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Résumé

Les objectifs visés dans le cadre de cette thése sont i) I'étude de I'écologie de P.
rubescens dans la retenue Hammam Debagh ; ii) I'identification, dans ce méme plan
d’eau, des principaux facteurs et processus impliqués dans la co-occurrence et parfois
la prolifération de Planktothrix rubescens et/ou Microcystis sp. ; iii) la détermination du
potentiel toxique des cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh. iv) I'étude
comparative de la dynamique temporelle des phycosphéres de cyanobactéries dans
la retenue Hammam Debagh et le lac Oubeira.

Pour cela, des échantillons d’eau brute ont été prélevés entre février 2013 et Juin 2015
dans la retenue Hammam Debagh et entre avril 2014 et février 2015 dans le lac
Oubeira. L’étude de la dynamique de Planktothrix rubescens et Microcystis sp. et celle
des parametres environnementaux impliqués a nécessité l'utilisation d’approches
microscopiques, de mesures « in situ » et d’analyses chimiques au laboratoire. En ce
qui concerne l'étude de la diversité génétique des cyanobactéries et leurs
phycosphéres, nous avons procédé a un suivi de la région hypervariable V3-V4 (344
pb) du géne qui code pour 'ARNr 16S et a une approche de séquencage massif
lllumina MiSeq. Quant a la toxicité des cyanobactéries de la retenue Hammam
Debagh, elle a été estimée par I'application du test d’inhibition de la protéine
phosphatase alcaline PP1la.

La succession saisonniere des cyanobactéries responsables de la formation des
blooms appartenant a des groupes fonctionnels distants est un phénoméne qui n’a
pas été décrit auparavant. Durant cette période d’étude, P. rubescens et Microcystis
sp. cohabitent de septembre a janvier et proliferent alternativement au printemps 2015
pour P. rubescens et au printemps 2014 et automne 2014/2015 pour Microcystis sp.
Ces changements de dominance seraient liés aux variations de la hauteur de la
colonne d’eau lors de la période de mélange et aux températures enregistrées durant
I’hiver qui précéde la période de bloom. Par ailleurs, de faibles concentrations en
microcystines (eq. MC-LR = 0,36 ug L) ont été enregistrées dans ce plan d’eau.
L’approche moléculaire a permis de déterminer 89 espéces et genres ; cette richesse
spécifique élevée des cyanobactéries est accompagnée par une faible diversité du fait
de la dominance de Microcystis sp. d’octobre 2013 a novembre 2014. Les résultats de
'analyse des BCC montrent une dominance trés marquée des Proteobacteria dans
les deux plans d’eau ; Dans le lac Oubeira, il est toutefois noté une forte présence des
Fusobacteria ; ces derniers enregistrent 10% des séquences au moment du bloom de
cyanobactéries survenu lors des quatre derniers mois de I'année 2014.

L’étude de la dynamique temporelle de ces communautés montre que dans la retenue
de Hammam Debagh leur structure change profondément d’une période a I'autre, sauf
en aodt et septembre ou elle reste stable ; en revanche, dans le lac Oubeira, la
structure des communautés bactériennes ne varie que pendant les mois d’avril et mai
et reste pratiguement la méme pendant la période s’étalant d’ao(t a novembre.

Mots clés. cyanobactéries, Microcysitis sp., Planktothrix rubescens, microcystines,
phycosphére, Hammam Debagh, Lac Oubeira



Abstract

The aims of this work were i) to compare the ecology of P. rubescens in the
Hammam Debagh reservoir and in alpine lakes, since until now it has only been
observed in northern countries. ii) to identify the main factors and processes
involved in the co-occurrence and sometimes proliferation of Planktothrix
rubescens and/or Microcystis sp. in the reservoir Hammam Debagh. iv) to
determine the toxic potential of cyanobacteria always in the reservoir Hammam
Debagh. iii) to determine the temporal variation of the structure and the
composition of the phycosphere of cyanobacteria in this freshwater body in
comparison with the lake Oubeira.

Thus, water samples were collected monthly from February 2013 to June 2015

in the reservoir Hammam Debagh and from April to February 2015 in the lake
Oubeira. The analysis of the dynamic of the two cyanobacteria and the involved
environmental variables were studied with microscopic approach and physico-
chimical measures and analysis respectively. Whereas, the study of the genetic
diversity of cyanobacteria and its phycosphere were estimated by targeting the
V3-V4 hyper-variable regions (344-bp) of the 16S rRNA gene with High
throughput lllumina MiSeq sequencing approach. Finally, the toxicity of
cyanobacteria was estimated by the colorimetric phosphatase alcalin (PP1a)
inhibition assay test.

Succession in bloom-forming cyanobacteria belonging to distant functional
groups in freshwater ecosystems is currently an undescribed phenomenon. From
our results, it appears that P. rubescens and Microcystis sp. coexisted (from
September to January) but proliferated alternately (Spring 2015 for P. rubescens
and Spring 2014 and Autumn 2014/2015 for Microcystis). The main factors and
processes explaining these changes in bloom-forming species seem to be related
to the variation in the depth of the reservoir during the mixing period and to the
water temperatures during the winter prior to the bloom season in spring. In
addition, our results show a very low concentration of Microcystins (0.36 ug L™ of
eg. MC-LR) in this reservoir. The molecular approach showed that the Hammam
Debagh reservoir displays high species richness (89 species) but very low
diversity due to the high dominance of Microcystis in this community (October
2013 to November 2014). In addition, our results show a shared dominance of
Proteobacteria in the two freshwater body. However, we have highlighted the
important presence of Fusobacteria (10% of the sequences) in the lake Oubeira
during the last four months of 2014, at the same time of the cyanobacteria bloom.
Finally, the temporal dynamics of bacteria communities in the reservoir Hammam
Debagh show that their structure changes profoundly from one date to another,
except for the two months of August and September when it remains stable.
Whereas, in the lake Oubeira, the structure of the bacterial communities remains
practically the same for four months (August-November) whereas it was more
variable for the other two months (April and May).

Keywords. cyanobacteria, Microcysitis sp., Planktothrix rubescens, microcystin,
phycospher, Hammam Debagh, Lake Oubeira
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Contexte général

Dans les milieux aquatiques, les organismes phytoplanctoniques sont responsables
d’'une grande partie de la production primaire et se trouvent ainsi a la base des réseaux
trophiques pélagiques. En effet, méme si ces microorganisme ne représentent que 1%
de la biomasse des organismes photosynthétiques sur Terre, ils assurent néanmoins
45% de la production primaire (Chisholm, 1995 ; Behrenfeld et al., 2001 ; Azam &
Malfatti, 2007), d’ou 'importance écologique qu’ils jouent dans le fonctionnement des
écosystémes aquatiques.

Les cyanobactéries représentent l'unique classe de procaryote au sein du
compartiment phytoplanctonique. Dans les eaux douces, en réponse aux conditions
environnementales, ces microorganismes ont des capacités de proliférations
massives, appelées efflorescences (ou « blooms » en anglais). Ces phénoménes
posent de nombreux problemes et ils semblent de plus en plus fréquents partout dans
le monde, en liaison avec les activités anthropiques croissantes (e.g. Paerl et al,,
2014).

A I'échelle mondiale, I'utilisation des engrais dans I'agriculture et les rejets des stations
d’épuration des eaux usées ont entrainé une augmentation du phosphore et d’azote
disponibles pour la production primaire. Falkowski et al. (2000) estiment que
'augmentation liée a Il'utilisation des engrais est de I'ordre d’'un facteur deux pour
'azote et d’un facteur quatre pour le phosphore. Par ailleurs, ces modifications des
cycles biogéochimiques seraient accélérées par le réchauffement climatique (Huber et
al., 2012 ; Bukowska et al., 2017). Les nutriments exercent un contrble de type
« bottom-up » sur la croissance cellulaire des cyanobactéries. Par opposition a ces
facteurs dits ascendants, les processus de prédation/broutage par le zooplancton, les
mollusques filtreurs et les poissons et I'action lytique des virus constituent également
des facteurs de contréle de type descendant ou « Top-down », sur la dynamique des
cyanobactéries (e.g. Torres et al., 2016 ; Kosten et al., 2012). Enfin, dans chaque
écosysteme la dynamique des cyanobactéries sera influencée par des facteurs et
processus propres a chacun d’eux tels que la température, la durée de stratification
de la colonne d’eau, la transparence.

Par ailleurs, les interactions entre les cyanobactéries et les autres bactéries des
écosystemes aquatiques jouent probablement un réle important dans la dynamique

des proliférations, role qui n’est pour l'instant que peu connu. En effet, lors des
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événements de proliférations, des quantités importantes de carbone organique sont
générées par les cyanobactéries sous diverses formes (i.e. exsudats cellulaires,
mucilage). |l a d’ailleurs été considéré que les colonies de Microcystis qui sont
constituées de cellules et d’'une matrice de polysaccharides constituent une véritable
niche écologique pour les bactéries environnantes (Worm & Sondergaard, 1998).
Dans le contexte d’étude de ces communautés bactériennes associées aux
cyanobactéries, I'apparition récente des nouvelles générations de séquengages a haut
débit (NGS) dites de seconde génération a révolutionné I’écologie microbienne dans
les années récentes (Liu et al., 2012 ; Tan et al., 2015). Parmi ces méthodes, celles
de séquengage d’amplicons de courtes tailles qui constituent de véritables codes-
barres permettant d’identifier et de quantifier 'ensemble des espéces bactériennes
guand un gene universellement distribué est ciblé (i.e. ADNr 16S) (Woese & Fox,
1977) ou pour identifier et quantifier les espéces impliquées dans une fonction précise
guand des génes fonctionnels sont choisis (e.g nifH pour la fixation de l'azote
atmosphérique). L'intérét des NGS est de générer des millions voir des milliards de
séquences permettant de disposer d’'une meilleure description du monde microbien et
de mettre en évidence 'existence d’une biosphére dite « rare » (Shokralla et al., 2012 ;
Sogin et al., 2006).

Les proliférations de cyanobactéries ont de nombreux impacts sur les eécosystemes
aquatiques et sur les usages qui en sont faits. Elles conduisent tout d’abord a un
déséquilibre dans les écosystemes aquatiques via une perte de diversité dans la
communauté phytoplanctonique qui est alors dominée par une ou un nombre restreint
d’espéces. Cette perte de diversité peut modifier les réseaux trophiques et perturber
le fonctionnement de 'ensemble de I'écosystéme. Les proliférations ont également des
impacts sur les parametres physico-chimiques de I'eau et notamment sur les
concentrations en oxygéne et sur le pH de I'eau. Enfin, il est bien connu que les
cyanobactéries sont potentiellement capables de synthétiser de nombreuses toxines
dangereuses pour la santé humaine et animale.

Les risques sanitaires pour 'homme et les autres organismes vivants mais aussi les
impacts économiques des proliférations des cyanobactéries ont motivé depuis les
années 2000, la mise en place de programmes de surveillance, principalement dans
les pays du Nord. Plus récemment, un nombre croissant de pays du Sud ont entrepris

des initiatives similaires dans les plans d’eau destinés a la production d'eau potable
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(Nasri et al., 2007 ; Quiblier et al., 2008; Sitoki
et al.,, 2012 ; Saoudi et al., 2015). Ces
programmes de surveillance ont permis
d'ameéliorer la gestion de ces phénomeénes et
de limiter I'exposition des consommateurs
Parallelement, les

aux cyanotoxines.

données générées par ces suivis ont
€également permis de mieux connaitre
I'écologie des cyanobactéries dans cette
région de la biosphére.

La région du « Maghreb » souffre de pénuries
d’eau et se trouve parmi les zones critiques.
Selon le World Ressources Institut (WRI,
2014), la plus grande partie de I'Algérie
présente des niveaux de risques liés a la
qualité de I'eau, qui vont de niveaux élevés
(3-4) a tres élevés (4-5). A linstar de
nombreux autres pays, la politique actuelle de
gestion des ressources en eau va vers une
préservation de ces ressources hydriques et
vers un développement d’outils d'évaluation
de ces ressources en eau dans tous les

bassins versants.
Objectifs de la these

Le réservoir Hammam Debagh, a connu en
2012 une prolifération spectaculaire d’une
cyanobactérie du genre Planktothrix ce qui a
motivé la mise en place de la thése.

