces.

Dans les microcosmes constitués uniqguement de calcaire (PC), les valeurs de la richesse
observée, de lindice de Chao 1 et de lindice de Shannon sont plus faibles, mais restent
relativement homogénes entre les quatre milieux étudiés. Cependant, l'indice d'Inverse Simpson
montre des variations plus marquées, notamment dans le milieu enrichi en nitrate, ou il est
nettement plus élevé que dans les autres milieux (13 contre ~1). Cette valeur plus élevée indique
que le milieu enrichi en nitrate est caractérisé par une communauté algale dominée par plusieurs
espéces, alors que les autres milieux sont dominés par seulement quelques espéces
prédominantes.

Enfin, les communautés algales présentes dans les microcosmes constitués uniquement de
microorganismes présentent une richesse légerement inférieure dans les milieux enrichis en
ammonium et en nitrate. Les autres indices sont homogenes et révelent une communauté algale
dominée par un petit nombre d'espéces principales.

Tableau 28: Indice d'alpha-diversité pour les différentes conditions expérimentales.

Richesse Inverse

Condition Type de pluie observée Chaol Shannon Simpson
Inoculum 7 7 1,5 3,8

Ammonium 354 37,7+5,8 1,0£0,3 20+£0,3

PCMO Nitrate 37,3+24 42 + 3,3 1,1+0,2 21+04

Pére-Lachaise 32,7+4,.2 331+4,1 1,0£0,1 21+0,3

Sulfate 35,7+3,6 38,6 + 6,6 1,0+£0,2 20+1,4

Ammonium 17,3+ 0,9 17,3+ 0,9 0,3£0,1 1,2+0,0

PC Nitrate 202 20,6 £1,8 06+0,1 13+0,1

Pére-Lachaise 14+ 0,7 145+1,0 0,3£0,0 1,2+0,0

Sulfate 17,7+1,6 19,7+2,4 0,7+0,1 1,6 +0,2

Ammonium 12,7+1,1 12,7+1,1 1,7+0,1 39+0,6

PMO Nitrate 243+7,1 25,2+6,6 1,7+0,4 46+2,2

Pére-Lachaise 34,7+8,4 36 8,7 1,5+0,6 40+£2,9

Sulfate 32,7+3,1 38,427 1,7+0,3 33+1/4

Béta-diversité
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Figure 114: Carte de chaleur des indices de béta-diversité de Bray-Curtis en fonction du type de pluie. (A) pluie enrichie
en ammonium ; (B) pluie enrichie en nitrates ; (C) pluie sans enrichissement ; (D) pluie enrichie en sulfates.

La Figure 114 présente quatre cartes de chaleurs des indices de béta-diversité de Bray-Curtis en
fonction du type de milieu.

o Comparaison par type de pluie

Pour le milieu enrichi en ammonium (Figure 114-A), les communautés algaires des réplicats pour
chaque condition expérimentale sont similaires, avec des indices de Bray-Curtis (BC) compris
entre 0,2 et 0,4 pour la condition CMO, entre 0 et 0,1 pour la condition C, et entre 0,1 et 0,4 pour
la condition MO. Les communautés algaires des conditions CMO et C présentent peu de
différences, avec des indices de BC compris entre 0,2 et 0,4. En revanche, ces communautés
sont trés différentes de celles observées dans la condition MO, avec des valeurs proches de 1

Le milieu enrichi en nitrate (Figure 114-B) présente des indices de BC similaire & ceux retrouvé
avec le milieu enrichi en ammonium précédemment décrit. Les communautés algaires des
réplicats pour chaque condition sont assez similaires, a l'exception de la condition PNMO, qui
montre de plus grandes variations. De la méme maniére, les conditions CMO et C présentent des
communautés algaires similaires, mais trés différentes de celles retrouvées dans la condition
PMO.

Pour le milieu sans enrichissement (Figure 114-C), les communautés algaires présentes peu de
variations avec des indices de BC compris entre 0,1 et 0,4, excepté pour PMO ou les indices sont
compris entre 0,2 et 0,9. Cette fois, les communautés algaires des conditions C et MO sont trés
similaire avec des valeurs comprises entre 0 et 0,3. Les communauté algaires CMO sont assez
dissemblable des communautés présentes en C et en MO avec des indice de BC compris entre
0,5et0,8.

Enfin le milieu enrichi en sulfates (Figure 114-D), montre des communautés algaires similaires au
sein de chaque réplicats avec des valeurs comprises entre 0,2 et 0,6 pour CMO, 0,1 et 0,2 pour
C. Pour le réplicat MO, les communautés algaires varient davantage avec des indices compris
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entre 0,4 et 0,8. Les communautés algaires entre les différentes conditions expériementales sont
assez similaire avec des valeurs comprises entre 0,2 et 0,7.

e Comparaison par condition expériementale

La Figure 115 correspond a des cartes de chaleur représentant les indices de béta-diversité de
Bray-Curtis en fonction des différentes conditions expérimentales.

Pour la condition « pluie-calcaire-microorganismes » (CMO, Figure 115 — A), que ce soit au sein
des réplicats pour chaque milieu ou entre les différents milieux, les indices de béta-diversité sont
majoritairement compris entre 0,1 et 0,5, ce qui reflete de faibles différences dans la composition
des communautés algaires, malgré la diversité des milieux.

En revanche, la condition « pluie-microorganismes » (MO, Figure 115 — B) présente une variabilité
beaucoup plus marquée. Au sein des réplicats, seul le milieu enrichi en ammonium (PAMO)
présente des indices de Bray-Curtis (BC) faibles, compris entre 0,2 et 0,4, indiquant une forte
similarité des communautés algaires. Pour les autres milieux, les indices de BC varient entre 0,2
et 0,9, témoignant d'une forte hétérogénéité des communautés algaires entre réplicats. Lors de la
comparaison entre les différents milieux, on observe des couleurs trés rouges, ce qui traduit des
dissimilarités importantes entre les communautés algaires. Cependant, des dissimilarités plus
faibles sont observées entre le milieu non enrichi (PMO) et le milieu enrichi en sulfate (PSMO),
avec des indices de BC variant également entre 0,2 et 0,9, suggérant des communautés algaires
relativement similaires dans ces deux milieux

Enfin, la condition « pluie-calcaire » (C, Figure 115 — C) présente les variations les plus faibles en
termes de communauté algaire, que ce soit au sein des réplicats ou entre les milieux, avec des
indices de béta-diversité majoritairement compris entre 0,1 et 0,5. Un seul des réplicats du milieu
enrichi en nitrate (PNC) affiche des indices de béta-diversité entre 0,7 et 0,9, ce qui indique le
développement d'une communauté algaire trés différente de celles des autres réplicats.
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Figure 115: Carte de chaleur représentant les indices de béta-diversité de Bray-Curtis en fonction des conditions
expérimentales. (A) condition 'pluie-calcaire-microorganismes'; (B) condition 'pluie-microorganismes'; (C) condition
'pluie-calcaire'.

3.3.2. Composition des communautés algaires
La Figure 116 correspond a l'abondance relative des différents phyla identifié dans les
microcosmes. Les Chlorophyta correspondent aux seul phylum identifié dans tout les

microcosmes, aprés 2 mois d’expérimentation. Le phylum des Ochrophyta a été identifié
seulement dans I'inoculum avec une proportion de 60%.
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Figure 116: Abondance relative des différents phyla. (A) condition 'pluie-calcaire-microorganismes'; (B) condition 'pluie-
calcaire’; (C) condition 'pluie-microorganisme. Les lettres A, N et S permettent d'identifier I'enrichissement des milieux
: A correspond au milieu enrichi en ammonium, N au milieu enrichi en nitrates et S enrichi en surlfates.

e Condition ‘pluie-calcaire-microorganismes’

La Figure 117 correspond a I'abondance relative des différents genres algaires identifiés dans les
condition ‘pluie-calcaire-microorganismes’ en fonction des différents milieux.

Pour tout les milieux étudiés, les genres Pseudomuriella et Chromochloris composent la majeure
partie des communautés algaires. Pour les millieux enrichis en composé azotés (PACMO et
PNCMO) le genre Pseudomuriella est majoritaire avec des abondances relatives comprises entre
45 et 85 %. Pour les milieux non enrichi et enrichi en sulfates, le genre Chromochloris est cette
fois ci prédominant avec des abondances relatives comprises entre 30 et 80%.
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Phylum Classe Ordre Famille Genre
Ochrophyta| Xanthophyceae Mischococcales Pleurochloridaceae Pleurochloris l 80
o Chlamydomonadales Coccomyxaceae Coccomyxa
g Chlorophyceae 0IS* | Chlorophyceae FIS* Chlorophyceae GIS
%El Bracteacoccaceae Bracteacoceus 80
E" Sphaeropleales Chromochloris
. © Sphaeropleales FIS* Pseudomuriella 40
;: Chlorophyta CIS* Chlorophyta OIS* Chlorophyta 617
o Chlorophyta FIS* Klebsormidium
g % Chlorellales Oocystaceae Chloroidium 20
1; Prasiolales Prasiolales FIS* Elliptochloris .
o
.g Myrmecia 0
_E Trebouxiales Trebouxiaceae Parietochloris
E Watanabeales watanabeaceae Watanabea I
Ulvophyceae Ulotrichales Ulotrichaceae Interfilum
Autres .

o pacmo PNCMO PCMO PSCMO

Figure 117: Abondance relative des genres algaires identifiés dans la condition 'pluie-calcaire-microorganismes' en
fonction des différents milieux (en %).

o Condition ‘pluie-calcaire’
Phylum Classe Ordre Famille Genre
Qchrophyta Xanthophyceae Mischococcales Pleurochloridaceae Pleurochlaris .
Chlamydomonadales | Coccomyxaceae Coccomyxa 80
= Chlorophyceae Bracteacoccaceae Chromochloris 60
-E Sphaeropleales Sphaeropleales FIS*| Pseudomuriella 40
E: Trebouxiales Trebouxiaceae Myrmecia 20
5 Trebouxiophyceae Watanabeales watanabeaceae Watanabea . -
Ulvophyceae Ulotrichales Ulotrichaceae Interfilum 0
Autres .
Ino " pac PNC PC pPsSC

Figure 118 : Abondance relative des genres algaire identifié dans la condition ‘pluie-calcaire' en fonction des différents
milieux (en %).

La Figure 118 correspond a I'abondance relative des genres algaires identifiés en condition ‘pluie-
calcaire’ en fonction des différents milieux. Pour I'ensembles des milieux étudiés, le genre
Pseudomuriella est trés largement majoritaire avec des abondances relatives comprises entre 65
et 95%. L’abondance de ce dernier et Iégérement plus faible dans le milieu enrichi en sulfates
(PSC) ou une proportion considérable du genre Chromochloris est aussi observée (10 — 30 %).

e Condition ‘pluie-microorganismes’

La Figure 119 correspond a I'abondance relative des genres algaires identifiés en condition ‘pluie-
microorganismes’ en fonction des différents milieux. Pour les milieux enrichis en composés azotés
(PAMO et PNMO) le genre Coccomyxa domine les communautés algaires avec des proportions
comprises entre 50 et 95%. Le genre Pseudomuriella est quant a lui prédominant dans les milieux
enrichis en sulfates et sans enrichissement. Au sein de ces milieux, la présence des genres
Coccomyxa et Bracteacoccus est aussi considérable avec des valeurs comprise entre 10 et 60%.
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Phylum Classe Ordre Famille Genre
Ochrophyta| Xanthophyceae Mischococcales | Pleurochloridaceae Pleurochloris
Chlamydomonadales| Coccomyxaceae Coccomyxa
Bracteacoccus
Chlorophyceae Bracteacoccaceae
Sphaeropleales Chromochloris
= Sphaeropleales FIS*| Pseudomuriella
—C: Chlorophyta CIS* | Chlorophyta 0I1S* | Chlorophyta FIS* Klebsormidium
[*]
B Chlorellales Oocystaceae Chloroidium
e
© Prasiolales Prasiolales FIS* Elliptochloris
Trebouxiophyceae
Trebouxiales Trebouxiaceae Myrmecia
Watanabeales Watanabeaceae Watanabea .
Ulvophyceae Ulotrichales Ulotrichaceae Interfilum
Autres .

Ino

PAMO PNMO PMO PSMO

Figure 119: Abondance relative des genres algaire identifiés dans la condition 'pluie-microorganismes' en fonction des
différents milieux (en %).

Afin de mettre en évidence des liens entre les communautés microbiennes et les ions solubles,
les analyses en composantes principales ont été réalisées pour les phyla bactériens (Figure 120)
et les classes fongiques (Figure 121), en fonction de la composition des microcosmes.

Bactéries

Les individus des microcosmes de composition PC (Figure 120 — Série PC) sont différenciés en
trois groupes : (1) PC et PNC, (2) PAC et (3) PSC. Les échantillons PC et PNC sont en effet
similaires avec des concentrations plus importantes en ammonium et sont assez bien corrélées
avec des proportions plus grandes en Actinobacteriota, Proteobacteria et Dependentiae. Les
échantillons PAC montrent des concentrations importantes en calcium, chlorure, oxalate et
formate corrélées avec les Chlorophyta. Enfin les échantillons PSC présentes des concentrations
importantes en sulfate, nitrate, magnésium et phosphate corrélées avec des proportion plus
élevées en Verrucomicrobiota.