L’intérét de ce travail reposait principalement
sur le fait que I'espéce qui proliférait,
Planktothrix rubescens, n’avait été jusqu’ici

observée que dans les pays du Nord et dans
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Figure 1. Efflorescence a Planktothrix
rubescens dans la retenue Hammam

Debagh. b) photo prise lors de la
senescence du « bloom », c-d) « Bank-
filtration » effectué afin de réduire la
densité de P. rubescens en surface.
Photos prises lors de I'expertise effectuée
par le groupe de travail chargé de I'étude
des cyanobactéries dans le laboratoire
EMMAL-UBMA.
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des écosystemes profonds tels que les grands lacs alpins ou elle se développe en
profondeur pendant une grande partie de I'année (Jacquet et al., 2005 ; Jann-Para et
al., 2004 ; Ernst et al., 2009; Fastner et al., 1998 ; Micheletti et al., 1998). Il était donc
intéressant de comparer I’écologie de cette espéce dans notre réservoir et dans ces
grands lacs alpins.
De plus, il était également intéressant d’étudier la cohabitation entre P. rubescens et
Microcystis wasenbergii qui est également capable de proliférer dans la retenue de
Hammam Debagh. En effet, ces deux espéces occupent habituellement des
écosystemes différents et elles ne se trouvent donc pas en situation de compétition
telle que nous avons pu l'observer.
Le troisiéme objectif de la thése était de mieux connaitre I'évolution de la production
de cyanotoxines et de déterminer si le risque toxique était lié a la biomasse des
cyanobactéries.
Par ailleurs, d’un point de vue plus fondamental, nous nous sommes intéressés aux
communautés bactériennes associées aux cyanobactéries dans ce plan d’eau afin de
déterminer, par exemple, s’il existe des interactions positives (type échange de N et
de C) entre bactéries et cyanobactéries qui permettraient de mieux comprendre la
dynamique de ces derniéres. Nous avons également comparé les résultats obtenus
dans la retenue Hammam Debagh avec ceux obtenus dans un site plus pollué et
complétement différent par sa configuration (e.g. peu profond, plus grande superficie)
mais aussi son niveau trophique hypereutrophe, le lac Oubeira.
Pour répondre a ces objectifs tout en tenant compte de I'absence de travaux antérieurs
sur les cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh, nous avons donc mis en
place un suivi pluriannuel de la retenue et de ses communautés microbiennes. Nous
avons également réalisé des prélevements sur un cycle annuel dans le lac d’Oubeira.
L’ensemble de ces suivis nous a permis de tenté d’apporter des réponses aux
guestions suivantes :
1. Quelles sont les especes qui constituent les communautés des cyanobactéries
dans le réservoir Hammam Debagh ?
2. Quelle est la dynamique annuelle des proliférations des deux cyanobactéries
dominantes (P. rubescens et Microcystis sp.) dans le réservoir Hammam
Debagh ?
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3. Quels sont les principaux facteurs et processus environnementaux qui
contrdlent la cohabitation et la compétition entre P. rubescens et Microcystis
sp. ?

4. Quel est le potentiel toxique des cyanobactéries peuplant le réservoir Hammam
Debagh ?

5. Comment évoluent la structure et la composition des communautés
bactériennes associées aux cyanobactéries dans le réservoir Hammam

Debagh et dans le Lac Oubeira ?

Ces questions s’inscrivent a la fois dans une démarche scientifique permettant une
contribution aux travaux de recherche sur I’écologie des cyanobactéries, et d’'un point
de vue appliqué, 'ensemble de nos données permettra de proposer des mesures pour
mieux surveiller et mieux gérer les plans d’eaux soumis a des proliférations de

cyanobactéries.
Organisation du manuscrit

En tenant en compte des objectifs fixés et les questions posées précédemment, le
manuscrit s’organise comme suit :

o Un premier chapitre dans lequel nous allons approfondir le contexte général de
I’étude dans une bréve synthése bibliographique.

o Un second chapitre ou nous allons décrire les sites d’études, leurs bassins
versants ainsi que les stratégies et méthodes d’échantillonnage dans chacun
des plans d’eau.

o Un troisieme chapitre ou il sera présenté i) la diversité génétique des
cyanobactéries par une approche de séquencage massif (lllumina MiSeq) de
’ADNr 16S dans le réservoir Hammam Debagh ii) la dynamique spatio-
temporelle de Planktothrix rubescens et de Microcystis sp. en surface et dans
la colonne d’eau de ce réservoir, iii) les principaux facteurs et processus
intervenant dans la cohabitation et la compétition entre ces deux especes iv) le
potentiel toxique des cyanobactéries de la retenue Hammam Debagh par un
dosage des microcyctines-LR.

o Dans le dernier chapitre nous étudierons les variations temporelles de la

structure et la composition des communautés bactériennes associées aux
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cyanobactéries dans le cadre d’'une comparaison réalisée le lac Oubeira et le

réservoir Hammam Debagh.
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Figure 2. Frise chronologique du travail effectué au cour des années de thése
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1.1. Fonctionnement global des écosystémes aquatiques

1.1.1. Différences entre un lac et un réservoir

Un lac correspond a une eau stagnante occupant une cavité en générale profonde
contrairement aux étangs'. Néanmoins, cette distinction n’est pas toujours tres
précise ; par exemple le lac Balaton, sans profondeur, est néanmoins un lac parce que
la végétation reste confinée sur les bords (Vivier, 1934). Le terme réservoir quant a lui,
s’applique aux masses d’eau formées ou modifiées par une activité humaine afin de
fournir une ressource fiable et contrélable (Thornton et al., 1996). Ces lacs artificiels
résultent d’'une construction d’'un barrage sur le chemin d’une riviére. De ce fait, ces
plans d’eau combinent les caractéristiques des rivieres et des lacs faisant apparaitre
trois zones différente (Fig.1) : i) une zone riveraine juste a 'embouchure de la riviére,
i) une zone lacustre proche du barrage iii) une zone de transition séparent les deux

premieres zones (Kimmel & Groeger, 1984).

Zone riveraine Zone transitionnelle

Zone lacustre

Figure 1. Zonation longitudinale dans un réservoir (modifié de Kimmel & Groeger,
1984)

1 Un lac sans profondeur, qui peut étre colonisé sur toute son étendue par la flore littorale
d'un lac
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1.1.2. Mise en place de la stratification thérmique

La pénétration de la lumiére dans un plan d’eau provoque un réchauffement de la

surface. Dans les plans d’eau profonds, lintensité de la lumiére s’atténue a mesure

gue la profondeur augmente. Ce « chauffage par le haut » se traduit par le fait que des

eaux chaudes et en l'occurrence plus légéres
flottent au-dessus des eaux froides qui sont plus
denses. Ce processus définit la stratification
thermique de la colonne deau. La
présence/absence et lintensité de cette
structuration thérmique est influencée par
beaucoup de facteurs tels que la profondeur du
plan d’eau (Bade, 2005), la quantité de la chaleur
qui parvient au lac et donc de la latitude, de
l'altitude et de la saison. Elle dépend ensuite, des
vents (méteorologie) qui peuvent provoquer des
mélanges et de I'abri  procuré par
environnement (e.g. reliefs, végétation
arborescente, constructions). Elle dépend enfin
de 'importance relative de ce mélange des eaux
de surface par rapport a 'ensemble de la masse

d’eau, donc du caractére plus ou moins stagnant

Water temperature {*C)
0 5 10 15 20
| | | |

Epilimnion

Métalimnion & |

o

Thermocline

Water depth

Hypofimnion

Y

Figure 2. Variation du profil de
température dans un lac
stratifié

du plan d’eau (temps de séjour) et de la forme de sa cuvette (profondeur moyenne)

(Barroin, 1999).

Ainsi, en fonction de leur stratification thérmique, les couches verticales d’un lac sont

définies comme suit (Fig. 2) :

- Epilimnion. La lumiére en surface des lacs combinée avec les mouvements

descendants de la masse d’eau provoqués par le refroidissement nocturne et

surtout les vents créent une premiére couche d’eau homogéne en surface du

lac (Barroin, 1999). Cette masse d’eau est marquée par une température

constante (Thomas et al., 1996).
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- LHypolimnion est la couche la plus profonde caractérisée generalement par
une température plus basse que la surface et en I'occurrence une faible activité
photosynthétique (Vivier, 1935).

- Le Métalimnion est la couche intermediare ou les variations de la température
sont les plus importantes. Le terme « thermocline » est souvent employé pour
definir une surface fictive au sein du métalimnion ou la variation de la

température atteint son maximum (Barroin, 1999).

1.1.3. Classification des écosystémes aquatiques

Le premier niveau de classification des lacs est défini par leur origine qui définit les
lacs cotiers, riverins, tectoniques, fluviaux, volcaniques, ...etc (Jorgensen et al., 2012.)
mais cette classification est peu utilisée. Deux autres systemes de classification sont
universellement utilisés ; il s'agit de la classification selon les processus de circulation

annuelle et la classification selon le niveau trophique (Thomas et al., 1996).
1.1.3.1. Classification selon les modeéles de circulation annuelle

La circulation autrement nommée mélange est habituellement entrainé par le vent, et
elle est facilitée lorsque la température est uniforme (ou presque uniforme) de haut en
bas dans un lac donné (Kevern et al., 1996). Le premier systéme de classification basé
sur les variations thermiques a été proposé par Geistbek en 1885 qui faisait les
distinctions entre lacs chauds et froids. Quelques années plus tard, Forel (1892) a
etabli une classification basée sur la zonalité climatique et le nombre de mélanges
observés dans un lac donné qui devient par la suite la classification la plus répandue ;
toutes les classifications apparrues depuis n’étant que des modifications de la
classification proposée par Forel (Skowron, 2008). Dans le cadre de la classification
de Lewis (1983), les différents types de lacs observés a travers le monde sont (Fig.
3):

- Lacs amictiques. Ces lacs ne présentent aucun mélange. Ce modéle concerne
les régions polaires ou les lacs sont glacés en permanence (<4°C),
- Lacs monomictiques. Ces lacs présentent un seul mélange annuel en été ou en
hiver, on distingue :
o lacs monomictiques froids. Ces lacs présentent un seul mélange

annuel en été lors de la fonte des glaces (les températures n’excédent

10



Chapitre |. Généralités

pas 4°C). C’est la caractéristique des lacs couverts de glace durant la
plus grande partie de 'année dans les régions subpolaires.

o Lacs monomictiques chauds. Ces lacs se mélangent en hiver. Ils sont
largement répartis entre les régions climatiques tempérées et
tropicales (>4°C).

- Lacs dimictiques. Ces lacs présentent un mélange deux fois par an
généralement au printemps et en automne. lls se trouvent dans les latitudes
tempérées fraiches.

- Lacs polymictiques. Ces lacs présentent une stratification thermique irréguliére
au court de l'année. C’est la caractéristique des lacs peu profonds qui
présentent de faibles variations saisonniéres de la température. On distingue
alors :

Lacs polymictiques froids discontinus

(@]

o Lacs polymictiques froids continus

o Lacs polymictiques chauds discontinus

o Lacs polymictiques chauds continus (Skowron, 2008, Thomas et al.,
1996 ; Lewi, 1983).

100
= . o
. Figure 3. Distribution
Dso - | globale des types de
g lacs selon la latitude,
o corrigée de
E I'influence de
e ['altitude, de la
(=5 profondeur maximale
et du fetch? (d'apres
0 Lewis 1983)
h 1

! La distance de la course du vent sur le plan d’eau
11
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1.1.3.2. Classification en fonction du niveau trophique

Le concept de niveau trophique a été établi par les premiers limnologistes tels que
Thienemann (1925, 1931) et Nauman (1932) avant d’étre profondément modifié une
cinquantaine d’années aprés (Thomas, 1996). Ce concept a permis de définir les
relations entre le fonctionnement d’un écosysteme aquatique et son bassin versant.
En effet, les nutriments et les autres éléments chimiques provenant du bassin versant
combinés a d’autres facteurs tels que la température et la lumiére affectent la
production primaire et les abondances du phytoplancton. Cette production primaire a
son tour affecte la structure biologique de I'écosysteme (Simpson, 1996). Ainsi, le
systéme de classification actuel repose principalement sur une caractérisation des
nutriments (P total et N total) et la biomasse phytoplanctonique (exprimée en
chlorophylle-a) mais aussi de la transparence de l'eau et son oxygénation. On

distingue alors des :

- Lacs oligotrophes. qui sont caractérisés par une faible production primaire et
une faible biomasse phytoplanctonique associée a des concentrations limitées
en nutriments (N et P). Ces lacs ont tendance a étre saturés d'O2 dans toute la
colonne d'eau.

- Lacs mésotrophes sont difficiles a caractériser et sont généralement des lacs
en transition entre I'oligotrophisation et I'eutrophisation. Dans ces lacs, les
concentrations en chlorophylle sont plus élevées et ils se caractérisent par une
diminution en concentrations d’oxygene dans I'hypolimnion en été.

- Lacs eutrophes. Ces lacs présentent des concentrations élevées en nutriments
et une importante biomasse phytoplanctonique associées a une faible
transparence de l'eau. Les concentrations en oxygenes peuvent étre au-
dessous de 1 mg L dans I'hypolimnion pendant la stratification thérmique en
éteé.

- Lacs hypereutrophes. lls présentent des concentrations extrémement élevées
en nutriments et en biomasse phytoplanctonique associée. Des conditions
d’anoxie sont observées dans I'hypolimnion en été lors de la stratification
thérmique, cette anoxie pouvant gagner toute la colonne d’eau en été.

- Lacs distrophes. Ce sont des lacs trés riches en éléments organiques (acide
humique et fluvique) et en matiére organique provenant des apports du bassin
versant (Kever et al., 2011; Tomas, 1996).

12
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1.2. Les cyanobacteéries
1.2.1. Diversité des cyanobactéries

1.2.1.1. Approches morphologique versus génétique

Ce groupe bactérien est trées hétérogéne du point de vue des formes rencontrées
puisque 'on distingue : i) des formes cellulaires cocoides solitaires ou en colonies a
ovoides (ex. Synechococcus, Microcystis); ii) des formes filamenteuses non fixatrices
d’azote (N2) le plus souvent (ex. Oscillatoria, Planktothrix) ; iii) des filaments avec des
cellules différenciées pour la fixation de I'azote atmosphérique appelées héterocytes
(ex. Dolichospermum, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia). En plus des
héterocytes, les cyanobactéries peuvent différencier un autre type de cellules
appelées akinétes qui sont des cellules de résistance lorsque les conditions

environnementales sont défavorable a la croissance des filaments (Paerl et al., 2014).

La caractérisation traditionnelle des cyanobactéries en utilisant des méthodes
conventionnelles basées sur des caractéristiques morphologiques stricto sensu est
tres difficile puisque la différenciation des especes est limitée (Bittencourt-oliveira et
al., 2001). De ce fait, I'apparition de nouveaux outils de la caractérisation des taxons
tels que la microscopie électronique et les méthodes génétiques ont marqués un
virage dans la systématique des cyanobactéries et ont longtemps animé le débat par
exemple sur la question si ces microorganismes sont des bactéries ou des algues en
prenant comme arguments l'absence d'un noyau délimité par une membrane
cytoplasmique ou encore la présence des pigments chlorophylliens. La classification
des cyanobactéries a beaucoup évolué depuis le premier systéme de classification
adopté par Gomont (1892) et Bornet & Flahault 1886-1888. Ces microorganismes sont
actuellement répertoriés dans deux systemes de classifications différents : Le code
international de nomenclature bactériologique (I.C.N.B.) (Lapage et al., 1992) et le

code international de nomenclature botanique (I.C.B.N.) (Greuter et al., 1994).

Rippka et al. (1979) arecommandé 5 sous-sections qui sont devenues par la suite la
base de la classification proposé dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(Castenholz, 2001) qui définit 5 sous-sections au lieu d’ordres : | (= Chroococcales), i

(= Pleurocapsales), Ill (= Oscillatoriales), IV (= Nostocales) et V (= Stigonematales).

Le succes de I'approche moléculaire dans la caractérisation des cyanobactéries a

immergé ces dernieres années avec la possibilité de retracer I'histoire évolutive de ces

13
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microorganismes. Parmi les marqueurs phylogénétiques les plus utilisés, le gene qui
code pour la petite sous unité de 'ARNr est le plus utilisé (Neilan et al., 1995 ;
Vétrovsky & Baldrian, 2013 ; Hoffman et al., 2005 ; Nubel et al., 1997; Crosbie et al.,
2003). Néanmoins, certains chercheurs ont signalé I'insuffisance de la variabilité de
'’ADNr 16S pour I'analyse phylogénétique au niveau de I’'espece et ont proposé en
conséquence, [lutilisation d’autres régions plus variables telles que la région
intergéniquel6S-23S (ITS) ou encore la région intergénique du locus de la
phycocyanine (IGS) (Giovannoni et al., 1990 ; Premanandh et al., 2006 ; Otsuka et al.,
1999 ; Case et al., 2007).

Actuellement, nous assistons a de nombreux changements dans la systématique et la
taxonomie des cyanobactéries. En effet, depuis les années 2000, plus de 50 genres
de Cyanobactéries ont été décrit et 16 autres potentiellement nouveaux ont été
proposés en 2013. A ceci s’ajoute de nombreuses propositions de réorganisations
taxonomiques (Otsuka et al., 2001 ; Komarek et al., 2013-2014). Récemment Komarek
et al. (2014) ont proposé une classification des cyanobactéries organisée en huit
ordres. Cette derniére classification repose sur une approche polyphasique faisant
appel a des informations moléculaires, biochimiques et microscopiques. Par ailleurs,
cette classification constitue une continuité des recherches du 19éme, 20éme et

21éme siecles et n’écarte pas la classification morphologique (Fig. 4).
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1.2.1.2. Approches fonctionnelles

Les especes dans une communauté peuvent avoir des roles écologiques similaires,
révélant ainsi une «redondance» dans les fonctions écologiques. Ces caractéristiques
écophysiologiques ou « traits fonctionnels » sont a l'origine des réponses de ces
microorganismes aux conditions environnementales auxquelles ils sont soumis. De ce
fait et dans le but de simplifier potentiellement la réelle complexité des écosystemes,
les écologistes ont regroupé les organismes ayant des caractéristiques écologiques

similaires (Salmaso et al., 2015).

La longue histoire évolutive des cyanobactéries témoigne d’une adaptation
écophysiologique en combinaison avec suffisamment de temps pour une
diversification structurelle et fonctionnelle de ces microorganismes (Paerl et al., 2014).
Par ailleurs, I'étude des caractéristiques fonctionnels permet une comparaison entre
les écosystemes a I'échelle globale et une prédiction des changements dans la
structure des communautés en réponse aux changements environnementaux
(Salmaso et al., 2015).

La premiére classification fonctionnelle (FG) du phytoplancton a été établie en 1980
par Reynolds et complétée en 2002 par ce méme auteur (Reynolds, 1980 ; Reynolds
et al., 2002). Cette approche formée de 31 groupes s’est basée essentiellement sur
les caractéristiques des habitats et non sur les criteres fonctionnels des especes.
Depuis, deux autres approches ont été proposées (Tableau 1) : i) 'approche morpho-
fonctionnelle (MFGs) qui elle définit sept groupes (Salmaso & Padisak, 2007) et qui
est basée essentiellement, comme son nom l'indique, sur des criteres morphologiques
(i.e. le volume et la surface cellulaire, le rapport entre surface et volume, la dimension
linéaire maximale, la présence de flagelles, la présence d’aérotopes, la présence d'un
exosquelette en silice et la production de mucilage). ii) 'approche morphologique
(MBFGSs) qui a été proposé dans le but de simplifier la classification, elle a été utilisé
principalement dans les écosystémes turbides, peu profonds. La comparaison entre
toutes ces approches a montré que I'approche fonctionnelle et 'approche morpho-
fonctionnelle sont les plus sensibles tandis que 'approche morphologique sous-estime
la lumiére dans les milieux peu profonds et ne peut pas interpréter la richesse des

especes en détail car elle conserve tous les taxons de diatomées dans un seul groupe
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et peut donc produire un biais lorsque ceux-ci sont corrélés aux parametres

environnementaux (Abonyi, 2014).

Tableau 1. Chevauchements théoriques et différences morphologiques entre les trois

classifications fonctionnelles du phytoplancton les plus fréquemment utilisées : MBFGs

(morphology-based functional classification), MFGs (morpho-functional classification), FGs

(Functional classification) ; (d’aprés Abonyi, 2014)

Morphology

Morphology

Further morphological

MBFGs  ymBFGs  MFC? in MFGs subelasses in MFGs R
I Small organisms 4 Unicellular Unicellular Cynobacteria VA
with high §/V Cyanobacteria
5 Colonies Cyanobacteria 5d Small Chroococcales colonies Z, Iy, K,
Lo
9 Small other unicellular 9a Small unicells (Conjugatophytes) N.N.,. X3
9b Small unicells (Chlorococcales) X3, X1,J
9d Small unicells (Other groups)
I Small flagellated 2 Small (unicellular) 2a Small Chrysophytes/Haptophytes X3,X2,E
organisms with
siliceous 2b Small Dinophytes Lo
exoskeletal
structures 2¢ Small Euglenophytes Wi, W2
2d Cryptophytes X2, Y,
3 Phytomonadina 3a Unicellular Phytomonadina X2, XPh, W,
3b Colonial Phytomonadina G, W1, W,
9 Other mall unicellular 9¢ Small Chrysophytes X3, X1
111 Large filaments 5 Colonial (Filamentous) 5a Thin filaments (Oscillatoriales) MP, S1, 82,
with aerotopes Cyanobacteria R
Se Nostocales MP, SN, H1,
H2
v Organisms of 5 Colonial (Filamentous) Sa Thin filaments (Oscillatoriales) MP, TC
medium size Cyanobacteria Sc Large colonies, mostly non-vacuolated TC, K, Lo
lacking Chroococcales
specialized traits 8 Other large unicellular 8a Large unicells P, Ty, X3,
(Conjugatophytes/Chlorophytes) X1
8b Large unicells (Other groups)
10 Other Filaments 10a Filaments (Chlorophytes) Ty
10b Filaments (Conjugatophytes) N.P,MP, T,
To
10¢ Filaments (Xanthophytes)
11 Non filamentous colonies  11a Chlorococcales (Naked colonies) X1, J,K
11¢ Other colonies
Vv Unicellular 1 Large (colonial or 1a Large Chrysophytes/Haptophytes E,U. WS, Q
flagellates of unicellular) 1b Large Dinophytes Zax, Y, Ly
medium to large LM
size 1c Large Euglenophytes W1, W2
Vi Non-flagellated 6 Large Diatoms 6a Large Centrics A,B,C,D,P
oFpmiNmaWiih 6b Large Pennates A.C,D,N,
siliceous P, MP, Ty,
exoskeletons Ty
7 Small Diatoms 7a Small Centrics A,B,C,D
7b Small Pennates D, MP, Ty,
Tu
v Large 5 Cyanobacteria 5b Large vacuolated Chroococcales Loy Ly M
mucilaginous colonies
colonies 11 Other non filamentous 11b Chiorococcales (Gelatinous colonies) F

colonies
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1.2.2. Développement des blooms de cyanobactéries et contraintes

Dans les écosystemes aquatiques continentaux, une importante réduction de la
diversité spécifique dans le compartiment phytoplanctonique peut étre observée en
paralléle a une augmentation importante de la biomasse des cyanobactéries (Konopka
et al. 1999 ; Casamayor et al. 2000, 2002 ; Cao et al., 2009 ; Li et al., 2012). A ce jour,
il n’existe pas une définition internationale ou une quantification de ce phénoméne
qualifié d’efflorescence ou « bloom » selon les anglo-Saxons (Merel et al., 2013). Ainsi,
malgré les nombreuses études qui existent, il est encore difficile dans un écosystéeme
donné de cerner les facteurs environnementaux menant a ce phénomene et encore
plus de difficultés a faire des prédictions sur leur survenue et sur leur durée (Taranu et
al., 2012).