De la méme maniere que précédemment, les microcosmes de composition PMO (Figure 120 —
Série PMO) se différencient en trois groupes : (1) PMO et PNMO, (2) PAMO et (3) PSMO. PMO
et PNMO montrent de plus importantes concentrations en calcium, sodium et acétate, corrélées
avec de plus importantes proportions en Planctomycetota, Bacteroidota et Proteobacteria. Les
microcosmes PAMO montrent des concentrations plus importantes en ammonium, nitrate,
chlorure, phosphate, propionate et formate, corrélées avec une proportion importante en
Chlorophyta. Enfin les microcosmes PSMO montrent quant & eux des concentrations plus
importante en magnésium, sulfates et oxalates, corrélées avec de plus fortes proportions en
Cyanobacteria.

Contrairement aux compositions précédentes, les échantillons de composition PCMO (Figure 120
— Série PCMO) ne montrent pas de séparations nettes en fonction de la composition de I'eau de
pluie. Cependant, certaines variables semblent quand méme assez bien corrélées avec les
compositions de pluies. Les échantillons PCMO sont assez bien corrélés avec des fortes
concentrations en anions organiques (propionate, acétate, formate, oxalate) ainsi qu’avec le
phylum Verrucomicrobiota. Les échantillons PACMO montrent des concentration plus importantes
en nitrate corrélées avec des proportions importantes de Cyanobacteria, Chlorophyta et
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Bacteroidota. Les échantillons PSCMO montrent quant a eux des concentrations importantes en
sulfate et magnésium corrélées avec des proportions importantes en Proteobacteria. Enfin les
échantillons PNCMO montrent des concentrations importantes en sodium corrélées avec des
proportions importantes en Actinobacteria et en Dependentiae.

= Les milieux enrichis en nitrates et non enrichis sont assez similaires et semblent
favoriser le développement d’Actinobacteria et de Dependentiae.

Les milieux enrichis en ammonium favorisent le développement de Chlorophyta.
Le milieu enrichi en sulfates ne semble pas favoriser un phyla bactérien en
particulier.

43
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Figure 120: Analyses en composantes principales entre les ions en solution et les phyla bactériens par composition de
microcosmes. PC : ‘pluie-calcaire’ ; PMO : ’pluie- microorganismes’ ; PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’.
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Champignons

Les individus des microcosmes de composition PC (Figure 121 — Série PC) sont différenciés en
guatre groupes : PC, PNC, PAC et PSC, avec PNC et PC qui semble avoir des compositions
assez proches. Les échantillons PC et PNC sont similaires avec des concentrations plus
importantes en ammonium et acétate, et sont assez bien corrélées avec des proportions plus
grandes en Leotiomycetes. Les échantillons PAC montrent des concentrations importantes en
calcium, chlorure, oxalate et formate corrélées avec les Eurotiomycetes. Enfin les échantillons
PSC présentent des concentrations importantes en sulfate, nitrate, magnésium et phosphate
corrélées avec des proportion plus élevées en Dothiedomycetes et Sordariomycetes. Les
échantillons PSC sont anti-corrélés avec la classe fongique des Leotiomycetes.

Les microcosmes de composition PMO (Figure 121 — Série PMO) se différencient en trois
groupes : PMO et PNMO, PAMO et PSMO. Les microcosmes PMO et PNMO montrent de plus
importantes concentrations en calcium, sodium et acétate, corrélées avec de plus importantes
proportions en Sordariomycetes, Tremollomycetes et Spizellomycetes. Les microcosmes PAMO
montrent des concentrations plus importantes en ammonium, nitrate, phosphate, et formate,
corrélées avec une proportion importante en Eurotiomycetes et Cystobasidiomycetes. Enfin les
microcosmes PSMO montrent quant a eux des concentrations plus importantes en magnésium,
sulfates et oxalates, corrélées avec de plus fortes proportions en Mortiellomycetes,
Sacchariscomycetes, Dothiedomycetes et Malasseziomycetes.

Enfin les échantillons de composition PCMO (Figure 121 — Série PCMO) ne montrent pas de
séparations nettes en fonction de la composition de I'eau de pluie. Cependant, certaines variables
semblent quand méme assez bien corrélées avec les compositions de pluies. Les échantillons
PACMO montrent des concentrations plus importantes en calcium, chlorure et ammonium
corrélées avec des proportions importantes d’Eurotiomycetes. Les échantillons PSCMO montrent
guant a eux des concentrations importantes en sulfate et magnésium corrélées avec des
proportions importantes en Saccharomycetes, Dothiedomycetes et Sordariomycetes.

= Les pluies enrichies en nitrates et sans enrichissement ont des compositions assez
semblables que ce soit du point de vue chimique ou microbiologique.

= Les pluies enrichies en nitrate semblent favoriser la présence de la classe des
Eurotiomycetes.

= Les pluies enrichies en sulfates semblent favoriser le développement des classes
Dothiedomycetes, Sordiariomycetes et Saccharomycetes.
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Figure 121: Analyses en composante principales entre les ions en solution et les classes fongiques par composition de
microcosmes. PC : ‘pluie-calcaire’ ; PMO : 'pluie- microorganismes’ ; PCMO : ‘pluie-calcaire-microorganismes’.
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4. Discussion

Les simulations en milieu contrélé réalisées dans cette étude permettent d’évaluer I'impact de
quatre types de pollution sur la colonisation biologique et sur I'évolution des communautés
microbiennes initialement présentes sur le calcaire.

Nous avons vu précédemment (Chapitre 4.2) que la pollution particulaire et gazeuse déposée sur
le substrat n’influencait pas significativement la diversité des communautés microbiennes aux
échelles de temps et aux niveaux de pollution considérés, que cela soit du point de vue de la
colonisation biologique ou de I'évolution des communautés préexistantes.

C’est pour cela que la discussion va s’axer principalement sur I'influence des pollutions en sulfate,
nitrate et ammonium. Celle-ci a été testée sur des calcaires sans inoculum (série ‘pluie-calcaire’)
et avec inoculum microbien (série ‘pluie-calcaire-microorganismes’) provenant de la tombe
ST10V1. Méme en I'absence d’inoculum, les calcaires étaient colonisés par des microorganismes.
Les deux séries d’expériences permettent donc de comparer l'effet de la communauté
microbienne de départ (méme si celle des calcaires sains n’a pas pu étre identifiée) et de la
quantité de microorganismes et d’'observer dans un cas la colonisation et dans le second
I'évolution des communautés.

4.1.Influence du type de pollution sur la bio-altération du calcaire

¢ Changement chromatique

Sans inoculum microbien

Aprés 63 jours d’incubation, de légers changements chromatiques ont été observés, notamment
sur les échantillons enrichis en ammonium et en nitrate avec une patine de couleur verte. Les
calcaires altérés dans des conditions enrichies en sulfate présentent eux une patine plus orangée.
Ces patines sont induites par la présence de microorganismes qui sont sphériques lors de leurs
observations au microscopes. Les mesures réalisées a 'aide de la BenthoTorch® montrent des
concentrations plus importantes en chlorophylle-a sur les échantillons azotés (ammonium et
nitrate), indiquant donc que ces microorganismes sphériques pourraient correspondre a des
micro-algues vertes. Les analyses de séquencage ont mis en évidence la présence de deux seul
genres de Chlorophyta, les Pseudomuriella et Chromochloris. Le premier a été identifié pour
toutes les pollutions étudiées mais il est plus abondant dans le milieu enrichi en ammonium (100%
pour le milieu enrichi en ammonium et inférieur a 1% pour les autres milieux).

Avec inoculum microbien

Aprés 63 jours, d'importantes patines colorées se sont développées pour toutes les pollutions.
Les calcaires traités avec une pollution azotée (ammonium et nitrate) présentent des patines
d’altération vertes, tandis que les calcaires traités avec une pollution soufrée (sulfate) présentent
une patine d’altération orangée. Elles semblent également étre liées a la présence de
microorganismes sphériques. Les importantes concentrations en chlorophylle-a détectées pour
les échantillons azotés semblent confirmer que ces microorganismes sont des microalgues
vertes. Les analyses NGS ont mis en évidence la présence de deux genres de Chlorophyta dans

les microcosmes quel que soit le type de pollution : Pseudomuriella et Chromochloris.

= Le changement de patine (et de couleur) entre la pollution azotée et soufrée peut étre
attribuée aux algues vertes mais celles-ci produisent une coloration différente. On peut
donc supposer un développement différent des algues vertes induit par une modification
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du milieu dans lequel elles évoluent. Ainsi, dans des conditions azotées, les algues
seraient riches en chlorophylle-a, tandis qu’en présence de sulfate, elles produiraient des
pigments de type caroténoides. Des études précédentes montrent que lorsque les cultures
de ces genres sont jeunes, elles sont vertes, mais en vieillissant, elles développent une
teinte orangée (Fucikova, 2011). Ce changement chromatique est aussi décrit dans la
littérature comme pouvant étre induit par un stress, notamment par la privation de
composés azotés, entrainant une chute de la concentration de chlorophylle-a (couleur
verte), au sein de cellules, au profit de caroténoide secondaire (couleur orange) (Bar et
al., 1995; Wood et al., 2023).

Le stress provoqué par privation des composés azotés serait cohérent avec les
données de cette étude, ou une patine verte est visible dans les microcosmes
enrichis en azote, et une patine orange dans les microcosmes enrichis en sulfates
(limitant rapidement les composés azotés de ce milieu).

Phases secondaires

En présence ou non d’inoculum microbien, les calculs de spéciation chimique en solution ont
permis de repérer différentes phases qui sont proches de I'équilibre ou sursaturée : des
phosphates de calcium (hydroxyapatite) et des oxalates de calcium. Etant donné leur proximité
avec I'équilibre, il se pourrait que ces phases aient précipité sur nos échantillons. Des analyses
de diffraction a rayon X (DRX) permettraient de confirmer cette hypothése.

4.2.Influence du type de pollution sur la colonisation biologique du calcaire

Bactéries

Sans inoculum

Les genres microbiens principaux, par type de pollution, dans les expériences ‘pluie-calcaire’ sont
résumés dans la Figure 122.

Flavobacterium,

Sphingorhabus,

Sphingopyxis,

Sphingobium,

Allorhizobium- Flavobacterium,

Neorhizobium, Methylobacterium-

Brevundimonas Methylorubrurm, Flavobacterium

Polaromonas, Sphingorhabdus, Sphingopyxis, ’

3 Sphfngcb:um s Sphingobium, Iﬁ
Brevundimonas, Brevundimonas,
Polaromonas Polaromonas,
o Edaphobaculum Edaphobaculum

Clavicipitaceae, . !

Lecanicillium, Sphingorhabdus

Sarocladium,

Purpureocillium, Lecanicillium,

Phialemaniopsis Purpureocillium

\ Lecanicillium \'

PSC PAC PNC

Figure 122: Schéma récapitulatif des genres identifiés en fonction du type de pollution dans les conditions ‘pluie-
calcaire’. PSC : pollution en sulfate ; PAC : pollution en ammonium ; PNC : pollution en nitrate. La couleur rouge
correspond aux genres bactériens, verte aux genres algaires et bleue aux genres fongiques.
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Les communautés bactériennes des échantillons pollués en nitrates, en ammonium et en sulfates
sont composés des mémes phyla principaux : les Proteobacteria, les Bacteroidota et pour les
algues, les Chlorophyta. Les genres bactériens majoritaires sont présents pour les trois types de
pollution, mais leurs proportions varient. Les genres Flavobacterium, Sphingobium, Polaromonas
et Brevundimonas sont retrouvés en proportion importante pour tous les types de pollution. Les
Flavobacterium ont été identifiés sur de nombreux monuments en pierre calcaire et sont aussi
fréequemment retrouvés en milieux aquatique (Bernardet et Bowman, 2006). L’espéce
Sphingobium limneticum est le principal représentant du genre Sphingobium identifié dans cette
étude (données non montrées). Cette espéce a été identifiée dans I'étude menée par Liu et al.
(2021) comme ayant un métabolisme producteur d’ammonium par ammonification. Le genre
Brevundimonas est représenté dans cette étude par I'espéce Brevundimonas denitrificans qui est
impliquée dans le cycle de I'azote, notamment pour sa capacité a réduire les nitrates (Tsubouchi
et al., 2014). Dans différentes études, le genre Polaromonas a été identifi€ comme un des agents
majeurs de dénitrification dans différents milieux (Jang et al., 2019; Rodriguez-Sanchez et al.,
2020; Tian and Wang, 2021). Le genre Sphingorhabdus est identifié partout mais principalement
dans le milieu enrichi en ammonium. Ce genre est décrit comme étant une bactérie hétérotrophe
nitrifiante — dénitrifiante aérobie (HN AD), c’est-a-dire capable d’utiliser la matiére organique
comme source de carbone afin d’'oxyder 'ammoniac en nitrites et nitrates, puis de les convertir
en diazote dans des conditions aérobies. Le genre Flavobacterium a aussi été décrit comme étant
une bactérie HN AD (Fu et al., 2022; Z. Zhang et al., 2023).

= La présence de composés azotés au sein des différents milieux semble avoir un
impact déterminant sur le développement des communautés bactériennes.

= La présence de sulfate ne semble pas avoir d’effet sur la colonisation bactérienne
des pierres. Cela pourrait étre induit par de trop faibles concentrations de sulfates
dans P’expérience. La concentration en sulfates utilisée pour cette expérience
provient de Anatolaki et Tsitouridou (2009) et correspond a des taux de sulfates
réalistes et actuels. Cependant, les concentrations en SO, atmosphérique étaient
plus importantes au cours du XIXéme siécle. En conséquence, la concentration en
sulfates dans les pluies I’était aussi. Il serait donc intéressant d’augmenter le taux
de sulfates dans cette expérience afin d’identifier I'incidence d’une plus forte
pollution sulfatée sur la colonisation biologique.
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Avec inoculum microbien

Les genres microbiens principaux dans linoculum et pour chaque type de pollution sont
récapitulés dans la Figure 123.

Flavabacterium,
Devesia, Sphingomonas,
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Sphingobium

Knufia, Chaetothyriales, a

Plectosphaerella,
Pochonia,

\ Purpureocillium \
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Figure 123: Schéma récapitulatif des genres microbiens initiaux (inoculum) et apres exposition aux différentes pollutions
dans les conditions 'pluie-calcaire-microorganismes'. PSCMO : pluie enrichie en sulfates ; PACMO : pluie enrichie en
ammonium ; PNCMO : pluie enrichie en nitrates. La couleur rouge correspond aux genres bactériens, verte aux genres
algaires et bleue aux genres fongiques.

L’inoculum est composé de deux phyla principaux : Bacteroidota et Proteobacteria. Trois genres
de Chlorophyta sont identifiés Pleurochloris, Myrmecia et Interfilum. Les genres majoritairement
identifiés correspondent aux: Flavobacterium, Devosia, Sphingomonas, Allorhizobium-
Neorhizobium, Brevundimonas et a la famille des Alicagenaceae. Aprés 63 jours, les genres
Flavobacterium et Brevundimonas ont été identifiés dans tous les milieux pollués. Comme
expliqué précédemment, ces genres interviennent au sein du cycle de 'azote, principalement pour
leur capacité dénitrifiante (utilisation des nitrates). Le genre Sphingobium, bien qu’absent de
linoculum initial, a été identifié dans tous les milieux. Dans cette étude I'espéce principale
composant ce genre, est Sphingobium limneticum. Cette espéce a été décrite par Liu et al. 2021,
comme étant capable de précipiter du CaCOs dans I'eau via des phénomeénes d’ammonisation a
partir d’'acides aminés (acides aminés - ammoniac). La forte abondance de ce genre au sein du
milieu enrichi en ammonium est cohérente avec son métabolisme. Le genre Cereibacter a, quant
a lui, été identifié majoritairement dans les milieux enrichis en composé azotés (nitrate et
ammonium). L’espéce associée a ce genre est Cereibacter changlensis. Ce dernier est tres peu
décrit dans la littérature. Le genre Devosia était présent dans l'inoculum initial est retrouvé
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seulement dans le milieu enrichi en nitrate. Ce genre est décrit et utilisé pour sa capacité a réalisé
la nitrification (NO2 = NOgs) dans des études de biotechnologie (Zhao et al., 2016).

= Les principaux genres identifiés pour toutes les pollutions sont impliqués dans le
cycle de I'azote

= Aucun genre, méme pour les pollutions enrichies en sulfates, n’est identifié comme
étant impliqué dans le cycle du soufre.

Comparaison entre les simulations avec et sans inoculum microbien

Comme on pouvait s’y attendre, les microcosmes contenant I'inoculum microbien présentent une
abondance (nombre de microorganismes) et une diversité (hombre d’OTU) plus importante que
les échantillons sans inoculum. Cependant, une patine colorée beaucoup plus marquée, corrélée
avec les concentrations en chlorophylle-a, se développe sur les échantillons enrichis en inoculum.

Avec ou sans inoculum, les genres omniprésents des communautés bactériennes sont :
Flavobacterium, Brevundimonas et Sphingobium. Ces derniers ont clairement été identifiés
comme participant au cycle de l'azote par leur métabolisme dénitrifiant (Brevundimonas et
Flavobacterium) et ammonisant (Sphingobium).

La présence d’inoculum bactérien ne semble pas avoir joué un role déterminant en termes de
composition des communautés bactériennes. En revanche, il a permis un développement plus
rapide et plus important des microorganismes.

e Champignons

Sans inoculum microbien

Les champignons ayant colonisé les calcaires aprés 63 jours d’altération appartiennent au phylum
des Ascomycota. Pour toutes les types de pollution, le genre Lecanicillium a été identifié. Ce genre
a été décrit comme ayant la capacité a solubiliser le CaCO3 (Ponizovskaya et al., 2019). Le genre
Purpureocillium a aussi été identifié dans les milieux enrichis en sulfates et en ammonium. Ce
genre est principalement représenté par I'espece Purpureocillium lilacinum (ou Paecilomyces
lilacinus) dans cette étude (données non montrées). Cette espéce a été trouvée sur de nombreux
monuments en pierre et est décrit comme délétere pour les pierres du fait de sa production
d’enzymes (Nuhoglu et al., 2006; Boniek et al., 2019; Ponizovskaya et al., 2019). Le genre
Sarocladium a été identifié en présence de Lecanicilium et de Purpureocillium sur du calcaire en
Egypte et en Russie et est considéré comme alcalino-tolérant (Ponizovskaya et al., 2019; Sheir
et al., 2020).

= Les champignons présents ne semblent pas étre affectés (du point de vue
métabolique) par une source de pollution particuliere.

Avec inoculum microbien

La communauté fongique de linoculum initial est composée de deux phyla : Ascomycota et
Basidiomycota. Seul le phylum des Ascomycota est retrouvé a la fin des simulations pour tous les
types de pollution étudiés. A I'échelle des genres, l'inoculum est principalement composé de :
Knufia, Verrucaria, Aspergillus, Buckeyzyma et Ganoderma.

Aprés 63 jours d’incubation avec les différentes pollutions, seul le genre Knufia est encore présent
dans les microcosmes enrichis en sulfate et en nitrate, ce qui montre une évolution trés importante
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des communautés fongiques. Le genre Lecanicillium est présent lorsque le genre Knufia est
absent ce qui pourrait indiquer une compétitivité entre ces deux genres fongiques.

Le genre Purpureocillium, représenté par I'espéce Purpureocillium lilacinum est identifié dans les
milieux enrichis en composés azotés. Cette espece est décrite comme produisant des acides
organiques notamment de l'acide acétique (Nagachandrabose, 2020). Negi et Sarethy 2019
décrivent 'acide lactique et I'acide acétique comme étant capables de réagir avec les hydroxydes
de calcium contenus dans les pierres, formant ainsi des sels trés solubles qui seront extraits de
la matrice par lessivage. Ainsi, avec le temps, la matrice intergranulaire est progressivement
dissoute et la pierre s’altére chimiquement.

= Pour les champignons, les genres Lecanicillium, Phialemoniopsis et
Purpureocillium ne semblent pas étre influencés par un type de pollution en
particulier.

Comparaison entre les simulations avec et sans inoculum microbien

Avec ou sans inoculum, et principalement pour les échantillons ayant été soumis a une pollution
particulaire et gazeuse, de nombreux OTU n’ont pas pu étre identifiés. Ce manque pourrait étre
di a une limitation au niveau de la base de données UNITE_Fungi_8 utilisée. Pourtant, cette
derniére est une des bases les plus complétes pour I'affiliation taxonomique des champignons.
Mais I’ADN fongique reste I'un des plus complexes a étudier par la méthode de NGS. Ces bases
de données étant en permanente évolution, une étude ultérieure pourrait déboucher sur de
nouvelles affiliations taxonomiques. De plus, dans cette étude, le choix pour le séquencgage
fongique a porté sur les amplicons ITS, qui sont majoritairement utilisés dans les études des
communautés fongiques impliquées dans la bio-détérioration. Cependant, I’ADN fongique aurait
aussi pu étre séquencé sur les amplicons 18S, ce qui aurait peut-étre permis l'identification
d’autres champignons.

La majorité des champignons identifiés aprés deux mois d’expérimentation sont relativement
similaires que cela soit en présence ou non d’'inoculum et sans dépendance visible a un type de
pollution en particulier. Le genre Knufia est I'exception : il ne se développe qu’en présence
d’inoculum ou il était présent a l'origine. Le genre Knufia est considéré comme un champignon
noir (« black fungi »), frequemment décrit comme étant particulierement résistant. En effet, ce
sont les premiers a recoloniser une pierre nettoyée et restaurée (Sterflinger, 2000; Sterflinger and
Krumbein, 1997; De Leo et al., 2022; Isola et al., 2022).

Les références bibliographiques sur les métabolismes prédominants des champignons identifiés
majoritairement dans les différents microcosmes ne mettent pas en relief des métabolismes liés
aux composés soufrés et azotés. Une exception est cependant mentionnée pour le genre
Purpureocillium lilacinum identifié dans des milieux enrichis en composés azotés.

Diverses études ont montré que la pollution de lair pouvait influencer la composition des
communautés fongiques. En Italie, des recherches ont notamment démontré que les composés
soufrés servaient de nutriments aux champignons du genre Cladosporium, Penicillium ou encore
Rhodotorula (Pitzurra et al., 2003; Moroni et al., 2004; Moroni and Pitzurra, 2008). Au Brésil,
'abondance des espéces Sarcinomyces sp. et Pseudocyphellaria coriifolia sont corrélées avec
des taux de SO importants (Boniek et al., 2019).

L’étude de Hawkes et al. (2011), a mis en évidence que plus les précipitations étaient abondantes,
moins les communautés fongiques étaient diversifiées et nombreuses. Dans notre cas, le fait que
'expérience se soit déroulée dans des conditions immergées, a pu influencer le développement
des communautés fongiques, les rendant beaucoup moins diversifiées que celles récoltées au
cimetiére du Pere Lachaise.

249



Conclusion générale et perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES :

L'objectif initial de cette étude était de comprendre les effets des microorganismes sur l'altération
des pierres calcaires en milieu urbain pollué. Pour répondre a cette question, il est nécessaire de
décrire dans un premier temps le systeme étudié et d'identifier les microorganismes susceptibles
d'étre impligués dans la biodétérioration. Ce travail de thése se concentre donc sur cette
description du systeme. Il a permis d'identifier les microorganismes présents au sein des
communautés microbiennes et dobserver leurs réactions face a un changement
d’environnement. Pour cela, trois types d’échantillons ont été étudiés : des pierres tombales du
cimetiére du Peére-Lachaise (~200 ans d’altération), des coupons de calcaire exposés in situ
pendant 5 ans, et des coupons de calcaire altérés artificiellement en laboratoire sous différentes
conditions de pollution sur une période de 2 mois.

1. Faciés d’altération du calcaire en milieu urbain pollué

La pollution atmosphérique a évolué depuis les débuts de la révolution industrielle (milieu XIXe
siecle) (Figure 124). Entre 1850 et 1950, les concentrations en SO dans la capitale étaient en
constante augmentation. A partir de 1950, de nombreuses politiques environnementales, mises
en place par le gouvernement, ont permis une diminution drastique de cette pollution, jusqu’a
atteindre des concentrations quasiment nulles aujourd’hui. A linverse, les oxydes d’azote ont
augmenté jusqu'a la fin du XX®™® siécle pour baisser par la suite, mais de maniére moins
prononcée. De ce fait, les proportions des pollutions azotées telles que les NH4 et les NOx ont
augmenté au cours du temps.

Aprés 200 ans d’altération, les tombes du Pére-Lachaise présentent essentiellement des figures
de dissolution / érosion dans les parties exposées aux pluies et des croltes noires dans les parties
protégées. Ces derniéres ne se sont pas formées sur les coupons de calcaire exposés entre 2016
et 2021 dans le méme environnement. Nous pouvons donc supposer que le temps d’exposition
est trop court, mais également que les trés faibles concentrations en SO; actuelles ralentissent le
phénoméne de sulfatation et la formation de crodtes noires. Ces derniéres, identifiées seulement
sur les tombes, correspondent donc a des témoins de la pollution soufrée ancienne. Par ailleurs,
du KNOs a été analysé sur les coupons abrités, ce qui peut étre attribué a I'impact des NOy et a
I'évolution de I'atmosphére actuelle, ou le NH3 et les NOy constituent les principales sources de
pollution. Cette phase n’a pas été retrouvée sur les tombes anciennes dans cette étude, mais elle
I'avait été par Bolou-Bi et al. (2016). Cette phase est trés soluble dans I'eau (270 g.L* a 20 °C et
410 g.L* a 60 °C), contrairement au gypse (~ 2 g.L?). Elle peut donc étre facilement dissoute,
mais elle a de fait plus de chance de se former dans I'environnement actuel.