Les blooms de cyanobactéries sont le plus souvent formés par une ou deux especes
qui proliferent sur une durée allant de quelques jours a quelques mois (Reynolds,
1987). Ces proliférations causent de sérieux problemes: i) d'un point de vue
écologique, les fortes densités cellulaires atteintes par les cyanobactéries (Fig. 5) lors
des blooms (plusieurs millions cellules/ml) entrainent des perturbations dans les
eécosystemes notamment a travers une réduction de la transparence de I'eau et en
'occurrence limitent 'acces a la lumiére (De Figueiredo et al., 2006). Parallelement,
'excés de matiere organique en surface conduit a une augmentation de la respiration
et a I'’épuisement du stock d’oxygéne dissous dans la zone profonde. Cet épuisement
peut conduire a I'hypoxie ([O2] <2 ug L), causant I'asphyxie ou la mort des organismes
(Jenny, 2013 ; Watson et al., 2016). ii) D’'un point de vue sanitaire, la prolifération
massive de certains genres (filamenteux et cocoides) entraine la synthése de
métabolites secondaires toxiques pour les consommateurs allants du zooplancton a
'Homme en passant par les poissons et autres mammiferes (Paerl et al., 2014 ;
Amrani et al., 2014; Nasri et al., 2008). iii) D’'un point de vue économique, ces
proliférations représentent une contrainte pour les gestionnaires d’écosystémes
utilisés pour [l'approvisionnement en eau potable en raison des molécules
malodorantes (e.g geosmine) et des toxines produites par les cyanobactéries (\Watson
et al., 2016 ; Carmichael & Boyer, 2016) mais aussi en raison des quantités
importantes de carbone organique générées lors des proliférations qui peuvent causer

le colmatage des filtres.
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Figure 5. Vues de blooms de cyanobactéries. a) Bloom d’Aphanizomenon sp. au
lac Dianchi, Chine; b) Bloom de Lyngbia au lac Atitlan, Guatemala (Paerl & Otten,
2013) ; c) Vu aérienne d’un bloom dominé par Microcystis au lac Erie, USA (Paer! et
al., 2014); d) Bloom de Planktothrix rubescens au lac Ledro, lItalie (Phycokey-
Oscillatoria images) ; e) Microcystis au Lac Erie, USA—Canada (NASA MODIS) (Paerl
& Otten, 2013) ; f) Vue d’un bloom dominé par Microcystis au lac Taihu (Paerl et al.,
2014).
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1.2.3. Avantages adaptatifs et déterminisme environnementale

1.2.3.1. Stratégies du succes compétitif des cyanobactéries

Les cyanobactéries sont parmi les plus anciens organismes vivants sur la terre, leur
existence via la formation de stromatolithes date d’environ 3milliards années (Byerly
et al., 1986 ; Fostner et al., 2009 ; Pepe-Ranney et al., 2012). En effet, leurs
prolifération durant la période précambrienne a été associée avec I'enrichissement de
I'atmosphére terrestre en oxygéne, leur conférant un réle majeur dans I'évolution de la
vie sur la planéte terre (Knoll, 2003 ; Sciuto et al., 2015). Ces microorganismes utilisent
un ensemble de stratégies qui leurs permettent de coloniser tous les écosystémes et
de résister aux conditions extrémes a I'exemple de la vie dans des sources thermales
chaudes (Amarouche Yala et al., 2014). Différentes capacités et stratégies
développées par les cyanobactéries leurs permettent d’avoir un succes compétitif au

sein des communautés phytoplanctoniques a I'exemple :

o la migration « active »* dans la colonne d’eau de certaines espéces ; qui
peuvent réguler leurs flottaison soit en modifiant le taux de formation de
vacuoles gazeuses par rapport a la croissance cellulaire, soit en modifiant
'accumulation d’hydrates de carbone et de protéines lors de la photosynthése
(Konopka et al., 1993 ; Oliver & Ganf, 2000). Ceci leurs permet de lutter contre
les intensités lumineuses élevées en surface et d’exploiter les nutriments qui se
trouvent en plus grandes concentrations en profondeur.

o La résistance a la prédation constitue une des stratégies contribuant au
succés des cyanobactéries. En effet, celles-ci peuvent synthétiser des
composés allélopathiques (métabolites secondaires) qui jouent un role
important dans la formation et la disparition des blooms mais aussi dans la
succession des especes (Vardi et al.,, 2002 ; Smayda, 1997). D’autres
meétabolites secondaires peuvent étre toxiques vis-a-vis des microorganismes
compétiteurs ; Leflaive & Ten-Hage, (2007) rapporte que les cyanobactéries
sont les seules a produire des toxines en eaux douce. La taille des
cyanobactéries peut également leurs permettre d’éviter les pressions de
prédations. Ainsi, les colonies volumineuses et les longs filaments peuvent leur

permettre d’éviter la prédation par le zooplancton (Ger et al., 2014).

1 En opposition a la migration dite « passive » ol les cyanobactéries sont emportées par le
vent ou le mouvement des masses d’eau.
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o Grace a la diversité et la flexibilité de leurs composition en pigments
photosynthétiques, les cyanobactéries peuvent avoir différentes couleurs leurs
permettant d’exploiter le rayonnement solaire disponible sur une plus grande
étendue de longueurs d’ondes (Grossman et al., 2001). Par exemple, des
especes ayant comme pigment majoritaire la phycoérythrine (ex. Planktothrix
rubescens) peuvent croitre dans de faibles intensité lumineuses et peuvent
donc occuper des couches profondes de la colonne d’eau (Jacquet et al., 2014 ;
2005).

o En conditions de carences, les cyanobactéries peuvent avoir un avantage
compétitif par rapport a d’autres microorganismes grace a la mobilisation de
'azote atmosphérique fixé par les héterocytes et des réserves de phosphore
accumulées sous forme de granules de polyphosphates (Paerl et al., 2001 ;
Wacklin, 2006). Dans ces conditions, les cyanobactéries ont la capacité
d'excréter des sidérophores ; ces composés sont capables de modifier la
spéciation chimique d’'un élément pour le remobiliser et augmenter ainsi sa
biodisponibilité (e.g. le fer) ou encore pour réduire sa toxicité (e.g. le cuivre)
(Rueter & Petersen, 1987).

Les stratégies citées ci-dessus ne sont pas exhaustives, beaucoup d’autres ont été
exploré dans la littérature. Cependant, méme si la liste des stratégies et facteurs
environnementaux répertoriés est longue Merel et al. (2013) ont rapporté que la
formation des blooms de cyanobactéries est régulée généralement par la combinaison
de trois principaux facteurs qui sont : la température de I'eau, l'intensité lumineuse et
la disponibilité des nutriments. Parallélement, Taranu et al. (2012) ont établi que
limportance relative des nutriments et des variables climatiques dans la mise en place
d’'un bloom different en fonction des types de lacs par rapport au mélange. Ainsi, les
cyanobactéries dans les lacs dimictiques sont fortement dépendantes de la stabilité
de la colonne d’eau ce qui n’est pas le cas pour les lacs polymictiques. En contraste,
les especes qui tolérent les fortes turbulences de la colonne d’eau dans les lacs
polymictiques (Planktothrix agardhii) seraient plus fortement dépendantes de la

concentration des nutriments.
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Figure 6. Schéma conceptuel illustrant les différents facteurs environnementaux
et écologiques externes et internes qui contrdlent la croissance, I'accumulation
(blooms) et le devenir des cyanobactéries dans les écosystémes aquatiques. Les
facteurs peuvent agir individuellement ou de fagcon combinée. On y trouve également
les différentes techniques et stratégies appliquées afin de contréler/éliminer les
CyanoHAB, en fonction de la manipulation de leurs exigences écologiques et de
l'interférence avec leurs stratégies de croissance (Paerl et al., 2014).

1.2.3.2. Efflorescences des cyanobactéries versus eutrophisation

22



Chapitre I. Généralités

L’eutrophisation est tres fortement associée aux blooms de cyanobactéries. Ce
phénoméne qui lorsqu’il est naturel se développe sur une période de temps trés
longue, s’accélére considérablement en raison de l'impact des activités anthropiques
(Chorus & Mur, 1999 ; Dorioz et al., 2004). En effet, 'augmentation croissante des
concentrations en phosphore (P) et/ou en azote (N) sont liées a lintensification des
activités humaines telles que l'utilisation des engrais d’'une part et les eaux usées
municipales et industrielles d’autre part. En 1970, Schindler (1974) a établi que le
phosphore était le principal nutriment, sachant que I'azote est trés souvent le second

élément limitant la croissance du phytoplancton.

De ce fait, les blooms récurrents de cyanobactéries ont été corrélés avec un
enrichissement en nutriments de nombreux lacs, réservoirs, rivieres et estuaires a
travers le monde notamment dans les plus grands écosystémes d’eau douce tels
gue le lac Victoria (Afrique), le lac Erie et le lac Michigan (US-Canada), le lac
Okeechobee (Floride, USA), le lac Ponchartrain (Louisiane, USA), le lac Taihu (Chine)
(Paerl et al., 2014).

1.2.3.3. Impact du réchauffement climatique

Récemment, [I'implication des changements globaux et principalement le
réchauffement climatique a suscité beaucoups d’attention de la communauté
scientifique. Selon le rapport de la GIEC (2014), une élévation, avec une tendance
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données de température de surface Kere small Higher
combinant les terres émergées et les fish EUIDCTRINS
océans indique un réchauffement de K

Trophic \
More nutrients

0,85 [0,65 a 1,06]°C au cours de la

cascade

période 1880-2012. En effet, le ¥ \
réchauffement climatique est le plus o .
igher alga ’ yanobacieria
souvent cité en seconde position biomass Shade dominance
QNN

apres I’eutrophisation comme

Processus responsable . Figure 7. Relations entre le réchauffement
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blooms de cyanobactéries (Paerl et
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méme que l'eutrophisation est accentuée par le réchauffement climatique (Huber et
al., 2012) (Fig. 7).

De nombreuses études ont rapporté que le réchauffement climatique affecte la
dynamique saisonniére des communautés phytoplanctoniques et favorise l'installation
de plus en plus précoce des blooms de cyanobactéries (Jonasson & Kristiansen,

1967 ; Edwards & Richardson, 2004 ; 100} Cyanobacteria

Winder & Schindler, 2004 ; Peeters et al. 80
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spécifiques  des
cyanobactéries et de trois
différents groupes taxonomiques
du phytoplancton eucaryote
(chlorophytes, dinoflagellés et
diatomées). (d'apres Paerl et al.,
2016)

1.2.3.4. Toxines produites par les cyanobactéries
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Les cyanobactéries synthétisent un large éventail de métabolites secondaires dont
certaines sont toxiques pour ’lhomme et I'animal (Cheung et al., 2013 ; Azevedo et al.,
2002 ; Vasconcelos, 1995). Ces molécules de diverses natures chimiques (petits
peptides, alcaloides, ou lipopolysaccharides) sont synthétisées par plusieurs genres
(Tableau 2) et sont classées habituellement selon leur mode d’action en trois
catégories : les hépatotoxines (i.e. microcystines, nodularines, cylindrospermopsines),
les neurotoxines (e.g. anatoxines, saxitoxines et la B-N-methylamino-L-alanine ou
BMAA) et les dermatotoxines (e.g. lyngbyatoxine A, aplysiatoxines) (Chorus &
Bartram, 1999 ; Merel et al., 2013).

Tableau 2. Genres de cyanobactéries et les toxines qui leurs sont associées (d’apres
Cheung et al., 2013)

Type de toxines Genres de cyanobactéries
microcystines | Anabaena, Aphanocapsa, Hapalosphon, Microcystis,

Nostoc, Planktothrix (Oscillatoria)

nodularines | Nodularia spumigena

saxitoxines | Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbia
anatoxines | Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix (Oscillatoria)
cylindrospermopsines | Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Umezakia
LPS | Aphanizomenon, Planktothrix (Oscillatoria)
lyngbiatoxines | Lyngbia

BMAA | Anabaena, Cylindrospermopsin, Microcystis, Nostoc,
Planktothrix (Oscillatoria)

Au sein des hépatotoxines, les microcystines sont les toxines les plus frequemment
rencontrées lors des blooms de cyanobactéries (Carmichael, 1992 ; Sivonen & Jones,
1999 ; Neilan et al., 2013). Les nodularines sont essentiellement produites dans les
milieux salins (Gehringer et al.,, 2012) et les cylindrospermopsines se rencontrent
surtout sous les latitudes tropicales méme si elles sont de plus en plus signalées sous
les latitudes tempérées. Les neurotoxines de type anatoxine qui étaient trouvées peu

fréguemment sont désormais fréguemment observées, notamment dans les biofilms a
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cyanobactéries du genre Phormidium qui se développent dans les rivieres (Quiblier et
al., 2013).

o microcystines : description et voies de biosynthése

Les microcystines sont des heptapeptides cycliques dont la structure chimique est

tres variable. Ces variations touchent principalement les acides aminés (AA) Leucine

et Arginine en position 2 et 4 oGl © Mdha (7)
respectivement (Fig. 9) (Van cooH | O o-Ala (1)
Apeldoorn, 2007). Puddick et al. Adda () . NYLNH

(2014) et Niedermeyer et al. OCH,

Colp?

(2015)  ont rapporté  qu'il ’ N NH ? y HN

existerait plus de 200 variantes ; 0 N\(%/N)@\
O COOH O

des microcystines. Par ailleurs, NH,

la microcystines-LR est la Arginine (1) (@S Masp () Leucine 2
, : : H 7

variante la plus toxique, C’est la

raison pour laquelle 'OMS a

établi une valeur guide maximale ~ Figure 9. Structure chimique des microcystines.
4 , Les résidus stables et variables sont indiqués par

de 1 yg L~ de MC-LR dans l'eau . . . e

des ellipses grises et roses respectivement (modifie

potable (WHO, 2003). de Pereira et al., 2013).

Les  microcystines  agissent

comme des inhibiteurs spécifiques des protéines phosphatases 1 (PP1) et 2A (PP2a)

(MacKintosh et al.,, 1990). Ces molécules sont promotrices de tumeurs, des

perturbateurs endocriniens et immunotoxiques avec des niveaux de toxicité variables

(Messineo et al., 2006).

La biosynthése de ces métabolites secondaires se fait par voie non-ribosomale avec
I'implication d’'un complexe enzymatique multifonctionnel codés par le cluster de genes
mcy constitué de génes qui codent pour des peptides synthétases non ribosomales
(NRPS), des peptides polyketide synthases (PKS) et des enzymes de finalisation des
queues peptidiques (Tillett et al., 2000). Des différences du nombre et de I'ordre des
genes mcy ont été rapportées d’'une cyanobactérie a 'autre (Fig. 10). Par ailleurs, dans
les milieux naturels les blooms liés aux cyanobactéries hépatoxiques (e.g. Anabaena,
Microcystis, Planktothrix) comprennent un mélange de cellules toxiques possédant les

genes pour la synthése des microcystines et de cellules non toxiques ne les possédant
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pas ou possédant un cluster de genes incomplet ou inactive (Rantala, 2007 ;

Ostermaier et al., 2012).

Microcystis PCC 7806 mcy gene cluster (Tillett et al., 2000)

JIH
Planktothrix CYA 126/8 mcy gene cluster (Christiansen et al., 2003)

ﬂ--l-.ll

. 90 mcy gene cluster (Rnuhlamen et al., 2004)

HIF

Anahaena

Figure 10. Représentation schématique du cluster de genes mcy des genres
Microcystis, Planktothrix et Anabaena. Les NRPS, PKS et les genes impliqués
dans la synthése des enzymes de finalisation des queues peptidiques sont indiqués
en vert clair, orange et autres couleurs respectivement
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1.3. Interaction des cyanobactéries et des bactéries

1.3.1. Le microhabitat phytoplanctonique

Les bactéries et les especes phytoplanctoniques sont numériqguement les
microorganismes les plus abondants dans les écosystémes lacustres et marins, leur
métabolisme contrble largement les flux énergétiques et les nutriments dans la zone
pélagique (Cole, 1982). Des études ont montré que 1 a 20% du total du carbone photo-
assimilé provient des produits extracellulaires des populations de phytoplancton. De
plus, Buchan et al. (2014) ont rapporté que la moitié du carbone fixé par les
organismes autotrophes en milieux marins rentre directement dans le processus
bactérien (Fig. 11). Bell & Mitchell (1972) ont méme démontré I'existence d’une zone,
allant de la cellule a une

co,

distance indéfinie autour de ces

espéces phytoplanctoniques, ' o
dans laquelle la croissance D) bR o i {,mm["km
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7 ;o Biological
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carbon pump

_ : ; @ [Viralshunt ]
mais aussi aux échanges de

celles-ci avec les especes

&)

_ Figure 11. Transformation bactérienne de la matiere
phytoplanctoniques dans la organique dérivée du phytoplancton. Abreviations.

phycosphere (Paerl, 1977 ;

DOM: Matiere organique dissoute. DOC : Carbone
Organique Dissous. DON: azote Organique Dissous.

Fallon & Brock, 1979 : Paerl, DOP: Phosphore Organique Dissous. POM : Matiére
_ organique Particulaire. POC: Carbone Organique
1996 ; Paerl & Pinckney, 1996 ;  particulaire. PON : azote Organique Particulaire. POP :

Fukami et al. 1997 - Buchan et  Phosphore Organique Particulaire. (D'apres Buchan et
h ’ 2014)
al., 2014 ; Arandia-Gorostidi et

al., 2016).

! La région entourant les racines des plantes dans laquelle se produit des interactions entre
les organismes photosynthétiques et les bactéries dans le milieu terrestre.
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1.3.2. La phycosphere cyanobactérienne

Les communautés bactériennes attachées aux cyanobactéries dans les écosystémes
d’eau douce présentent des structures et compositions différentes des communautés
bactériennes libres (Grossart & Simon, 2007). Worm & Sondergaard (1998) ont montré
gue le taux de croissance des bactéries attachées a Microcystis est plus important que
celui des bactéries libres. De plus, la structure des bactéries attachées differe d’'une
cyanobactérie a l'autre ; par exemple, Louati et al. (2015) ont compareé la phycosphere
du genre Anabaena et celle du genre Microcystis et ont rapporté une dominance des

Gammaproteobacteria et Alphaproteobacteria respectivement.

Il est intéressent a préciser que les interactions au sein de la phycosphere de
cyanobactéries sont tres spécifiques puisque les bactéries associées peuvent
s’attacher aux colonies comme aux filaments et en I'occurrence peuvent avoir des
hétes morphologiquement et physiologiquement différents (e.g. héterocytes, akinétes,
mucilage). Ce genre d’associations spécifiques a été observé dans une étude
impliguant Pseudomonas aeruginosa et une cyanobactérie du genre Anabaena ou
toutes les P. aerugenosa se trouvaient attacher préférentiellement aux héterocytes
(Fig. 12) (Paerl, 1977).

Figure 12. Micrographie MEB qui montre I’attachement spécifique des bactéries
aux héterocytes d’Anabaena circinalis. H : hétérocyte, V : cellule végétative, B :
bactéries (d’apres Paerl et al., 1977).
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Il est aussi connu que la quantité et la qualité de la matiére organique produite par les
cyanobactéries durant leur croissance dépend de plusieurs facteurs tels que les
especes et leurs état physiologique et des nutriments aussi (Leloup et al., 2013) d’ou
la spécificité de la composition des bactéries associées aux cyanobactéries. Dans ce
contexte, le genre Microcystis a été largement étudié notamment puisque ses
proliférations ont été rapportées sous toutes les latitudes mais aussi puisque les
bactéries attachées se trouvent en contact avec une source de la matiére organique

(i.e. le mucilage) (Worm & Sondergaard, 1998).

1.3.3. Différents types d’interactions entre les cyanobactéries et les

communautés bactériennes

Les échanges dans le cadre de cette relation étroite (phycosphere) entre les bactéries
attachées et les cyanobactéries constituent un avantage écologique via les
interactions mutualistes (Fuks et al., 2005 ; Rooney-Varga et al., 2005 ; Grossart &
Simon, 2007). Néanmoins, des relations d’antagonisme peuvent également étre
observées a travers l'inhibition de la croissance des uns ou des autres (Berg et al.,
2009; Fukami et al., 1997; Lovejoy et al., 1998). Ces interactions positives et négatives

sont résumeées ci-dessous.
1.3.3.1. Influences des bactéries sur la croissance des cyanobactéries

Les bactéries peuvent influencer de différentes manieres la croissance des
cyanobactéries via une éventuelle compétition (e.g. compétitions aux nutriments
essentiels) (Buchan et al., 2014) ou en detoxifiant les métaux extracellulaires des
cyanobactéries ; de ce fait, une chélation du Fer peut le rendre autotoxique vis-a-vis
de I'héte (e.g Caldwell & Caldwell, 1978). Elles peuvent également étre a I'origine du
déclin de la biomasse des cyanobactéries dominantes dans les lacs via une lyse
cellulaires (Brock & Fallon, 1979 ; Paerl, 1977 ; Xing et al., 2011). Dans ce contexte,
Erik et al. (1999) ont observé quelques temps apres le début de la lyse des
cyanobactéries, une augmentation des séquences de bactéries (non détectées au
préalable sur les profiles DGGE) dont la majorité correspondait aux bactéries capables
de dégrader la matiere organique (i.e. Cytophagales, Actynomycétes). D’autres
bactéries impliquées dans la lyse des cyanobactéries ont été également rapportées
dans la littérature (Wang & Chen, 2008) ; de méme Xing et al. (2011) ont identifiés huit
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nouveaux clusters ou sub-clusters dans l'arbre phylogénétique de Clostridium

impliqués dans la décomposition (anaérobique) des blooms de Microcystis.

D’autre part, les bactéries au sein de la phycosphere cyanobactérienne peuvent avoir
des effets positifs via la production des vitamines (Cole, 1982). Ces bactéries
attachées ont été aussi impliquées dans 'approvisionnement des cyanobactéries en
nutriments (Cai et al., 2013) ; il a été observé que la re-inoculation d’une culture
axénique de Anabaena avec P. aerugenosa stimulait la croissance de la cyanobactérie
et la fixation d’azote via une augmentation de I'activité de la nitrogénase. De méme, il
a été démontré que la colonisation bactérienne des hétérocytes stimulait la
consommation d’oxygene par les cyanobactéries puisque la fixation de I'azote par les
cyanobactéries des genres Anabaena, Aphanizomenon est régulée par la tension
ambiante en Oz (malgré la présence des hétérocytes). A ceci s’ajoute, la mobilisation
du COz2 et PO4 par les bactéries attachées durant les épisodes de prolifération des
cyanobactéries qui constitue un des avantages des cyanobactéries (voir 1.2.3)

compareées au phytoplancton eucaryote (Paerl, 1996).

1.3.3.2. Influence des cyanobactéries sur les bactéries

Les différentes populations des N
bactéries hétérotrophes sont g\g -
largement impactées par les &cf?/ N
nutriments et métabolites (e.g. o'éb.-"! “dg

alcaloides, carbohydrates, acides
aminés, peptides) excrétés par les
cyanobactéries lors des blooms i
(Paerl, 1996 ; Edwards & Lawton, \’j ’
2009; Mou et al., 2013). Ainsi, les

toxines  produites  par les : S
N _ ™~ Vitamins & Chelators
cyanobactéries peuvent jouer un =. /
B \ '

"Toxins" g :"‘r
» =% '
réle positif ou antagoniste pour les /& Metals & Other

- " . ~J " 5\ Growth Factors
bactéries hétérotrophes associées

(Fig. 13). Dans ce méme contexte, _ ) _
Figure 13. Interactions meétaboliques

Kirkwood et al. (2006) ont exploré le  potentiellement  bénéfiques  entre  les

potentiel des exsudats de cyanobactéries et les bactéries hétérotrophes
associées (Paerl & Pinckney 1996).
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cyanobactéries a affecter le métabolisme des bactéries hétérotrophes. Leurs résultats
ont montré que les douze souches de cyanobactéries faisant I'objet de cette étude
pouvaient fournir des substrats qui stimulent la croissance de trois bactéries
hétérotrophiques a des degrés différents. Cependant, I'étude des effets de quatre de
ses souches de cyanobactéries sur le potentiel de biodégradation du phénol et le
dichloroacetate (DCA) par les souches de Pseudomonas et Ancylobacter a montré
gue les exsudats de trois quart des souches de cyanobactéries inhibaient la
biodégradation du phénol mais stimulaient la biodégradation du DCA témoignant de la
spécificité des espéces et I'antagonisme des interactions. De plus, des effets
controverses des cyanobactéries sur les bactéries dans la phycosphere peuvent étre
observés via la production de composés qui inhibent non seulement la biodégradation
de certaines molécules mais inhibent aussi la croissance des bactéries (e.g. Cannell
et al., 1988).
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2.1. Contexte

Les études faisant I'objet de cette thése ont été réalisées dans la retenue du
barrage Hammam Debagh et dans le lac Oubeira. Ces deux plans d’eau tres différents
sont d’'une importance capitale d’'un point de vue socio-économique, écologique et
touristique. En effet, par sa capacité, le barrage Hammam Debagh est le second plus
important réservoir artificiel de I'Est Algérien. Sa création (1987) s’inscrivait dans le
cadre du plan gouvernemental d’augmentation des ressources en eau suite a
'augmentation des besoins accompagnant la croissance démographique qu’observe
le pays. En ce qui concerne le lac Oubeira, qualifié comme Garaa?! (Hilly, 1962) par la
population autochtone de la région, il fait partie du troisieme plus large complexe de
zones humides de la meéditerranée nommé le Parc National d’El-Kala (PNEK)
(Samraoui & De Belair, 1998). Ce lac d’eau douce endoréique? a été désigné comme
une zone humide naturelle en 1984 par la convention Ramsar (Site officiel :
www.ramsar.org). Il a été également désigné par TUNESCO comme un patrimoine
naturel et culturel mondial et une réserve de la biosphére, en 1990. Le lac Oubeira,
abrite une biodiversité trés riche en espéces dont certaines sont rares (Quezel &
Santas, 1963 ; De Belair, 1990 ; Benyacoub et al., 1998 ; Miri, 1996 ; Chalabi et al.,
1985). La création du PNEK a été réalisée dans le but de préserver le patrimoine
naturel de la région de toute intervention artificielle incompatible avec le milieu afin

d’assurer la reproduction et le développement des espéeces végétales et animales.

Les pressions locales liées principalement aux activités anthropiques; mais
également les pressions globales et notamment les changements climatiques sont des
processus clés des changements ayant intervenu dans ces ressources en eau,
notamment de la présence récurrente d’efflorescences de cyanobactéries dans le lac

Oubeira et dans moindre degré, dans le barrage Hammam Debagh.