L’érosion du calcaire est facilement visible sur les statues et les tombes du Pére-Lachaise, mais
elle est plus difficile a évaluer de maniére quantitative. La littérature montre cependant que celle-
ci diminue avec la baisse du pH des pluies et I'évolution de la pollution (Inkpen et al., 2012). En
revanche, elle pourrait augmenter dans le futur avec la hausse des concentrations en CO; et des
températures (Brimblecombe and Lefevre, 2021).

Sur 'ensemble des échantillons, d'importantes patines colorées sont visibles. Ces derniéres sont
principalement induites par des microorganismes phototrophes comme les algues vertes. Ce
verdissement est d’ailleurs constaté depuis une vingtaine d’années par les conservateurs du Pére-
Lachaise. Ce changement chromatique se développe de maniére importante dans les périodes
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les plus humides. Il est accéléré en présence de pollution azotée qui facilite I'eutrophisation des
algues.

= L’évolution de la pollution atmosphérique et du climat favorise le verdissement des tombes,
mais limite la formation de phases secondaires et probablement I'érosion.

= Ainsi l'altération des coupons ne correspond pas aux premiers stades d’altération des
tombes, car I'environnement a fortement changé. Cependant, elle peut nous aider a
prévoir I'évolution de I'altération des calcaires dans les années a venir. Nos résultats
montrent que la biocolonisation et la bioaltération seront des phénomenes prédominants.

2. Communautés microbiennes

Les communautés microbiennes présentes a la surface des monuments en pierre calcaire, sont
dépendantes de I'environnement dans lequel elles évoluent actuellement, notamment de la
pollution, mais aussi des facteurs météorologiques et saisonniers tels que I'apport en eau (pluie,
humidité), la température ou encore I'ensoleillement. Les résultats ont montré des fortes
similitudes entre les communautés microbiennes des calcaires anciens et récents, ce qui met bien
en évidence que, quel que soit le substrat, elles sont principalement sélectionnées par
'environnement.

2.1.Effet du climat

Cing phyla bactériens sont identifiés dans tous les échantillons : Actinobacteria, Bacteroidota,
Deinococcota, Cyanobacteria et Proteobacteria. Les genres microbiens identifiés en condition
réelle (tombe et coupons) sont fréquemment identifiés sur les calcaires dans la littérature.
Cependant aucun effet du type de calcaire (bio-récéptivité) sur la colonisation biologique n’a pu
étre mis en évidence.

Le réle de I'apport en eau sur le développement des microorganismes a été confirmé, notamment
en position horizontale. Cette position augmente la rétention d’eau, ce qui permet un
développement microbien plus important. De plus, des genres fréquemment retrouvés en milieu
aqueux, par exemple Flavobacterium, ont été identifiés. La position horizontale favorise aussi
l'installation des champignons lichénisés tels que les Lecania et les Verrucaria et le
développement privilégié des mousses.

De ce fait, sur certaines tombes, un effet saisonnier a été constaté. En hiver (ou I'apport en eau
est plus important), il se manifeste par la présence d’algues vertes et de Flavobacterium et en été
(ou lapport en eau est plus faible), les genres précédemment cités sont remplacés par des
microorganismes plus résistants a la dessiccation tels que les Cyanobacteria.

En position verticale, deux genres fongiques sont identifiés majoritairement : Knufia et Extremus.
Ces champignons décrits comme des « black fungi » sont tres résistants, ce qui permet leur
développement sur des surfaces sujettes aux stress hydriques importants. lls sont moins
dépendants du climat.
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2.2.Effet de la pollution atmosphérique

Sur les tombes du Pére-Lachaise comportant des croltes noires gypseuses (CaSO., 2H,0), seul
le genre Acidiphilium a été identifié en tant que genre impliqué dans le cycle du soufre. Pour les
coupons de calcaires altérés expérimentalement avec des pluies enrichies en sulfates, les
microorganismes sulfato-réducteurs ou sulfato-oxydants n’ont pas été mis en évidence. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que les concentrations en sulfates utilisés dans cette
étude correspondent & des niveaux de décroissance du SO (typigues des années 2000). Par le
passé (notamment sur la période 1850-1950), les concentrations en SO, atmosphérique plus
élevées augmentaient drastiqguement les concentrations en sulfates dans les pluies anciennes.
L’effet inhibiteur du SO, atmosphérique est d’ailleurs décrit dans la littérature, diminuant ainsi la
diversité microbienne et privilégiant les microorganismes capables d’utiliser les composés
soufrés, tels que les bactéries sulfato-oxydantes : Thiocapsa, Halochromatium, Allochromatium,
Thiococcus et Thermochromatium, ainsi que les bactéries sulfato-réductrices : Desulfovibrio
(Mitchell and Gu, 2000; Villa et al., 2015). Nos résultats montrent que ces bactéries sont donc
trés peu impliquées dans la biocolonisation actuelle des calcaires.

A Tinverse, sur 'ensemble des échantillons étudiés (tombes, coupons et simulations en
laboratoire), des genres et especes impliqués dans le cycle de I'azote ont été principalement
identifiés.

La majorité de ces microorganismes participe au cycle de I'azote par le biais du phénomeéne de
dénitrification (NO3 = N2). Les nitrates sont apportés sur le substrat par la pluie et notamment
par la solubilisation des NOx. En revanche, peu de microorganismes ont pu étre identifiés comme
participant aux réactions d’ammonisation et de nitrification. Or, le phénoméne de nitrification est
largement décrit dans la littérature comme pouvant impacter I'altération des pierres par la
production biologique d’acide nitreux et nitrique pouvant induire des phénoménes de dissolution
(Gaylarde, 2020; Th. Warscheid and Braams, 2000; Zhang et al., 2019). Cependant, il est
important de souligner que les archées, bien qu'elles n'aient pas été étudiées dans ce travail,
peuvent jouer un rdle significatif dans les processus de nitrification et d'ammonisation.

En résumé :

= La pollution soufrée actuelle influence trés peu les communautés microbiennes dans le
sens ou elle ne favorise pas la prédominance de bactéries impliquées dans le cycle du
soufre.

= La pollution azotée influence fortement les communautés microbiennes. En effet, les
principaux genres composant les communautés microbiennes identifiés sur les calcaires
utilisent les nitrates apportés par la pollution actuelle comme nutriment. De plus, cette
pollution favorise la croissance des algues vertes et le verdissement du substrat.

= Cette étude démontre donc I'importante adaptabilité des communautés microbiennes qui
sont dépendantes de I'environnement dans lequel elles évoluent.

3. Scénario pour le futur
Pour conclure ce travail de thése, nous pouvons nous livrer a une sorte d’exercice de projection

de I'évolution de l'altération des calcaires dans le futur a partir de données climatiques et de
pollution tirées de Brimblecombe et Lefévre (2021) (Figure 124). Dans certains cas, des fonctions
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dose-réponse (FDR) ont été utilisées afin d’estimer les altérations des monuments en pierre
calcaire dans le futur. C'est le cas de I'étude de Brimblecombe et Lefévre (2021) qui estime le
taux d’érosion des monuments en calcaire en utilisant la fonction dose-réponse de Lipfert (Lipfert,
1989) ou celle du programme ICP-Materials (Kucera et al., 2007). Pour I'encrassement (‘soiling’)
avec la FDR de Brimblecombe et Grossi (2009). Comme données d’entrée, ils utilisent les
données climatiques des scénarii RCP 2,6 et RCP 8,5 du GIEC (Figure 124 A et B) et des sorties
du modéle GAINS pour la pollution.

Les autres phénoménes impliqués dans 'altération du calcaire n’ont pas été étudiés. Par exemple,
la formation de croltes noires n’a pas été estimée par ce type de fonctions. En effet, les croltes
noires sont issues de phénomeénes de sulfatation du calcaire, en présence de forte concentration
de SO, atmosphérique. Leur vitesse de croissance est difficile a prévoir car elle dépend de
I'environnement mais aussi des propriétés de la pierre, des flux d’eau au sein de la porosité et
donc de l'architecture locale. Ainsi, dans la Figure 124 - F, sa formation est représentée par une
courbe qualitative en relation avec la concentration de SO; (Figure 124 — E). L’'atmosphére
actuelle parisienne (pauvre en SO;) ne permet pratiguement plus la formation de crolte noire,
laissant place a la formation d’autre crolte cristalline telle que le KNOs. Dans la mesure ou la
formation de cette derniére (Figure 124 — F) peut étre attribuée a la pollution aux NOx (Marszatek
et al., 2019), nous pouvons faire 'hnypothése que son évolution suit la concentration du NO; de la
Figure 124 — E, méme si sa détection peut dépendre des conditions d’échantillonnage et des
événements météorologiques récents.

En ce qui concerne la bioaltération, dans cette étude, nous avons mis en évidence I'importance
de la pollution azotée sur les communautés microbiennes (algues vertes et champignons). Dans
une étude précédente (Reboah et al., 2023), une fonction dose-réponse a été établie pour estimer
le développement d’algues vertes en fonction de certains paramétres environnementaux tels que
la température, 'humidité relative et les événements pluvieux. En prenant en compte les
prédictions RCP2.6 et RCP8.5 sur 'augmentation de la température et des précipitations (Figure
124 C et D), ainsi que sur les concentrations en NO, (Figure 1 — E), une courbe représentant le
développement des algues vertes (induisant un verdissement des facades) a été estimée
qualitativement (Figure 124 — F).

Enfin, les communautés bactériennes sont fortement influencées par la pollution atmosphérique.
En effet, les étude de Mitchell et Gu (2000) et Villa et al. (2015) ont mis en évidence la présence
de bactéries sulfato-oxydantes et sulfato-réductrices sous atmosphére urbaine, riche en SO,. De
ce fait, il est trés probable que ces microorganismes aient été prédominants lors des périodes de
fortes concentrations en SO, atmosphérique (1850-1980). Actuellement ce sont les bactéries
dénitrifiantes qui sont prédominantes au sein des communautés microbiennes étudiées (Figure
124 — F). En revanche, les communautés fongigues ne semblent pas étre influencées par le type
de pollution. En effet, les genres identifiés sont comparables aux autres études de la littérature et
sont connus pour étre relativement ubiquistes.

Du point de vue des métabolismes, certaines bactéries sont capables de produire des acides tels
que I'acide sulfurique, nitreux et nitrique. Ces acides sont connus pour induire la dissolution des
pierres calcaires. L’acide sulfurique est produit par certaines bactéries sulfato-oxydantes (ex :
Thiobacillus). Il est donc probable qu’une partie des figures de dissolution visibles sur les
monuments altérés a long terme soit induite par la production biogénique de cet acide. Les acides
nitreux et nitriques sont quant a eux engendrés lors de la phase de nitrification du cycle de 'azote
transformant 'ammoniac en nitrate. Les bactéries produisant ces acides (Nitrosomonas et
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Nitrobacter) ne sont pas retrouvées dans cette étude. Nos résultats suggérent donc une
diminution des dissolutions bio-induites au cours du temps. Enfin les phases bio-induites telles
gue les oxalates et phosphates de calcium sont tres probablement formées sur les échantillons
altérés au laboratoire. Ces phases n’ont certes pas été retrouvées sur les échantillons du Pére
Lachaise mais sont fréquemment décrites dans la littérature (Bonazza et al., 2015; Del Monte et
al., 1987; Di Bonaventura et al., 1999).
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Figure 124 : Scénario des altérations des calcaires au cimetiére du Pére-Lachaise. (A), (B), (C), (D) sont tirées de (Brimblecombe and Lefévre, 2021). (A) Evolution
du noircissement des surfaces abritées en fonction de la concentration en carbone élémentaire (EC) de la matiere particulaire (PM); (B) Evolution de la récession
des calcaires des fagades estimées a partir des FDR établies par Lipfert (1989) et Kucera et al. (2007) ; (C) Scénario de I'évolution de la température en milieu
urbain ; (D) Scénario de I'évolution des précipitations (modifié d’aprés Brimblecombe et Lefevre (2021)) ; (E) Scénario de I'évolution des concentrations en polluants
atmosphériques ; (F) Scénario de l'altération chimique et de la colonisation biologique. des pierres calcaires établis dans cette étude.
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4. Perspectives d’études :
Au vu des résultats précédemment résumés, dans un premier temps, cette étude pourrait étre
complétée :

= Par l'identification des phases bioinduites :

Pour les simulations d’altération, des analyses plus poussées par diffraction a rayons X ou
Raman pourraient permettre de confirmer si les phases de phosphate et d’'oxalate de calcium
prédites par le modéle de spéciation chimique Minteq ont réellement précipité. Un lien avec
les champignons qui sécrétent I'acide oxalique pourrait alors étre établi.

= L’importance des algues :

Cette étude a démontré l'importance du réle des algues dans la bio-détérioration des
monuments. Il serait donc intéressant de mieux les identifier. Les Chlorophyta ont été
retrouvées dans cette étude via le séquengage d’amplicons 16 S (préférentiellement utilisé
pour I'analyse des bactéries). Or les Chlorophyta sont des Eucaryotes. Dans cette étude, le
séquencage damplicon ITS n'a été utilisé que pour lidentification taxonomique des
champignons (base de données UNITE_Fungi_8). De nombreuses OTU provenant de ce
séquencage n'ont pas été affiliées. Actuellement une étude sur ces OTU, en utilisant la base
de données UNITE_Eukaryote 9 est réalisée. Les premiers résultats confirment I'identification
des espéces de Chlorophyta réalisée en 16 S pour les espéces majoritaires. L’affiliation
taxonomique des OTU les moins nombreuses est en revanche meilleure en utilisant les
amplicons ITS.

Pour poursuivre cette étude, il serait également intéressant d’étudier les points suivants :
=>» Le rble des autres polluants :

Cette étude s’est focalisée uniquement sur I'effet des pollutions azotées et soufrées sur les
communautés microbiennes. Cependant, I'impact d’autres polluants, tels que les HAP, les
COV, les particules fines ou encore les métaux lourds pourrait étre étudié. Par exemple, les
COV pourraient étre déposés sur des coupons de calcaire en utilisant la chambre de
simulation CIME. Puis une simulation similaire a celle réalisée dans cette étude pourrait étre
réalisée avec une pluie synthétique non enrichie en flacon de culture.

=>» Le role d’autres communautés microbiennes

Cette étude a permis d’identifier les taxons bactériens, fongiques et algaires en utilisant les
régions V3-V5 en 16 S et ITS1 en ITS. Pour avoir une vision encore plus réaliste de la
composition des communautés microbiennes présentes a la surface des monuments
historiques, il serait intéressant, d’utiliser une base de données spécifique aux Archées. De
plus, comme expliqué précédemment, un séquencage en 18 S pour les Eucaryotes pourrait

mettre en évidence d’autres espéces afin de compléter les communautés microbiennes.
= Le r6le du métabolisme :

Pour confirmer la prédominance des métabolismes de I'azote sur celui du soufre, il serait
intéressant de réaliser des analyses sur les génes fonctionnels des microorganismes identifiés
en utilisant ceux impliqués :
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o dans I'oxydation du soufre : soxB.

dans la réduction des sulfates : drsA.

o dans la dénitrification : narG, narH, narl, napA, napB, nirK, nirS, norB, norC et
nosZ.

o dans la nitrification : amoA, hao.

o dans 'ammonisation : nifHDK, nifH, nifG.

(0]

= L’effet des métabolismes sur la biodissolution :

Les acides organiques n’ont pas pu étre dosés durant cette thése suite a des problemes
techniques. Il serait intéressant de les détecter en priorité sur les élutions provenant des tombes
du Peére-Lachaise, puis sur les coupons de calcaires. Les différents acides organiques identifiés
pourraient étre ainsi corrélés avec les données sur les communautés microbiennes afin d’apporter
plus de précision sur les métabolismes impliqués.

Dans cette optique, nous pourrions aussi conduire des tests de dissolution du calcaire en boite
de Petri en sélectionnant les genres ou especes majoritaires des communautés microbiennes
pour préciser leur rble en particulier.

Enfin, ce travail de thése s’est inscrit dans un projet ANR MIAM qui avait pour objectif de
comprendre l'effet des communautés microbiennes sur l'altération du calcaire en milieu urbain
puis de développer un produit biocide permettant de limiter 'impact de ses microorganismes.
Ainsi, en paralléle de cette étude, différents polyméres (éco-friendly) ont été développés puis
testés en laboratoire et en conditions réelles. Le produit développé a montré des résultats
probants en laboratoire, inhibant le développement de bactéries. Dans cette étude, les bactéries
semblent avoir un faible impact sur la bio-détérioration. Cependant, les algues vertes et les
champignons ont été identifiés comme jouant un réle majeur dans la bio-détérioration des pierres.
Les tests en conditions réels sont actuellement toujours en cours, et I'efficacité de ces polyméres
sur les algues et les champignons n’a pas encore été évaluée. Il serait donc trés intéressant de
se focaliser sur des produits biocides efficaces sur les algues vertes et les champignons.
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ANNEXES :

Annexe 1 : Tableau des échantillons prélevés au cimetiere du Pére Lachaise.

Annexe 2 : Tableau de concentration des ions soluble issues des échantillons du Pére Lachaise
(en meq.L?)

Annexe 3 : Article publié dans PloSOne : “Influence of climatic factors on cyanobacteria and green
algae development on building surface.”
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Annexe 1 : Tableaux des échantillons

Echantillons Division

Date de

Localisation

i N Description
prélévement de la stele P

ST1V1

25

26/02/2020  48.8608 N,
23/09/2021 2.3946 E

Pas abrité par un arbre
Position verticale
Calcaire fin type lutétien, trés

altéré

formation de crodte

25

Lol s

26/02/2020  48.8608 N,
23/09/2021 2.3946 E

Pas abrité par un arbre
Position verticale
Calcaire fin type lutétien
Patine rougeatre sur la partie
supérieure de la stéle

25

48.8608 N,

26/02/2020 53946 E

23/09/2021

Pas abrité par un arbre
Echantillon prélevé sur la
partie horizontale de la stéle
Stéle horizontale couverte de

mousse

ST2V1

25

48.5140 N,

09/03/2020 59347 F

23/09/2021

Abrité par un arbre
Calcaire fin treés altéré
Présence de faciés de

dissolution
Echantillon prélevé sur la
partie arriere verticale de la

stele
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Présence de mousse sur la
partie supérieure de la stéle
Surface du calcaire trés
friable

ST2V2

Abritée par un arbre
Calcaire fin altéré avec

09/03/2020 48.5140 N, présence de patine grise a
25 23/09/2021. 2.2342 E verte
Prélevement sur le flanc S-E
de la stele en position
verticale
Abrité par un arbre
48.5140 N Echantillon prélevé en
10/03/2020 ! Iy .
25 23/09/2021 22342 E position horlzont_ale en
dessous des premier facies
d’altération
M1 48.5139 N,
25 09/03/2020 2.2344 E Abrité par un arbre
ST7V1 Abrité par un arbre
Echantillon prélévé en
s Zouz smsian, | Peslonuerlde sy e
23/09/2021 223518 P2 aror
trés fin
Présence d’une patine grise a
verdatre
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Abrité par un arbre
Calcaire fin

o5 10/03/2020  48.5142N, Echantillon prélevé en
23/09/2021 2.2351E position horizontal
Présence importante de
mousse en surface
Pas abrité par un arbre
48.5144 N, Calcaire fin
10/03/2020 ) , .
62 23/09/2021 2.2322 E Présence d’'une E)atme
sombre rougeatre
Pas abrité par un arbre
6o 10032020 51N Calcaire fin
23/09/2021 ' Patine grisatre
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ST3H1

Pas abrité par un arbre

62 10/03/2020 42';;33 E‘ ’ Patine trés sombre allant vers
23/09/2021 ' le noir
ST4V1
Abrité par un arbre
Calcaire grossier a entroque
62 11/03/2020  48.5146 N, Présetl}llgs Eﬂzgiroﬂte
23/09/2021 2.2321E A . PN
grisatre potentiellement di &
une recristallisation
ST4V2 Abrité par un arbre
Calcaire grossier type Euville
62 11/03/2020  48.5146 N, Pas de présence de crodte
23/09/2021 2.2321E mais présence d’une patine
grisatre
62 11/03/2020  48.5146 N, Abrité par un arbre
23/09/2021 2.2321E Patine verdatre
ST5v1 62 12/03/2020 42'3;?3 E‘ ’ Abrité par un arbre
23/09/2021 ' Calcaire fin
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Patine grise foncé, présence
de trés petit cristaux foncés
en surface

Abrité par un arbre

62 12/03/2020 4;3'3?2,‘113 EN ! Calcaire fin
23/09/2021 ' Patine verdatre
Abrité par un arbre
Calcaire fin
62 12/03/2020 43'35?3 E‘ Présence de crodte grise a la
23/09/2021 ' surface, potentiellement di a
une recristallisation
ST5P Abrité par un arbre
48.5243 N, Récu (éc;glﬁ?llreetljn lus en
62  12/03/2020  2.2317E P peu p

profondeur, donc sans
altération
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Abrité par un arbre
Calcaire fin,

s, 120312020 45'3;1‘2 E Patine grisatre
23/09/2021 ' Coté face au boulevard
Ménilmontant
Abrité par un arbre
Calcaire fin trés altéré,
62 12/03/2020 4523'3;‘112 EN présence de desquamation
23/09/2021 ) Présence de coloration verte
et orange
Abrité par un arbre
48.5144 N Calcaire fin
12/03/2020 ! ! A .
62 23/09/2021 2.2316 E Patine tres noir

Présence d’'un détachement
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92

26/01/2021
24/09/2021

48.5137 N,
2.2353E

Pas abrité par un arbre
Calcaire grossier a entroque
type Euville
Présence d’'un détachement
et patine grisatre

92

26/01/2021
24/09/2021

48.5137 N,
2.2353E

Pas abrité par un arbre
Calcaire grossier a entroque
Euville
Sur ornementation de la stéle
Tres friable
Présence de crolte
potentiellement recristallisée
couleur sombre

ST9V1

92

26/01/2021
24/09/2021

48.5135N,
2.2351E

Pas abrité par un arbre
Calcaire grossier type Euville
Présence d’une croute
grisatre sous laquelle
présence d’organismes vivant
(fourmies)

92

26/01/2021
24/09/2021

48.5135N,
2.2351E

Pas abrité par un arbre
Calcaire grossier a entroque
type Euville
Présence d’'une patine grise a
verte
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ST9V3 48.5135 N Pas abrité par un arbre
92 01/02/2021 2'2351 E ’ Calcaire grossier a Entroque
24/09/2021 ' type Euville,

Présence de crolte grise
Pas abrité par un arbre
48.5135 N, Calcaire grossier a entroque
01/02/2021 ) .
92 24/09/2021 2.2351E type Euville, Présence de
mousse
Abrité par un arbre
48.5137 N, Calcaire fin, type Lutécien
92 26/01/2021 2.2350 E Tres altéré et trés friable
24/09/2021 . . .
Présence de patine verte a
grise
48.5137 N,
2.2350 E
Abrité par un arbre
92 26/01/2021 Calcaire fin type Lutécien
24/09/2021 Patine grise a verte
ST11H1 Pas abrité par un arbre
Deux types d’échantillons :
o 26/01/2021 4&23.;;:; El eCOUV|IIoQas|C(2iPeoudre de
24/09/2021 '

Calcaire trés fin et trés dur
Présence d’'une patine
sombre grise a rouge
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25

01/02/2021
23/09/2021

Abrité par un arbre
Deux types d’échantillons :

48.5129 N, poudre et écouvillon
2.2337E Calcaire tres fin et tres dur
Présence de patine grise a
verte
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Annexe 2 : Tableau de concentration des ions soluble issues des échantillons du Pére Lachaise (en meq.L?)

ETE

Concentration en meq.L?

STivici

ST1vV2Cl

ST1H1C1

ST2vicl

ST2V2C1

ST2H1C1

ST3ViC1

ST3V2C1

ST3H1C1

ST4ViCl

ST4V2C1

ST4H1C1

ST5VIC1

ST5V2C1

ST5V3C1

STeVIC1

STeV2C1

ST6V3C1

ST7ViC1

ST7H1C1

ST8VIC1

ST8V2C1

ST9VIC1

ST9V2C1

ST9V3C1

STO9H1C1

STi0vic1

Na+

0.046

0.044

0.042

0.046

0.604

0.151

0.014

0.000

0.084

0.040

0.123

0.075

0.724

0.048

0.312

0.058

1.738

0.074

0.908

0.549

0.123

0.076

0.350

0.322

0.013

0.083

0.095

NH4+

0.000

0.034

0.177

0.000

0.265

1.284

0.000

0.100

0.306

0.007

0.069

1.016

0.118

0.057

0.062

0.364

0.069

0.029

0.017

0.086

0.006

0.026

0.030

0.051

0.287

0.000

0.368

K+

0.084

0.136

0.251

0.168

0.985

2.072

0.358

0.390

1.033

0.105

0.359

2.600

0.619

0.212

0.744

0.569

1.351

0.049

1.011

0.553

0.050

0.035

1.358

1.167

0.501

0.413

2.270

Ca2+

45.616

3.806

2.011

45.690

25.040

5.768

3.353

2.770

5.020

38.038

2.397

6.246

49.597

46.644

46.130

0.000

54.554

45.702

44.225

2.412

2.083

44.223

49.854

54.795

3.648

32.984

7.729

Mg2+
0.075
0.131
0.069
0.074
0.594
0.541
0.161
0.081
0.248
0.032
0.146
0.971
1.294
0.085
0.220
0.175
3.182
0.147
0.586
0.469
0.126
0.038
0.325
0.497
0.121
0.392