! Etendue d’eau libre
2 Un lac dont les eaux ne se raccordent pas a la mer
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2.2. Présentation des sites d’étude
2.2.1. Description de la retenue Hammam Debagh

La retenue Hammam Debagh est située dans le Nord-Est Algérien (36°28'17.6" N,
7°12'51.2" E) au niveau de la commune Hammam Debagh (ex Hammam
Meskhoutine), a 23 Km du chef-lieu de la Wilaya de Guelma (Fig. 1). Ce plan d’eau,
implanté sur I'Oued Bouhamdane est localisé a une altitude de 800m et sa profondeur
moyenne est de 32 m (min=5 m, max= 60 m). Ce réservoir artificiel est étendue sur
6.5 km? et sa capacité est de 185 hm?3 (Agence Nationale des Barrage et des
Transferts ; ANBT). Les usages de la retenue sont divers ; d’'un c6té elle alimente en
eau potable environ 180.000 habitants de la wilaya de Guelma et d’un autre coté, elle
est utilisée pour l'irrigation de la vallée Guelma-Bouchegouf qui s’étend sur une
superficie d’environ 13.000 ha. A ces usages s’ajoutent, a un degré moindre, des

activités de péche et de loisirs.

En ce qui concerne la climatologie de la région d’étude, celle-ci est soumise au climat
meéditerranéen caractérisé par deux saisons distinctes, I'une pluvieuse humide avec
des précipitations relativement élevées et des températures basses allant jusqu’a 3 °C
et moins, 'autre séche moins pluvieuse avec des températures élevées allant jusqu’a
40 °C et plus. La zone d’étude est caractérisée par des précipitations annuelles
oscillant entre 528 — 611 mm (Khanchoul et al., 2010).
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Figure 1. Localisation géographique de la retenue Hammam Debagh. a) Bassin
versant de 'Oued Bouhamdane ; b) vue globale de la retenue Hammam Debagh ; c)
Bassin méditerranéen ouest
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2.2.2. Description du lac Oubeira

Le lac Oubeira (36°51' N, 08°23' E) situé a 5km de la ville d’El-Kala (Wilaya d’El-Tarf)
s’étend sur une superficie de 23 km? (Fig. 2). Ce lac d’origine naturelle situé a une
altitude de 25 m est caractérisé par sa faible profondeur et par un important
envasement réduisant la profondeur du lac a environ 1,5 m (Alayat. et al., 2013). Le
lac Oubeira est alimenté par plusieurs Oueds et de petits affluents des collines
avoisinantes : Oued Demnet Erihane au Nord, 'Oued Bou-Merchen au Nord-Est,
Oued Day L’Graa a I'Est ainsi que I'Oued Messida au Sud-Est (MPRH, 2004). Compte
tenu de son niveau trophique, I'alimentation en eau potable par ce lac hypereutrophe
a été arrétée. Cependant, des activités d’aquaculture, de péche et d’irrigation des

terres agricoles (en saison séche) sont encore pratiquées.

En raison de sa situation a I'’extréme Nord-Est Algérien, la région d’El-Kala est soumise
au climat méditerranéen chaud caractérisé par un hiver doux et humide et un été chaud
et sec. La région est marquée par de fortes pertes par évaporation (Alayat et al., 2013 ;
seltzer, 1946). Les mois les plus froids sont Janvier et Février (13 °C en moyenne),
alors que Juillet et Aolt sont les plus chauds (26 °C en moyenne). Ces températures
tres élevées sont généralement liées au vent saharien (i.e. sirocco) (De Belair, 1990)
qui souffle sur la région du nord d’Afrique et en sud de la mer méditerranéenne. Les
températures les plus douces sont observées en Octobre, Novembre, Avril et Mai. La
région d’El-Kala compte parmi les zones les plus arrosées d’Afrique du Nord (1300
mm/an) (Brahmia, 2016).

2.3. Description des bassins versants des sites d’études
2.3.1. Bassin versant de ’'Oued Bouhamdane

Le bassin versant de 'Oued Bouhamdane situé dans la partie Ouest de la wilaya
de Guelma fait partie du grand bassin versant de la Seybouse dont I'étendu est estimé
a 6475 km?. |l est drainé par 'Oued Bouhamdane qui résulte de la confluence de deux
principaux cours d’eau : I'Oued Sabath et Oued Zenati. L’étendu du bassin versant de
I’Oued Bouhamdane est estimé a 1070 km? (ANBT; www.anbt.dz). En effet, il englobe

onze communes appartenant a trois wilayas dont Guelma (Oued Zenati, Bourd]
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Sabath, Ain Ragada, Ain Hassainia, Medjez Ammar, Ras el Agha, Hammam Debagh,
Bouhamdane), Constantine (Ain Abid et Ben Badis) et Skikda (Oulade Hababa), le site
du barrage étant implanté a 3 Km de la commune de Hammam Debagh. Le bassin
versant de 'Oued Bouhamdane abrite 134.314 habitants (selon le recensement de
2008) dont 66,37% sont concentrés au niveau des communes de la Wilaya de Guelma
(Mansouri, 2009).
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Figure 2. Localisation géographique du lac Oubeira. a) Parc National d’El-Kala ; b)
Carte du bassin méditerranéen

Le bassin versant présente un relief de moyennes montagnes, les zones du sous
bassin versant présentent un couvert végétal naturel (chéne liege, maquis,
reboisement) couvrant 31,7% de la surface de celui-ci dont 19,5% sont exploités
comme terrains de parcours. La région connait une forte activité agricole,
essentiellement la céréaliculture qui occupe 58,1% de la surface du bassin et I'olivier
autour de 1% (Louamri et al., 2013). On distingue deux zones climatiques dans le

bassin versant de 'Oued Bouhamdane dont 'une subhumide située au Nord sous
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l'influence du climat méditerranéen et une autre au Sud de type semi-aride (Mansouri,
2009 ; Khanchoul et al., 2010).

Les activités industrielles dans le bassin versant de 'Oued Bouhamdane sont presque
insignifiantes, elles sont représentées par la menuiserie, et par des unités de petites
industries spécialisées dans I'agro-alimentaire notamment les huileries et limonaderies
(Mansouri, 2009).

2.3.2. Bassin versant du Lac Oubeira

Le bassin versant du lac Oubeira s’étend sur une superficie de 9730 ha. Le plan d’eau
représente environ 22% de la superficie totale du bassin versant. Le bassin versant du
lac Oubeira est chevauchant sur deux communes, El-Kala et Ain El-Assel, qui abritent
environ 40 000 habitants en 2003. Ainsi, les mechtas! qui font partie du bassin versant
sont : Meridima, Demt Rihana, Gantra El Hamra, Gelas Sud pour la commune d’El-

Kala et Frin, M’'guessira, Dey Graa pour la commune de Ain El-Assel.

Le domaine agricole est constitué par les parcelles de terres travaillées par les
riverains, mais également par les jachéres. Il s’étend sur une superficie de 1541 ha,
soit 16 % de la surface totale du bassin versant. Les cultures pratiquées sont le
maraichage, I'arboriculture, mais surtout les arachides notamment dans la plaine d’El
Frin. Le domaine forestier, quant a lui, il s’étend sur une superficie globale de 7 123
ha qui correspond a un taux de boisement de 73%. Les principales essences
forestieres étant le chéne liege, chéne zéne et le pin d’Alep. Les maquis denses et
clairs couvrent respectivement une aire de 1507 ha et 737 ha. lls sont situés au nord
et au sud du bassin versant (MPRH, 2004).

1 Au Maghreb (Nord-Afrique), un groupe de maisons éloignées de la ville
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2.4. Stratégies et méthodes de prélevements
2.4.1. Stratégies et méthodes employées dans laretenue Hammam Debagh

Les prélevements d’eaux brutes réalisées dans le cadre de cette thése ont été
effectués de Février 2013 a Juin 2015 a raison d’'un prélevement mensuel. Deux
principaux types de prélevements ont été réalisés: Le premier consiste en un
échantillonnage en sub-surface dans quatre stations d’échantillonnage (St1, St2, St3
et St4) situées le long d’'un transect Ouest-Est allant de 'Oued Bouhamdane au
barrage (Fig. 3). Le second consiste en un échantillonnage dans les différentes
couches limniques de la colonne d’eau. Ces prélevements ont été réalisés au niveau
de la station située au centre de la retenue (St3) aux profondeurs suivantes : 2 m, 5
m, 10 m, 20 m 30 m et 40 m.

Figure 3. Localisation des différentes stations de prélévements dans la retenue
Hammam Debagh. Carte du levier bathymétrique réalisé en 2004 (ANBT, Guelma) :
la partie la plus foncé (St4) indique la partie la plus profonde de la retenue.
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Compte tenu du type de prélevement, des finalités différentes de ces prélévements et
des contraintes liées a I'échantillonnage notamment le volume des échantillons,

plusieurs méthodes de prélévements ont été employées

Méthodes d’échantillonnage en surface

Dans un premier temps, nous avons procédé a un prélevement d’eau brute
pour l'identification microscopique et le comptage des cyanobactéries dominantes.
Pour cela, un prélévement intégré de 1 L d’eau brute a I'aide d’un tube échantillonneur
de 1 m de long a été effectué dans chacune des quatre stations de préléevement. Ce
volume a été concentré par la suite a travers un filet a plancton de 20 um de vide de
maille, pour obtenir au final un volume d’environ 100 mL. Ensuite, un second
prélevement a la bouteille (1,5 L) destiné aux mesures de la turbidité et aux dosages
de la chlorophylle-a, des nutriments et du fer ont été réalisé en sub-surface. De plus,
des mesures des parameétres physico-chimiques a savoir: Température, pH,
conductivité et O, dissous ont été réalisées a I'aide des sondes multiparamétriques
(3420 IDS multi-parametre WTW, Germany) dans chacune des quatre stations de
préléevement. Le pourcentage de saturation en O> dissous a été calculé en utilisation

les équations (1) et (2) :

%S=100xC/Cs (1)

Sachant que : Cs=468,41/(31,64+T) (2)

%S = Pourcentage de saturation en Oz dissous

C = Concentration en Oz dissous (mg L)

Cs = Concentration standard

T = Température (°C)

Pour finir, une estimation de la transparence de I'eau a été réalisée en immergeant un
disque de Secchi suivie d’'une mesure de la profondeur a laquelle il disparait (SD).
Cette mesure a été utilisée pour définir la zone euphotique! (Zeu), celle-ci est calculée

selon I'équation suivante (Mariani et al., 2015) :

Zew=2.5XxSD  (3)

! La profondeur a laquelle pénétre 1% de la lumiere.
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Méthodes d’échantillonnage et mesures dans /a colonne d’eau

Un prélévement vertical de 1 L d’eau brute dans chacune des profondeurs
définies, a été effectué a l'aide d’une bouteille d’échantillonnage de type Ruttner
(Hydro-Bios®, Germany) équipé d’'un thermometre, ce qui nous a permis d’établir un
profil vertical de la température et ainsi définir les différentes couches limnique et la
profondeur de la zone de mélange! (Zm) (Lawrence et al., 2000). Ces prélévements
ont été destinés aux identifications et comptages des cyanobactéries dominantes mais
aussi aux dosages de la chlorophylle-a, des nutriments et du fer. Ainsi, tous les
échantillons ont été conservés au froid et a 'ombre avant d’étre traités en partie le jour
méme et le lendemain. Pour finir, des profils verticaux de pH, O dissous, conductivité
ont été établis a 'aide des sondes multiparamétriques (3420 IDS, WTW, Germany)
tandis que le profil vertical de la turbidité a été etabli par des mesures au laboratoire
(2100N, HACH, USA). Ces prélevement et mesures ont été effectués au niveau de la

station du centre uniquement (St3).

2.4.2. Stratégies et méthodes employées dans le lac Oubeira

Un échantillonnage mensuel a été effectué du mois d’Avril 2014 au mois de
Février 2015 au niveau de cing stations de prélevements. Nous nous sommes baseés
sur les apports des Oueds qui alimentent le lac Oubeira pour définir les stations de
prélevements (Fig. 4) dont quatre se trouvent a 'embouchure des Oueds (Stl : Bou-
Merchen, St2 : Day L’Graa, St3 : Messida, St5: Demnet Erihane) et une station au
centre du lac (St4).

Des prélévements d’eau brute ont été réalisés au niveau du lac Oubeira afin d’étudier
la structure et la composition des communautés bactériennes associées aux
cyanobactéries. Pour cela, dans chacune des stations de prélevements, nous avons
procédé a la filtration d’un volume de 100 L a travers un filet a plancton de 20 um de
vide de maille. Ainsi, le filtrat (environ 100 mL) a été conservé a I'abri de la lumiére
dans une glaciere afin d’étre filtré une seconde fois au laboratoire sur des membranes

en polycarbonate d’une porosité nominale de 5 um et lyophilisé pour étre conservé au

! La profondeur allant de la surface jusqu’a la profondeur de la colonne d’eau ou la variation
de la température de I'eau est supérieure de 0.2 °C/m.
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congélateur a -20 °C. Parallélement des prélévements d’eau brute ont été réalisés a
qguelques centimetres de la surface afin d’étudier les variations des concentrations en
chlorophylle-a et des sources d’azote et de phosphore disponibles. Pour cela un
volume de 1 L a été prélevé a la bouteille et conservé al’abri de la lumiére. Nous avons
effectué des mesures « in situ » des parametres physico-chimiques (Température, pH,

conductivité et Oz dissous, SD).

Demnet Erihane

Oued Bou-Merchen

£

Station de - @
pomp’a‘ge D St 1 St 2
StS5 ° ‘
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Ld
St4
St3
]

! Qued Messida
1000m

Figure 4. Localisation des différentes stations de prélévements dans le lac
Oubeira
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Chapitre 11l

Diversité génétique des cyanobactéries et la
compétition/cohabitation de Planktothrix rubescens et
Microcystis sp. : dynamique spatio-temporelle

3.1. Introduction

Les proliférations de cyanobactéries potentiellement toxiques sont en
augmentation dans les écosystemes d'eau douce partout dans le monde. Ces
proliférations sont liées principalement & I'eutrophisation et a un moindre degré au
réchauffement climatique (El-Shehawy et al., 2012; Paerl et al., 2009 et 2011). Alors
gue les contraintes climatiques agissant sur les écosystémes d'eau douce des milieux
tempérés, subtropicaux et tropicaux sont tres différentes, en termes de température et
d'intensité lumineuse par exemple, la plupart des cyanobactéries trouvées dans tous
ces écosystemes sont pourtant les mémes. La comparaison de |'écologie de ces
espéeces qui vivent dans ces conditions environnementales tres différentes est tres
prometteuse, par exemple, dans I'objectif d'anticiper l'impact des changements

climatiques sur les écosystémes d'eau douce dans les pays du Nord.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons dans un premier temps a décrire la
dynamique et la composition des communautés de cyanobactéries dans la retenue
Hammam Debagh par une approche moléculaire, et nous étudierons par la suite, la
dynamique de la cohabitation et les proliférations successives ou concomitantes de
Planktothrix rubescens et Microcystis sp. qui sont dominantes dans ce plan
d’eau (région subtropicale). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que
lassociation, au sein d'un méme écosystéme d'eau douce, de ces deux
cyanobactéries non-fixatrices d’azote atmosphérique et appartenant a des groupes
fonctionnels éloignés (Reynolds et al., 2002) reste un phénoméne non décrit a nos
jours. Par ailleurs, P. rubescens est principalement distribuée dans les zones
tempérées et froides et elle n'avait pas encore été signalée en Afrique. Les
efflorescences liées a cette espece ont en effet été principalement signalées dans les
lacs préalpins d’Europe occidentale et centrale qui sont mésotrophes, profonds et
thermiquement stratifiés (Jacquet et al., 2005 ; Ernst et al., 2009 ; Messineo et al.,
2006 ; Micheletti et al., 1998). Elle a également été signalée dans les lacs peu profonds
en Scandinavie (Halstvedt et al.,2007) ou au Canada (Nurnberg et al., 2003).
Kurmayer et al. (2016) ont rapporté la distribution géographique du genre Planktothrix
et ont montré que Planktothrix rubescens n'a jamais été signalée dans la région

subtropicale. Parallelement, Microcystis sp. est connue pour avoir une distribution
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mondiale (Harke et al., 2016), ses proliférations ont été rapportées principalement
dans les écosystemes eutrophes et hyper-eutrophes pendant la saison estivale
(Mariani et al., 2015 ; Van Wichelen et al., 2016). En outre, les proliférations de
Microcystis sont fréquemment associées, dans un méme écosysteme, avec des
cyanobactéries des genres Aphanizomenon et Dolichospermum qui sont fixatrices

d’azote (Recknagel et al., 2015 ; Wu et al., 2010).

Des associations/compétitions de Microcystis avec Planktothrix agardhii ont
également été décrites dans la littérature et elles dépendraient notamment des
variations de la disponibilité de la lumiére dans la colonne d’eau (Torres et al., 2016).
De méme, Yamamoto et al., (2009) ont rapporté des associations de Microcystis
(principalement M. aerugenosa) avec Planktothrix raciborskii au Japan. Enfin
Planktothrix rubescens est parfois observée en association avec des microalgues (e.g.

Chrysophytes, Criptomonad) (Reynolds et al., 2002).
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Figure 1. Distribution géographique de Planktothrix spp. étudiées soit par
isolement (taxonomie polyphasique, cercles), soit par observations microscopiques
(symboles carrés) (D’aprés Kurmayer et al., 2016).
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3.2. Méthodologie

3.2.1. Approche microscopique dans I’étude de P. rubescens et de Microcystis
sp.

Les filtrats (100 mL environ) obtenus apres filtration du volume échantillonné a travers
le filet & plancton (20 um de vide de maille) ont été filtrés au laboratoire a travers une
membrane en polycarbonate de 5,0 um de porosité nominale (47 mm, Whatman®,
Germany). Les membranes sont ensuite rincées avec 1mL du filtrat de I'échantillon
méme. L’identification des cyanobactéries dominantes a été effectuée a l'aide
d’observations microscopiques (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Germany) des
caractéristiques morphologiques de celles-ci sur la base des criteres proposés par
Komarek & Anagnostidis, (1999, 2005). Les mesures ont été réalisées a I'aide d’'une

cameéra Ul-1240SE (IDS, Germany) intégrée au microscope.

Le comptage des cellules a été réalisé dans une cellule de comptage de
type « Nageotte » selon la méthode proposé par Brient et al. (2008). Brievement, le
dénombrement a été effectué dans 50uL de I'échantillon concentré au préalable. Les
abondances cellulaires dans les formes filamenteuses ont été estimées en divisant la
longueur du filament de P. rubescens par la moyenne de la longueur des cellules.
Quant aux abondances de Microcystis, les abondances cellulaires dans une colonie
ont été estimées en se basant sur la surface d’'une colonie et sur la surface moyenne
des cellules. Le nombre de cellules est ensuite estimé en utilisant les équations (4) et
(5):

Ncell= (S1/S2)-A (4)

S1 : Surface colonial

S2 : Surface cellulaire

A : estimation visuelle de la proportion (x/100) du vide dans la colonie,

A =(S1/S2) * (x/100)) (5)

Le nombre total de cellules de Microcystis sp. ou P.rubescens obtenu est ensuite
introduit dans la formule suivante afin la concentration cellulaire par litre d’eau brute :
Nombre de cellules/50uL= (> Ncell/b) x 40 /50 (6)

Nombre de cellules/50pL
Nombre de cellules/mL= (7)

\Y
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Y Ncell : la somme des cellules dénombrées des différentes colonies ou filaments.
b : le nombre de bande sur lequel nous avons compté 30 individus.

V : volume de I'’échantillon filtré en millilitres

40 : Nombre total de bandes de la Nageotte

50 : volume de la cellule de Nageotte (pL).

3.2.2. Etude de la diversité génétique des cyanobactéries
3.2.2.1. Préparation des échantillons

Les filtrats d’eau brute (100 pL) destinés a I'analyse de la diversité génétique des
cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh ont été filtrés une seconde fois au
laboratoire a travers une membrane en polycarbonate d’une porosité nominale de
50um (47mm, Whatman®, Germany). Ensuite, nous avons procédé a une
lyophilisation des membranes contenant la biomasse (Alpha 1-2 LD+, Christ®,

Germany) avant de les conserver au congélateur a -20 °C.
3.2.2.2. Extraction et purification de ’ADN

L’extraction de 'ADN environnemental a été réalisée selon la procédure décrite par
Massana et al., 1997. Ainsi, les lyophilisats ont été transférés dans des tubes dit
« Lysing Matrix E » (MP Biomedicals, lllkirch, France) avant de subir une congélation
instantanée dans de I'azote liquide. Ensuite, nous avons rajouté le tampon de lyse (40
mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, 0,75 M sucrose) avant de casser les cellules dans une
« Fast Prep » avec une double agitation pendant 30 sc a une vitesse de 6,5 m s* (MP
Biomedical, Fast Prep Instrument®-24). Une lyse enzymatique a été effectuée par la
suite, par ajout de lysozyme suivi par une agitation a faible vitesse pendant 45 mn a
55 °C. Cette étape est suivie par une incubation du mélange dans du SDS (Sodium

Dodecyl Sulfate) a 20% et la protéinase K (0,2 mg mL1) a 55 °C pendant 90mn.

La purification de '’ADN des protéines et des lipides cellulaires a été ensuite
réalisée par centrifugation du mélange (14000 rpm/ 5 mn) puis, apres avoir récupéré
le surnageant, par l'action du phénol chloroforme isoamyl alcool (V: V) et du
chloroforme (V : V) afin d’éliminer le phénol résiduel qui peut agir comme inhibiteur

lors de I'amplification de 'ADN. Une étape suivante de précipitation de 'ADN a été
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effectuée ; pour cela, nous avons utilisé I'acétate de sodium a raison de 0,1 du volume
récupéré (V). En effet, ce dernier est un co-précipitant de ’ADN avec 'isopropanol que
nous avons rajouté (0,6 V). Nous avons ensuite stocké les échantillons a — 20 °C
pendant la nuit. L'ADN environnemental est sédimenté le lendemain par une
centrifugation (13000 rpm/30 mn & 4 °C), le culot est lavé avec 300 pL d’éthanol a 80%
afin d’éliminer les sels d’acétate de sodium qui pourraient inhiber I'amplification de
I’ADN. Apres évaporation de I'alcool, ’ADN environnemental est finalement dilué dans
100 pL d'eau ultra pure et quantifié dans chacun des extraits a l'aide d'un
spectrophotométre Nanodrop® ND-1000 (Plateforme protéomique, IBENS, Paris)

avant de le conserver a -20 °C jusqu’aux analyses ultérieures.

3.2.2.3.  Amplification de ’ADN par PCR

L’ADNr 16S est une region de I'opéron  Tapleau 1. Quantification des extraits ’ADN

ribosomique constituée de neuf régions

Date de Concentration Ratio
variables (1500 nt), flanquée par des régions _prélévement d'ADN (ng uL™*) 260/280
. L . o 28.10.2013 18.91 1.85
conservées. Ces régions sont utilisées pour 16.12.2013  16.62 161
évaluer la distance phylogénétique entre les 21.01.2014 18.04 1.75
20.02.2014 16.28 2.37
especes de bactéries et/ou d’archées. Parmi 19.03.2014  17.18 1.71
L . . i 14.04.2014 17.36 2.2
ces regions, notre choix s’est orienté vers la 05.05.2014 18.31 172
région V3-V4 qui forme d’un fragment de  02.07.2014  17.72 1.69
06.08.2014 17.84 2.09
344 pb. 22.09.2014  19.24 1.55
27.10.2014 21.55 1.69
Ainsi, avant de procéder a I'amplification de 16.11.2014 18.8 1.58

la région choisie, nous avons réajusté la
concentration d’ADN environnementale dans chaque extrait a environ 20 ng pL™.
Ensuite, nous avons constitué un pool a concentration égale a partir des quatre extraits

obtenus a chaque date de prélevement (Tableau 1).

L’ADN est mis en présence des amorces 563F et 907rM (Tableau 2) (Schauer et al.,
2003; Claesson et al., 2010) spécifiques de la région a amplifier dans un cocktail de
PCR constitué de ’'ADN polymérase (Phire Hot Start Il, Fisher, France), tampon de
PCR, MgCl> (50 mM), BSA (2 mg mL'), mélange des dNTP (10 mM) et de I'eau ultra

pure (pour biologie moléculaire).
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Tableau 2. Amorces choisies pour I'amplification des régions V3-V4 de 'ADNr 16S

Gene Noms des amorces Séquences
ADNr 16S (V3-V4) ‘ 563F 5-AYT-GGG-YDT-AAA-GNG-3'

‘ 907rM 5-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3'

Les réactions de PCR ont été effectuees sur les extraits d’ADN environnemental ainsi
gue sur les témoins négatifs et positifs dans un thermocycleur (1000, laboratoires Bio
Rad). Aprés 30 cycles de PCR (Tableau 3), I'’échantillon d’ADN contient une
concentration élevée de fragments d’ADN incluant les régions V3-V4, le reste de ’ADN

n’est pas amplifié.