0.644

F-

0.071

0.000

0.000

0.046

0.074

0.012

0.000

0.000

0.000

0.054

0.000

0.000

0.106

0.075

0.105

0.000

0.046

0.143

0.102

0.000

0.000

0.077

0.096

0.109

0.000

0.060

0.037

Cl-

0.062

0.107

0.036

0.028

1.308

0.305

0.089

0.042

0.122

0.026

0.214

0.301

2.514

0.067

0.453

0.055

8.030

0.077

1.042

0.699

0.322

0.086

0.574

0.461

0.066

0.097

0.304

NO3-

0.127

0.125

0.045

0.048

0.586

0.082

0.000

0.036

0.131

0.052

0.216

0.000

1.936

0.127

0.357

0.045

4.714

0.380

2.743

0.507

0.503

0.183

1.626

0.691

0.018

0.117

0.026

PO43-

0.150

0.040

0.044

0.039

0.008

0.867

0.000

0.008

0.121

0.124

0.031

1.103

0.049

0.027

0.030

0.153

0.113

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.151

0.000

0.121

0.000

0.152

S042-

47.427

2.264

0.151

47.735

24,187

0.651

0.083

0.078

0.220

39.765

0.592

0.440

49.718

47.968

47.270

0.151

49.461

47.071

44.414

0.482

1.162

45.995

51.074

50.314

0.128

35.019

0.486

C2H302-

0.004

0.010

0.012

0.005

0.022

0.299

0.071

0.011

0.017

0.004

0.013

0.083

0.013

0.008

0.005

0.015

0.007

0.007

0.006

0.010

0.010

0.007

0.018

0.018

0.059

0.009

0.089

C3H502-

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.005

0.003

0.000

0.002

0.000

0.000

0.004

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.002

0.000

0.003

0.000

0.004

CHO2-

0.000

0.000

0.004

0.000

0.001

0.025

0.011

0.005

0.009

0.000

0.004

0.015

0.018

0.005

0.000

0.005

0.015

0.014

0.008

0.006

0.001

0.005

0.027

0.006

0.011

0.005

0.029

C2042-

0.022

0.000

0.000

0.023

0.026

0.053

0.000

0.003

0.015

0.019

0.040

0.030

0.038

0.041

0.045

0.000

0.048

0.036

0.030

0.050

0.036

0.031

0.056

0.044

0.000

0.012

0.057

C2H303-

0.000

0.002

0.002

0.000

0.000

0.021

0.013

0.000

0.008

0.000

0.003

0.029

0.005

0.000

0.000

0.002

0.007

0.001

0.000

0.000

0.000

0.000

0.004

0.004

0.014

0.000

0.025

S cations

45.821

4.150

2.549

45.978

27.488

9.815

3.887

3.341

6.691

38.222

3.094

10.907

52.352

47.047

47.468

1.167

60.895

46.001

46.747

4.068

2.389

44.398

51.916

56.832

4.570

33.872

11.106

S anions

47.863

2.548

0.294

47.924

26.213

2.320

0.270

0.184

0.646

40.045

1.114

2.004

54.396

48.318

48.264

0.426

62.440

47.728

48.346

1.754

2.034

46.386

53.627

51.648

0.421

35.319

1.209

Différence

-4%

48%

159%

-4%

5%

124%

174%

179%

165%

-5%

94%

138%

-4%

-3%

-2%

93%

-3%

-4%

-3%

80%

16%

-4%

-3%

10%

166%

-4%

161%
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ST10H1C1 0.039 0.158 1.000 6.276 0.278 0.040 0.066 0.013 0.086 0.203 0.055 0.004 0.035 0.022 0.014 7.751 0.539 174%

ST11H1C1 0.233 0.578 1390 45.285 0.421 0.105 0.759 0.534 0.074 43.884 0.050 0.005 0.036 0.050 0.009 47.907 45.505 5%
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Abstract

Buildings and monuments are often colonized by microorganisms that can result in colour
change and aesthetical and physico-chemical damages. This bio-colonization is dependent
of the material and on the environment. In orderto better understand and cormelate the
microbial development at the surface of buildings with metecrological parameters, concen-
traticn of green algas and cyanobactena have been measured using an in sifuinstrument

on the wall of a private habitation in the Parisian regicn during two pericds: spring and fall-
winter. Different locations were also chosen to assess the influence of the position (horizon-
tal or vertical) and of the situation (shaded vs. sunny microcimate). The results show that
the microorganism development mpidly responds o minfall events but the response is more
intense in winter as temperature is lower and redative humidity (RH) higher. Cyanobacteria
are less sensitive to this seasonal effect as they are more resistant to desiccation than
green algae. Based on all the data, different dose-response functions have been estab-
lished to comelate RH, min and tempermature to the green algae concentration. The influence
of the microclimate is considerad via specific fitting parameters. This approach has to be
axtended to new campaign measurements but could be very useful to anticipate the affect
of climate change.

Introduction

Building materials are affected by different biological and chemical processes that an induce
their deterioration. Especially, different microorganisms are able to colonize building mate-
rials, like green algae and cyanobacteria in biofilm forms, bacteria, moss, lichen and fungi
[1]. Cyanobacteria and algal presence is largely documented on monument surfaces [2-5]
and are considered as first colonizers of stone monuments [6-£8]. These microorganisms can
induce discolorations (dark, green or reddish) on the building surfaces [9]. For example, cya-
nobacteria and green algae are frequently visible by the presence of colored biofilm
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development on building fagades [10]. Microorganisms can also deteriorate monuments by
biological, physical and chemical actions. Lichen and moss can weaken physically the sub-
strate by hyphae and rhizoids extension in porous network [11]. Microorganisms are
attached to the substrate by biofilm formation and its properties of water retention can
induce mass expansion due to the volume change and deterioration [12]. A biofilm also
increases lJong-term substrata moisture and can induce a breakdown of the pore network
during freezing periods [13, 14]. Inaddition, cyanobacteria and algae secrete organic acids
that can dissolve the minerals. They can also generate organic matter for heterotroph micro-
organisms and favor their growth [14].

Binlogical colonization on facade is controlled by extrinsic (environment) and intrinsic fac-
tors (building materials) [10]. The main environmental factors are: water availability, tempera-
ture, relative humidity and insolation. Water availability is the most important factor for all
microorganisms development [2] and light is the key factor for phototrophic microorganisms
growth. Algal communities that are associated to high humidity and water retention [12]. In
the same way, sufficient water availability combined to medium temperature allow the growth
of variety of cyanobacteria, despite to their great resistance to desiccation [Z]. Colonization by
phototrophic microorgan isms, especially cyanobacteria, was corrdated with air homidity and
light intensity [15]. Other environmental factors, such as temperature, pH or light intensity
influence the distribution of microorganisms [12].

Concerning intrinsic factors, biogeochemical deterioration processes are controlled by the
chemistry of the substrate and biogeophysical deterioration processes by substrate properties,
such as porosity and roughness [2, 16]. However, more and more modern buildings or monu-
ments are covered with plaster onthe fagade and surrounded by composite materials on the
floor, which also undergo deterioration with aesthetically unsightly colorations. Unfortunatdy,
unlike natural stones, these damages are much less documented in the literature. However,
even if chemical composition and physical properties (porosity, roughness) of coating or slab
are different, they present similarities. For example, plaster is generally composed by a mix of
gypsum powder, alcic or dolomitic chalk, sand and water, which is sprayed on walls. Thus,
plaster isa cementitious material and has a capillary-porous structure, which can be respon si-
ble for many unfavorable phenomena, such as excessive dampness of the material, capillary
rise, microbial colonization or arystallization of salts on material surfaces. The objective of this
waork is therefore to study the biological colonization of materials such as plaster-rendered
fagade and compaosite tiles, used for modern housing.

From a methodological point of view, most of the works dealing with microbial coloniza-
tion used traditional techniques from cultivation in a rich medium until DNA extraction and
amplified ribosomal DNA restriction analysis targeting the 165 rENA genes. These tech-
niques are effective in analyzing the presence of microorganisms at a given time, but unfor-
tunatdy do not give an indication of their d ynamics over time according to dimatic factors.
Especially, it is very important to know the key parameters controlling their presence and
dynamics. Since several years, new non-destructive and fast techniques have been developed
to measure the in situ concentration of microorganisms. The BenthoTorch (bbe Moldaenke
(B} is one of this i sifu instrument allowing a fast benthic microorganism (green algae, oya-
nobacteria and diatoms) concentration measurement by chlorophyll a fluorescence. This
instrument is generally used in river, freshwater or in @ves, and recently on ceramic tiles
(2]

The objective of our study is to improve our knowledge about the climatic influence on
microbial development and their dynamic over time in order to understand the impact of cli-
mate change on plaster and tiles deteriorations under temperate climate. For that, two differ-
ent contrasted seasons were chosen: spring and fall winter.
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Materials and methods

Site and measurement zones

The studied site isa private habitation located in the Parisian suburb (4°5'0" N; 2°4724” E).
Access was permitted by the homeowner. In the Parisian region, the climate is described as hot
temperate (Cf. Koppen and Geager classification) with the presence of rainfall in driest months.
The annual average temperature is 11.6°C and annual average rainfall is 693.6 mm for 1981-
2010 period (infoclimat.fr).

Two ampaigns of measurement were carried out: the first one between May 7th 2020 and
June 18th 2020 (spring) and the second campaign between November 5th 2020 and December
30th 2020 (fall-winter ). During both ampaigns, climatic data (daily mean relative humidity
(%), daily mean temperature (*C) and precipitation (mm)) were collected from the Roissy-en-
France meteorological station (infodimat.fr).

Different zones of measurements were selected (Fig 1) to assess the role of different parame-
ters: the position, the orientation and the shdtered by a tree or not situation. Vertical zones
(wall surfaces) are made out roughcast that isa mix between coarse sand (millimetric clasts)
and conarete (Fig 1A and 1B). The horizontally surfaces are composite tiles composed by con-
crete, pebble clasts (millimetric to centimetric clast size) and bioclasts like gastropods (Fig 1C
and 1D). Evenif the nature of materials is different, the comparison is interesting to assess the
role of the position. Indeed, horizontal position can potentially retain more water than vertical
position, which influences the microbial diversity [18].

For the vertical surface, two areas were selected: one close to a chestnut (shdtered situa-
tion ), that imits the direct impact of rainfall (VA with 3 measurement zones, VA1-2-3, at 100,
143 and 182 cm high, respectively, Fig 1A) and favors a high humidity and one not shdtered
by the tree (VNA with also 3 zones, VNA4-5-6, at 200, 150 and 15 cm high, respectively, Fig
18). Vertical surfaces display some clour changes and weathering forms, On VA1, there are
reddish runs compared to VA2. VA3 is located in a humid area due to the proximity of a waste
bin. The non-sheltered vertical surfaces display less color change. VA2 did not show signifiant
color change, unlike VAl and VA3 with reddish and greyish coloration, respectively. VA posi-
tion are located on north oriented facades and VNA on south oriented fagade.

Fig 1. Spring campaign measurement zones. Vertical positions shetered by tree (A) and notsheltered (B), horzontal
positions sheltered by tree (C), notsheltered (D), horimntal bleach-washed tiles (E & F). E is notin cntact with other tiles
and sail ontrary to F.

hitps:id olorg/1 0.1371/pumal pone 02821 40.9001
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For the horizontal position, two zones were also chosen, sheltered (HA1) and not sheltered
(HMAZ) by the tree. Moreover, inorder to understand hiological colonization behavior, two
tiles were cleaned with bleach: one on the soil (HBES, Fig 1F) and one raised on a budcet to
avoid lateral contamination (HEP Fig 1E). Measurements on HBEP (Fig 1E) was realized only
during spring season.

Characterization of the materials: Plaster and tiles

The studied wall surface is made out of roughaast that is a mix between coarse sand (milli-
metric clasts) and concrete (Eig 1A and 18). Presence of CaC0y on surface was determined by
HC test. The mineralogy was determined by X-Ray Diffraction (XRD) using a Panalytical
Empyrean powder diffractometer equipped with a PIXcel detector fitted with a Cu anode tmbe
(Kul = 15406 A) operating at 45 kV and 40 Ma, The crystalline phases were identifying and
quantifying with HighScorePlhs using [SCD and COD database.

Biological analyses

Microorganism concentrations (green algae and cpanobacteria) were daily measured on each
zone using a BenthoTorch (bbe Moldaenke ). This portable field instrument consists of i
situ measurement of benthic microorganisms concentration (green algae and cyanohacteria
in pgchl-afam®) using in vivo fluorescence of chlorophyll on various substrates such as stones
and sediments. The BenthoTorch directly caloulates the biomass based on the chlorophyll-a
content and determines the distribution over the different categories of algae. All measure-
ments were conducted in triplimte and realized each day evening (-9 pm).

DNA extraction and NGS of 165and ITS

As significant differences have been observed between vertical spots for spring and winter sea-
somns, the sequendng was fosed on these vertical positions. Sampling with sterile swab stick
has been realized on each point of BenthoTorch measurement on July 23, 202 1. Total genomic
DM was extracted from sampling swab with Fast DNA Spinkit for Soil (MPBiof ) according
to manufacturer’s instructions. DM A extract was amplified and sequenced on Eurofins geno-
mics platform for 165 on V3-V'5 region for bacteria and TS on ITS1 region for fungl. Green
algae were not sequenced. Sequencing data analyses were performed on FROGS pipdine.
FROGS allow to obtain abundance table of operational taxonomic anit (O7TU) and their taxo-
nomic affiliations. [Matabases used for taxonomic affiliation are Silva 138 for 165 and UNITE
£.0 for I'T5. Alpha-diversity and Beta-diversity indices were calculated using Easy 165, Migale
platform to observe the richness of each sample and the phylogenic difference between the

samples, respectively.

Data treatment

Statistical analyses were carried out using Rstudio & for the Pearson correlation matrices,
[rata have been fitted using Matlab/(E.

Results
Mineralogical composition of materials
Wall surfaces are covered by a plaster roughoast that is a mix between coarse sand (millimetric

clasts) and concrete (Fig 14 and 18). XKD analyses on the surfaces indicate that the plaster is
mainly composed by 45% of @lcite and 55% of quartz (Fig 2). The horizontally surfaces are
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Fig 2. XRD amal ysis of the wall vertial surfaces. Cis for aldte (00-200-3%666) and Oz for quartz (00-300- 0095 ) from
COD 1906 database

htips:fidoi om 10,1371 Sournal pone 128:140.0002

compaosite tiles composed by concrete, pebble clasts imillimetric to centimetric clast size) and
biodasts like gastropods (Fig 1C and 100).

Climatic data

The climatic data are presented in Table 1. The total precipitation quantity is 57.8 mm for the
spring period (from May 7th 2020 to June 18th 2020) and 133.4 mm for the fall-winter period
(from Movember 5th 2020 to December 3th 2020). The average temperature is 16.4°C during
the spring period and 7.9°C during the fall-winter one. During the studied spring season, daily
temperature varies between 4.4°C and 15.9°C and during fall-winter season, between 2.1°C
and 9.7°C. Relative humidity (RH) data also show significant differences for both periods. The
percentage of time corresponding to the 3 categories RH < 40% (dryair), 40 < BH = 80%
(medium air humidity), and BH = 80% (wet air) was calaalated. During spring season, the
major part of ime (65%) airhas a RH between 40% and 80%. Dry air period represents 15% of
time and 20% of ime for wet air. [n the fall-winter season, no dry air (RH = 40%) was
recorded. Adr is considered wet with 78% of time of HR superior to 80%. In summary, the fall-
winter period was cold, humid and rainy and the spring period was relatively hot and dry.

Concentrations in cyanobacteria and green algae

Spring period.  For VA2, VMNA4 and VN AS, the concentrations remained always lower
than limit of detection of the apparatus (0.02 pg,fcm:. 51 Table). In the shdtered zones, for
VAl and VA3 (Fig 3A and 3B), the concentrations of green algae and cyanobacteria varied
between 0.02 and 0.38 pg/cm” and the concentrations in cyancbacteria were systematically
higher than green algae Rainyevents are followed by a strong increase in cyanobacteria

Table 1. Climaticdata

Spring Fall winter
Muoniinring period 105 /07" 2030 -06/ 18,2020 11,405/ 2030 -1 2/30,/3022
Taotal precipittion (mm) 578 1334
Avernge temperture {"C) 164 749
Temperature min- max 4d-159 2187
BH dry {<40%) 15 .
RH miediuwm | S0% < RH- 5% ) 65 n
RH wet (< &0%) 0 7R

htins:fidoi o 10,1371 Sournal pone. 02821404001
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Fig 3. Evolution of microbial entration (cyanobact eria and green algae) associated with rainfall event for the spring
scason ampaign: For vertical (VA1 (A), VA3 (B), VNA6 (C)), horizontal positions (HA 1 (D) and HNA 2 (E) ) and bleach
washed tiles (HBS (F) and HBP (G)). Fach point and bar represent the mean and standard deviation based on three replicates.
htins-¥doiorg/10.1 371 fournal pona (282 140 9003
concentration for VAI, contrary to green algae concentration that seems to be less sensitive.
For VA3, cyanobacteria and green algae displayed the same concentrations and have the same
behavior with a proliferation more important during a rainy event.

In the unsheltered zone (Fig 3C), targeted microorganism concentrations remained low
except after the 06/11 rainfall event, where a peak is observed for VN A6 (located near soil and
plants (~10 an)) that reached 0.30 pg/cm” for cyanobacteria and 0.42 pg/cm” for green algae.
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On the other hand, there is no inorease of micoorganism concentrations after the 0509 rain
event due to the drying before the measurement. However, measurements were made at %pm
and the rain event took place between 11pm and lam.

For HA1 and HNAZ2 (Fig 3D and 3E), cyanobacteria and green algae had the same concen-
tration and the same behavior. Horizontal positions display similar results to VRNAG (Eig 30C)
with an increase of microbe concentrations during rainy event until 0.82 pgfem” for HA1 and
0.70 pg/cm” for HNAZ, The absence of peak is also ohserved after the rainy event of 05/09 due
to the drying before the measurement. Indeed, one of our hypothesis was that during a rain
event, the increase of concentration observed was due to a contamination of the paving stones
placed right next to each other. Initially, the concentration was lower than the detection limit
indicating that algae were com pletely killed after washing. For HBP (Eig 3G), concentrations
remain low or null. For HBS (Eg 3F), the concentrations are under the detection kmit for
green algae and around 0.02 pg,n'cm: for cyanobacteria until the 11/06/2020, where the concen-
tration increases until ~ 0.1 pg/em” for both types of algae just after a rain event, which con-
firms our hypothesis.

Fall winter period. During this period, the influence of the tree and its sheltering effect
was less relevant than in spring (Eig 4). For vertical positions (VA and VINA) (Hg 4A-4F), the
concentration evolution was similar for the 6 zones. However, variations are more pronounced
for VA3 (like in spring) (Fig4C) and espedally for VM AG (Fig 4F), were lichen formation is
visible close to the soil (and vegetation) and sensitive to capillary rise (Eig 1E). For horizontal
positions (Fig4G and 4H), algae concentrations for HAT were slightly higher than HNAZ2 and
reached 1.93 pg/em® for HAT and 1.1 pgfem® for HNAZ. This can be explained by some prefer-
ential runoffs in the HA1 area. Whatever the position, the concentration of green algae and
cyanobacteria are 5 to 50 times more important in winter that in spring and reached 6 pg/fem”,

Microorganism cumulative concentrations (Fig 5) showed an important concentration in
winter, up to ~47.3 pg/cm’” for cyanobacteria and 7.1 pg/cm” for green algae, than in summer
with a maximum of 4.1 pg/cm” for cyanobacteriaand 3.3 pg/cm” for green algae, The highest
concentrations of microorganisms are observed at the end of the campaign during the rainiest
period. Whatever the position, green algae concentrations were always higher than
cyanobacteria.

Microbial community on building surfaces

The investigation on microbial communities were @rried out on vertical surfaces. Unfortu-
natdy, for VAZ, VA4 and VINAS the genome sequencing was unsuocessful due to the low
concentrations.

Fungi. Fungiidentification is presented in Table 2. Fungal communities showed the same
trend whatever the position with a predominance of Lemnoromycetes class (48.8% for VAL,
38.2% for VAS and 67 7% for VNAG) followed by Dothiedomycetes class (24.6% for VAT,
14.8% for VA3 and 18.2% for VIRAG). At VINAG position, two other classes were significant:
Eurotionrycetes with 3 3% and Sordiariomcetes with 22%. Some fungal species were particu-
larly well represented on all positions such as Teloschistaceae sp. (VAT 4.4%, VA3 12.3% and
VMAG 50.1%), Vermiconia calcicola (VAT 18.7% and VINAG 16.8% ), Solemospora sp. (VAL
35.2% and VI AG 1.5%). Other species were present in significant proportions according to
their position such as Catillaria lenticularis, Pleosporales sp. for VA position, Lecanorales sp.
and Cladosporium delicatulum for VA3 position or Verrucariaceae sp. and Stilbella sp. for
VHNAG position.

Bacteria. For bacteria (Table 3), as a function of their positions, more classes were repre-
sented on VAT and VA6 position with predominance of Alphaproteobacteria (54% and
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Figd. Evolution of microbial axncentration [cyanobacteria and green al gae) associated with rainfall event in the
fall- winter season. For vertical sheltersd (VAL (A), VA2 (B), VA3 (), vertical non-shelered (VA4 (D), VHAS (E),
VHAS (F), hormnta positions (HAL (G) and FNA2 (H)) and bleach washed tiles (HBS (T)). Each point and bar
represent the mean and standard deviation hased on three replicates. Grey mnes correspand to theahsenceof
IO LT e .
hips:/idoi om0, 1371 Sournal pone 28.21410.0004
61.8%, respectively). In these positions, five other classes were represented: Deinococd, Acti-
nobacteria, Cyancbacteria, Abditibacteria and Bacteroidia. By contrast, for VA3Z, the major
class present is Gammaproteobacteria with 87.5% followed with Alphaprotechacteria with
B.1%. [n VAl and VMNAG positions, genera Sphingomonas and Troepera are wl represented
with 28 2% and 24.9%, respectively, for VA1 and 28.4% and 9.3% for VN A6 positions. Other
genera are present with proportions below 10% such as Rubellimio obium, MK 122 2a, Acidi-
philium, Abditibacterium, Aureimonas and Friedmanniella. VA3 has three major genera
Pseudomonas (83.4%), Janthinobacterium (2%) and Sphingomonas (2.5%). The Cyanobacte-
ria identification at genera level was not possible on these samples.
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Alpha-diversity. Different indices rdative to the Alpha-diversity have been calolated
(Table 4). The three positions: VAT, VA3 and VNAG showed similar Shannon's and Simpson's
diversity index for fungi (3.05, 3.04 and 3.02, respectively, for Shannon’s index and 0,87, 0.87
and 0,88 for Simpson’s index). These values show that the microbial communities are relatively

Table L Perent of fungi species identify for each mmple ‘(thers’ comesponds to non-identified spedes.

Sample Phylum Class Species Pelative at W
VAl Asmmycota Dovthiedomy ates 488
Plensparales sp. 44
Vermiconia calcicola 352
Candsdariella aurella 4.3
Catillaria lemticularis 23
(tfers 24
lec — M5
Solemopsora s 187
Teloschisteae sp. 32
(tfers 7
WAS Asmmycta Lec: voetes 38.2
Lecangrales sp. 218
Teloschisteae sp. 128
(tfers kX
Daythiediomy aetes 4.8
Clasporium delicatwliom 549
(Cithers A
WHAS Asmmyota Lecanamumycetes 6.7
Teloschistear sp. 50.1
Solemopsora sp. 15
Others 16.1
Vermicomoin caldcoda 16.5
Oithers 1.4
[ — 33
Werrucariaceas sp 27
(thers 04
Sordiari omyceles 232
Stilbella sp 22
hitp=0idoio g0 1371 Soum al pone 02 82140 1002
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Table 3. Percent of baceria genus identify for each mmple. “(thers’ correspands to non -identified species.

Sample Phyhum Class Genus Relative abundance
VAl Pmtechackeria Alphaprotesbacteria 54
Enkingomonas m2
Rubellimicrobium A5
MN 122 2a 52
Acidiphilium 36
Others 105
Actinobacteria 75
Dieinaemeoonta D oo 249
Trughera 249
Cyanohacteria Cyanohacteria 73
Abditibaciering Ahditibacteria 48
Abdifibacterium A48
VA3 Proteshacieriz CGammaproieshacteria 875
Prewdomonas fiE]
Jamtkinohacferinm 2
Others b3 |
Alphaprotesbacteria 8.1
Enkinpomonas 15
Others 54
VHMAG Pmtechackeria Alphaprotesbacteria 618
Splrinpomonas 284
Rubellimicrobinm 7
MN 122 2n 52
Acidiphillum 39
Aureimaons 75
Others 115
Actinohacteriota Actinohacteria 11L&
Fiedmaniella 2
Actinapl 23
Others 74
Dheinaemeconta Dl s 9.3
Truepera bk
Cyanohacteria Cyanabacieriz 57
Abditibacierion Ahbditibacteria 39
Abditibacterium i3
Bacternidota Bacteraida 48
Inttp=cidoiong0 137 1 soumal pone (2 81401003

similar for sheltered and non-sheltered samples. Unlike fungi, bacteria diversity differed
according to ther positon. VA1 and VMAG showed higher Shannon's and Simpson’s index
than VA3 (351, 439and .24, respectively, for Shannon’s index and 0,93, 0.97 and 0.71 for
Simpson’s index). Therefore, there is an influence of the sheltered or not situation on the bac-
teria diversity. To summarize, the fungal spedes diversity for these positions are equivalent
and the bacterial species diversity is higher for VAL and VEAS positions compared to VA3,
Beta-diversity. Fungal Bray Curtis dissimilarity (1able 4) had high values, about 0.77 for
VAI-VNAG and 0.95 for VAL and VA3, which indicated a different fungal composition on
each position. For bacteria, Bray-Curtis dissimilarity was 0.54 for VAL-VNAG and 094 for
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Table 4 Micrbial divemity index for VAL VAS and VNA 6 positions.

Fungi |
Bet-divemity Alpha-diversity
VAl VAS VMAS Observed Chaol Sheam i Simpsaon
Val [1] 095 077 311 3hG.04 305 057
VAS 087 A% 4R9.9 304 0587
WA 0 313 il AT 202 .58
Bacteria
Bet-divemity Alpha-diversity
VAl VA3 VMAS Observed Chaol Sheam i Simpsaon
Val L] 094 LS54 2660 0085 351 .93
VAS L83 312 349 224 0.71
WA 0 355 370 439 0.97
hitp=:iidoiong0.137 1foumaloone 02 8214 0.4004

VAL-VA3Z This shows that bacterial community were very different between VAL and VA3,
unlike VAT and VINAG that had intermediate similarity.

Correlation between biological measurements and environmental
parameters

Pearson correlation matrices (Table 5) were @lculated between differentindependent meteo-
rological parameters (daily mean temperature, daily mean reative humidity, daily comulative
rainfall} and green algae and cyanobacteria daily concentrations for vertical positions to deter-
mine which factors control the presence ofalgae and cyanobacteria. Results show that there is
a good correlation between algae and cyanohacteria concentrations, which highlights that they
have a similar evolution and relatively similar values. Concerning meteorological parameters,
there isa good correlation of algae and cyanchacteria concentration with RH, espedally for
VA3, VMAG that are the locations that remain the wettest. The correlation with rainfall is posi-
tive but less significant. On the contrary, the correlation with tem perature is negative

Tahle 5. Peamon ayrrelation matrix realized on 6 samples of different meteorological parameters and benthic miooeorga nisms ancentration in vert ical pos itions.

VAL-VAZ VHA4-VHNAS

T" EH P Algae Cyana T EH P Algae Cyana
T 1 .71 {02 .54 .42 T 1 .71 =002 52 .42
RH 1 029 057 055 REH 1 029 Lt 046
P 1 029 014 F 1 039 032
Algar 1 064 Algar 1 L]
Cyana 1 Cyansr 1
VAS-VNAS

T RH P Alpae Cyana
T" 1 -01.71 0L 02 .54 64
RH 1 029 073 079
P 1 04 X
Algas 1 095
Cyana 1

T": daily mean emperaturein Celsus degree, HR: Daily mean rebtive humidity in percevtage, P: daily curubitive rinfall in millimeter, Algae: green algae daly
concentration in pgiom’ and Cyano: cyanobacteria daily concentration in pgfom’.

hitpsidoiorg 10,137 1oumalpons 028214 05005
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Tahble f. Fitting parameters of green algse concentration as a function of rdative humidity (RH) for not-rainy days using a power law (Eqg (1)) A, a-range fora 95%
confidence interval, b, b-range for a 95% confidence interval, B

Position a a-range (95%) 13 b-range (95%) B

VAL VA2 0507 (10 376:0L639) T3 [5.738.94) 07056
VHA4-VNAS 00736 (0.052:0.140) 1000 [ 566:1434) 044
VA3 1494 (L0I7:187 1) 540 (3.337.48) a7
VHAG 1178 (9.521404) 1241 (10.3514.44) 09364

hitps:tdaion10.137 15oumalpans 02 821 404006

Based on this correlation matrix, a dose-response function (DRF) that correlates meteoro-
logical parameters and the biological colonization on vertical surfaces was developed. On hori-
zontal surfaces, contamination can occur. It was also dedded to focus on green algae
concentration as cyanobacteria concentration is relatively similar. The dataset is given in 51
Table Then, the green algae concentration asa function of RH (Fig 7) was fitted usinga power
law and only considering the data for days without rain:

[green algad = a + RH® ()

Four sets of data were used separatdy: VAT and VAZ; VA3; VNA4 and VNAS VN AG.
Parameters of Eq (1] are given in Table 6.

As green algae concentration is generally higher for rainy days, the rain parameter was
added in the DRF:

rain

[green algae = a= RH* + — (2)

Different values of ¢ were tested to fit the data. It was noted that ¢ isaround 20 in fall-winter
and 40 for spring. This is consistent with previous chservations that rain leads to higher bio-
logical development in winter. Thus, as there is approximately a factor 2 between average tem-
perature (T} during the spring period (16.4°C) and during the fall-winter (7.9°C), c was
estimated to be equal to 2.5 /T to take into account this seasonal effect:

[green a@m]:atﬂﬂé+% (3)

Therefore, 4 dose-response functions were established for the 4 simations: shdtered from
tree but exposed to sun (VA1-VAZ), shdtered from tree and few exposed to sun (VA3), not
sheltered and exposed to sun (VRA4-VNAS), not sheltered and dose to soil (VINAG), respec-

tively:
[green algae] = 0.5 « RH™ +2_?TT (4)
[greenafgae]:l.ﬁo:RHi‘+% (5)
[green algae] = 0.1+« RH™ 4 ‘2.;“:‘?' (&)
[green algue] = ll.H«RHm+% (7)

Fig 6 shows that the results are the best for VN A6 and VA3, This can be explined bya
higher and longer humidity of these zones (close to the ground), which leads to lower contrast
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cakculied using DRF by considering only RH (Eg (1), Table 6, green circles) or RH, rzin and T(Eg (3), red crosses) for each sitmtion: A VAland VA2

between wetand dry periods. This can be seen by the lower gap between data with and without
rain. However, the fitting of the data is quite good.

Then, the calculated values have been compared to measured data as a function of time (Fig
7). Results are rdatively consistent. For spring, some peaks of green algae can be explained by
meteorological parameters, but some cannot. Generally, in spring some increases of the green
algae concentration are predicted by the DRF and not measured by BenthoTorch. In some
cases, this is because the measurement has been done before the rain event. For the fall-winter
period, the general trend and the variations are wdl simulated by the DRE, sometimes witha
slight shift.

Discussion

The objective of this study was to improve the understanding about the climate influence on
microbial development and their dynamic over time in order to understand the impact of cli-
mate (change) on plaster and tiles deteriorations under temperate climate during two con-
trasted seasons: spring and fall-winter.
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Influence of the climate on algae and cyanobacteria concentrations

The cumulative concentration in microorganisms (Eig 5) vary according to the season, to their
location on the wall, to the orientation (vertical vs, horizontal) and to the shdtered orunshd-
tered from the tree situation. This can be explained by differences of time of wetness that is
dependent on temperature, rain amount, relative humidity and insolation. The differences of
behavior as a function of microorganisms gives also some clues.

Globally, for vertical samples, the microorganisms concentrations are systematically higher
in winter than in spring. Regarding the environmental data registered for both periods (see
$3.2)), the temperature is lower in winter than in spring, whereas precipitation (133.4 mm
after 55days in fall-winter vs. 57.8 mm after 42 days in spring) and RH (78% of time where
RH > 80% in fall-winter vs. 19% oftime in spring) are higher. This indicates that humidity
favors the microbial devdopment. These results are consistent with the literature [19].

For horizontal samples, after each rainfall event, a proliferation of microorganisms was
observed whatever the season. However, it can result from the contamination of the paving
stones close to the measured one. The comparison with a previously bleach-cleaned tile

PLOS ONE |1
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confirmed that this proliferation is caused by the rem obilization of microorganisms present
on the stones.

For vertical samples, the results show also differences acoording to the shdtered from the
tree or not situation. VA samples have generally higher values that VNA samples except for
WVMAG that is close to the ground and can be affected by rising damp. This shows that the tree
contributes to keep the surface humid. Beyond temperature, rain and humidity that are key
parameters for the proliferation of microorganisms, local factors such as insolation must also
be taken into account [20]. As it isa parameter difficult to quantify on cumulative time peri-
ods, we can qualitatively distinguish two microclimates. The first one the north fagade under
the tree (VA measurements) is associated to a ®shaded microclimate” and is characterized by
an important development of microorganisms. Locally, the temperature is lower and the wall
surface remains wetter longer. The second microclimate corresponds to a “sunny microcli-
mate” (VMNA measurements) with the fagade exposed at south and a lower development of
microorganisms. A “sunny microclimate” can induce more thermal stress on the surface lead-
ing to a decrease in the concentrations of cyanobacteria and green algae because of direct solar
exposition inducing higher rapid temperature variations, especially during sunny days [21].
O'rtega-Morales et al. 2013 [22] have shown thatsolar irradiation could be the most important
factor to microbial devdopment due to a high radiation redudng the ime of wetness and
increasing the UV exposure.

Cyanobacteria concentrations are less sensitive to the season than green algae. Also, in
spring, cyanohacteria concentrations were higher than green algae concentrations whatever
the positions (horizontal and vertial), whereas in winter, green algae concentrations were
higher than those in cyanobacteria excepted for some vertical positions. The difference
between cyanobacteria and green algae can be explained by the ability of cyanobacteria to sur-
vive and recover faster from desiccation than algae [19]. Their predominance in spring can
also be explained by their ability to resist to high temperature variations [£]. They are less sen-
sible to dryness and to inten se solar radiation [20]. These results are in accordance with those
of Cuagliarini et al 20019 [23] that have highlighted a good correlation between green algae
concentration in low temperature and cyanobacteria concentration in higher temperature.

Expected effects of the climate change on the micoorganism development
dynamics

Based on the examination of data and on statistical analyses, dose-response functions have
been established (Eqs (4) to (7)) for green algae concentration. They take into acoount global
parameters: RH, rain and temperature. However, the results show significant differences asa
function of the miooclimate (insolation that depends on potential shelter such as the tree,
proximity to the ground that can be affected by rising damp, etc.). At this stage, these local
effects that are difficult to quantify using general and averaged parameters are integrated using
specific fitted parameters for each situation or microclimate,

These DRF have of course to be completed by new measurements campaigns and are at this
stage relatively specific. However, they confirmed the influence of key parameters, they give a
first estimation of the contribution of each of them and they could be used to assess the poten-
tial effects of climate change. For example, the Parisian dimate during 1901-2000 period
showed an increase of annual mean temperature of 1.6°C and precipitation of 13% with an
accderation on second partof the century (Parisian dimate agency 2021). Short-duration
extreme precipitations will be intensified for all scenarios [24]. The Volume 4 of the report
“France's Climate in the 21st Century” [25] presents climate change scenarios in Franae up to
2100. By 2021-2050, the models predict an increase in average temperature between 0.6 and
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1.3°C compared to the reference average caloulated over the period 1976-2005 and a slight
increase in average predpitation both in summer and winter (between 0 and 0.42 mm/dayon
average over France). Relative humidity previsions show that in winter, relative humidity will
increase in December—February period [26]. As temper ature and rain have contradictory
effects, it is difficult to predsely anticipate the algal development. However, it is probable that
the increase of rain and humidity will lead to an inorease of the comulative microorganisms
concentration . This biological proliferation will add to other harmful effects, such as salt crys-
tallization [27].

The biodiversity on plaster and composite materials

In this paper, we focused on the monitoring of green algae and cyanobacteria concentration.
However, literature data have shown the influence of a huge kind of microorganisms for the
deterioration of buildings. Our analysis of the bacterial and fungal diversities using next gener-
ation technigque permits to support the literature data. At our knowledge, no studies have
reported MGS analysis on plaster of modern building and on the influence of microclimate on
microbial diversity. The calculation of the Beta-diversity for each position have highlighted an
effect on the microclimate on the microbial diversity whatever the kind of microorganisms
(fungiand bacterial. VA1 and VA3 positions have very similar microbial community with
Beta-diversity index of 0.95 for fungi and 0.%4 for bacteria. The comparison of these positions
with VINAG shows lower dissimilarity index, which highlights the microbial communities dif-
ference between VAL, VA3 and VNAG. For fungi, two species are added on VINAS in compari-
son with VAT and VA3 Verrucariacear sp. and Stibella sp. The first one is well known to be a
lichenized-fungi, in symbiont often with green algae, and lives frequently on rock surface [2E].
Stibella sp. belongs to Sordariomycetes that are essentially parasites and are involved in decom-
position and nutrient cycling [24].

Moreover, bacteria present on building surface are commoon to microbial community
observed on imestone around the world [30, 31]. Genera Truepera and Rubdlimicrobinm
have been observed and are known to be alkanophilic and largely present on limes tone surface
[32]. Sphingomonas genus, dominant on vertical surfaces, has been identified on different
rock type surfaces [15, 33]. Abditibacterinm genus has been identified on stone surfaces of
Chinese monuments [15] and on different cemetery locations [32]. Gammaprotechacteria is
the most abundant phylum on VA3, representing 87.5%. Among this phylum, Pseudomonas
genus is the most represented, followed by Sphingomonas and Janthinobacterinom genera.
Pseudomonas are ubiquist. Janthinobacterium can produce blue-violet pigment, visible on the
surface. Thus, the bacterial and fungal communities compositions analyses on plaster is very
similar to what is ohserved on limestone that isa very common material of more ancient
buildings.

Conclusion

This study isa first attempt to monitor the biclogical development on building surfaces at the
daily scale as a function of meteorological parameters to assess the reactivity and the dynamics
of this devdopment. The results show that BenthoTorch is a suitable tool to perform this fine
monitoring as peaks of green algae and cyanobacteria ocoar a few hours after a rain event. The
data also highlights that the colonization by these photolithotrophic microorganisms is more
important in winter than in spring and is very dependent of water availability (relative humid-
ity, rain and capillarity rise). From the data, it was possible to implement first dose-response
functions that correlate the microbial development to the environmental parameters. They
need to be improved to account for the microclimate effect.
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Supporting information

51 Table Meteorological data and microbial concentration for each positions. (tempera-
ture Tin *(, relative humidity BH in %, rain quantity in mm} and concentrations of green
algae ("algae’) and cyanohacteria (‘cyano’) for each day of the 2 measurements campaigns.
(DOCK)
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