Tableau 3. Conditions de la PCR

Etape Temps Température
Dénaturation initiale 2mn 98°C

Dénaturation des brins 10 sc 98°C

Hybridation de la Taq 30 sc 52°C 30 cycles
Elongation 60 sc 72°C

Elongation finale 10 mn 72°C

Nous avons vérifié par électrophorése sur gel d’agarose 1% (contenant du Bromure
d’éthidium BET dans un tampon Tris Acetate EDTA (TAE 1X) que le fragment d’ADNr
16S ciblé a été amplifié. Pour cela, 10 uL de produit de PCR mélangés a 2 uL d’un
colorant de charge, le bleu de bromophénol sont déposés dans le gel. La taille des
produits d’amplification est vérifiée par comparaison a un standard de poids
moléculaire (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Lader). Aprés migration pendant 25 mn a 75
volts, le gel est déposé sur un transilluminateur UV pour visualiser les produits

d’amplification. La taille attendue est d’environ 300 pb.
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3.2.2.4. Principe du séquencage lllumina MiSeq

La technique du séquencage Illlumina développé par I'entreprise Solexa est basée sur
la synthése de ’ADN par une amplification en pont de ces fragments (Bentley et al.,
2008). Le systeme est muni de plaques de verres constituées de microsillons dans
lesquels les fragments d’ADN simple brins viennent se fixer (Fig. 2B) grace a des
adaptateurs ajoutés lors de la préparation des échantillons (Fig. 2A). Ces brins d’ADN
sont amplifiés directement sur ces plaques en verre ou il en résulte des zones de forte
densité d’ADN double brin. Une lecture laser permet alors de détecter simultanément
toutes les positions incorporées (marquage difféerent de chacune des quatre bases
azotées). Le clivage des fluorophores permet ensuite l'incorporation de la base
suivante (Fig. 2C). La lecture est effectuée ainsi, cycle apres cycle et le signal est
enregistré par une cameéra (Afssaps, 2011). Pour finir une derniére étape de traitement
des données est effectuée incluant un alignement des séquences générées avec des

séquences de références (www.illimina.com).

A. Library Preparation B. Cluster Amplification
Genomic DNA
l Fragmentation
Flow C=ll
U f— l
m——
Adapters _— -,
e Bridgs Amplification |
Cycles
l ganen l
T .
San I-""|’|I1l'_| S TS
Library
R ——— ="
1 3
Clu
C. Seguencing D. Alignment and Data Anaylsis
s o - . ‘

L 3.2 ; ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
) s | AGATGGTATTG
Sequencing Cycles | : i Reade | GATGGCATTGCAA
é GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT

- | AGATGGCATTGCAATTTG
Digital Image Roforonce A ATGGTATTGCAATTTGAGAT

Gienome

=y

Data e exported to an output fle
Cluster 1 > Read 1; GAGT,,
Cluster 2 > Read 2; TTGA

Cluster 3= Read 3: CTAG.
Cluster 4 = Read 14: ATAC Taxt File

Figure 2. Les quatre principales étapes du séquencage Illlumina
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3.2.2.5. Traitement des données de séquencage

Le séquencage a haut débit lllumina MiSeq a été réalisé dans la plateforme MR-DNA
(http://mwww.mrdnalab.com/, USA) sur I'ensemble des pouls des extraits d’ADN
environnemental. Le traitement des séquences brutes fournies, la définition des OTUs
ainsi que l'assignation de ces OTUs par comparaison avec des bases de référence
ont été réalisées par le pipeline de la plateforme MR-DNA. Ce pipeline procede par
une approche classique qui consiste d’abord en un nettoyage des séquences par
élimination i) des amorces et des barcodes, ii) des séquences de taille <150 pb, iii) des
bases ambigués et des homopolymeres dépassant 6 pb. Ensuite les OTUs ont été
geneérees et les séquences chimériques ont été éliminées. Ces OTUs ont été définies
a un seuil de clusterisation de 97% ; I'identification taxonomie de chaque OTU a été
ensuite déterminée par comparaison avec des séquences de référence dans les bases

RDPII (http://rdp.cme.msu.edu) et NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov).

3.2.3. Parametres de la structure et la composition des peuplements de
cyanobactéries

3.2.3.1. Richesse spécifique

La richesse correspond au nombre total du nombre d’'OTUs ou d’espéces présentes
dans un écosystéme étudié. Ce terme a été introduit en 1967 par Mcintosh (Mcintosh,
1967). Cette méthode ne considére pas I'abondance relative des différentes especes et
elle dépend beaucoup de I'effort de séquencgage réalisé. Sa valeur écologique est donc

limitée (Travers, 1964).
3.2.3.2. Estimateur de larichesse spécifique : indice Chaol

Les estimateurs non paramétriques cherchent a tirer le maximum d’information de la
distribution des abondances pour estimer le nombre d’espéces non observées. L’indice
Chao 1 (1994) estime le nombre d’espéces non observées a partir de celles observées
1 ou 2 fois. Il s’agit d’'un estimateur minimum, valide a condition que les singletons et
les doubletons représentent une part importante de l'information. Cet estimateur est

calculé comme suit :

(n—1) (s7)?
2nsy (8)

SCT;,U.UI —= S;"—U
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T
S5 y N Yy . y N .
#0 est le nombre d’espéces différentes observé, s, le nombre d’espéces observées v

fois. L’échantillon est de n individus (Marcon, 2015).
3.2.3.3. Diversité spécifique : Indice Shannon-Weaver

La diversité a est la diversité locale, mesurée a l'intérieur d’'un systéme donné. Plus
précisément, il s’agit de la diversité dans un habitat uniforme de taille fixe (Marcon,
2015). Les indices de diversité permettent une expression qualitative plus ou moins
pertinente de la structure de I'écosystéme. Par ailleurs, la diversité d’'un écosysteéme
donné est fonction de la richesse spécifique d’un cbté et de la distribution d'abondance
des especes de ce dernier. Parmi les indices de diversité, le Shannon-Weaver, H’
(Shannon & Weaver, 1949) est souvent utilisé pour la caractérisation de la structure

d’'un peuplement. Il est calculé par la formule suivante :
= 72(;”:’ log Iua') (P| =ni/ N) (9)

S est la richesse, ni est I'effectif de I'espéce i, N est I'effectif total du peuplement
3.2.4. Analyse des nutriments

Les concentrations des nutriments comprenant les sources d’azote (Nitrates, Nitrites
et Ammonium), les sources de phosphore (exclusivement les orthophosphates) et les
ions ferreux ont été mesurées par spectrophotométrie en utilisant les protocoles ISO
décrits dans ISO Standards Compendium (1994). Pour cela, nous avons filtré 500mL
d’eau brute a travers des filtres en microfibre de verre de porosité nominale de 0.45um
(47mm, GF/C, Whatman®). Ces analyses ont été effectuées dans le laboratoire de

I’Algérienne des Eaux (ADE) de la commune Hammam Debagh (Guelma).
3.2.5. Biomasse phytoplanctonique globale

La biomasse phytoplanctonique globale a été estimée par un dosage de la
chlorophylle-a par méthode spectrophotométrique. Apres une filtration de 250 mL
d’eau brute a travers des filtres en microfibre de verre, ces derniers ont été utilisés
pour I'extraction des pigments dans 10mL d’acétone a 90% pendant 24 h. Par la suite,
les solutions ont été centrifugées (9000 rpm pendant 10 mn) et les mesures

spectrophotométriques (6705 UV-VIS, Jenway, Germany) ont été réalisées sur les
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surnageant par la méthode trichromatique ; a des longueurs d’ondes de 663, 645, 630

et de 750 nm (correction liée a la turbidité de I'extrait acétonique) en appliquant la
formule (10) (SCOR-UNESCO, 1966) :

[(11.64 X As63) — (2.16 X Asas) — (0.1 X As30) X V]
Chlorophylle-a (ug L?) = (10)
VL

ou A est I'absorbance mesurée a une des trois longueurs d’onde, v est le volume de

I'extrait cétonique (mL), V correspond au volume filtré (L) et L est le trajet optique (cm).

3.2.6. Evaluation du potentiel toxique des cyanobactéries
3.2.6.1. Principe du test d’inhibition de I’enzyme PP1a

MacKintosh et al. (1990) ont démontré que les microcystines inhibent les enzymes
responsables de la déphosphorylation des phosphoprotéines intracellulaires, les
protéines (sérine/thréonine) phosphatases, notamment PP1 et PP2A. Le degré
d'inhibition des phosphoprotéines par les microcystines peut donc étre utilisé comme
mesure de la concentration de la toxine (heresztyn & Nicholson, 2001). Le principe de
cette méthode biochimique repose ainsi sur une réaction colorimétrique entrainée par
la transformation d’un substrat incolore, le para-nitrophényl phosphate, qui constitue la
source de phosphore, en para-nitrophénol (Fig. 3) de couleur jaune (Sassolas et al.,
2011 ; Rapala et al., 2002 ; Bouaicha et al., 2001). Le test est réalisé dans des plaques

multipuits (96 puits).
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3.2.6.2. Extraction des microcystines

Nous avons filtré un volume d’eau brute (600-1000 mL) a travers un filtre en microfibre
de verre (47 mm, GF/C, Whatman®) afin de retenir les toxines contenues dans les
cellules cyanobactériennes. L’extraction des microcystines a été réalisée dans 10 mL
d’'une solution de méthanol : eau a 80% (V :V). La premiere étape consiste a libérer le
contenu cellulaire par une sonification du mélange (3 cycles de 30 sc avec un intervalle
de 5s entre les cycles). Le mélange est ensuite centrifugé a 4000 rpm pendant 10 mn,
le culot pressé par une baguette en verre et le surnageant filtré a travers un filtre en
microfibre de verre de type GF/C (25mm, Whatman®, Germany). Finalement, le filtrat
est concentré par évaporation (Buchi®, Switzerland) et le résidu est reprit dans 600 pL
de la solution utilisée pour I'extraction avant de subir une seconde évaporation. Le

résidu obtenu est conservé a -20 °C jusqu’a la réalisation du test.

3.2.6.3. Expérience multifactorielle

Ce test permet de définir la concentration optimale du couple enzyme/substrat utilisé
dans le test d’inhibition de la protéine phosphatase. Il correspond en effet, a une dilution
en cascade de 'enzyme PP1a allant de 1/50 a 1/1600 et une cascade de dilution du
substrat pNPP allant de 10 a 120 mM (Fig. 4). Le volume réactionnel est de 200 pL
(dans chaque puit de la plague) comprenant 100uL du tampon Tris HCL supplémenté
de BSA-DTT, 50 pyL d’enzyme et 50 uL de substrat.
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Figure. 4 Schéma de la microplaque (96 puits) utilisée pour le test multifactoriel

La lecture se fait a 405nm apres incubation de la plaque a 37 °C pendant 5 mn sous

agitation (Grant-Bio, PHMP-4, England) a 350rpm esuivie de 55 mn sans agitation. La

mesure des densités optiques est effectuée avec le lecteur de microplaque (Asys,

UVM340, USA) avant analyses sous Excel afin de déterminer la concentration du couple

enzyme/substrat correspondant a une DO comprise entre 0.6-0.8.

Tableau 4. Composition des solutions utilisées dans les différentes étapes du test

d’inhibition de la protéine PPla

Solution

Composition

Tampon enzyme

Tampon TRIS-HCI

Tampon suplémenté BSA-
DTT *
Solution substrat *

Tampon supplémenté
BSA-DTT **
Solution Substrat**

Solution enzyme

HEPES (0,05 mM), NaCl (0,2 mM) , MnCI2 4H20 (0,001 mM),
DTT (0,0025 mM), EDTA 2Na+ (0,0001 mM), Glycerol (10%),
Tween20 (0,25%)

Tris HCI (0,03 M), EDTA-Na+ (0,02 M), MgCI2 (0,02 M), KCI
(0,1M)

Tampon TRIS-HCI (5 mL), BSA (1,5 mg), DTT (1,5 mg)

Tampon supplementé BSA-DTT (1mL), pNPP (25,9 mg)
Tampon TRIS-HCI (35 mL)+ BSA (7 mg) + DTT (10,8 mg)

Tampon supplémenté BSA-DTT (8 mL), pNPP (207,8 mg)

ex. 1/600: Tampon supplémenté BSA-DTT (5990 L), enzyme
(10 pL)

* Test d'activité catalytigue PPla

** Test d'ihibition PP1la
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3.2.6.4. Mesure de I’activité catalytique de I’enzyme PP1a

Ces mesures permettent de voir la qualité de I'évolution de I'enzyme PP1a dans le
temps et de distinguer la phase lin€aire et la phase de saturation par une mesure
cinétique et une mesure continue. L'enzyme PP1a est diluée dans une solution tampon
(Tampon enzyme dans le Tableau 4) et les solutions nécessaires pour ces mesures
sont disposées dans les colonnes 1-2-3 et les lignes A-B-C-D en quatre réplicas comme

suit ;

= Blanc 1:180 uL de Tampon Supplémenté BSA-DDT et 20 pL de pNPP
= Blanc 2 : 150 pL de Tampon Supplémenté BSA-DDT et 50 pL d’enzyme
= Mesure : 130 pL de Tampon Supplémenté BSA-DDT, 20 uL de pNPP et 50uL

d’enzyme

La plaque est ensuite incubée sous agitation 350 rpm a 37°C / 5min, les densités

optiques sont mesurées a 405 nm a des pas de temps précis comme sulit :

= Mesure cinétique : aprés 5 minutes d’incubation faire des lectures toutes les 30
secondes pendant 12 minutes (de 300 s jusqu’a 1020s)

= Mesure continue : apres les mesures en mode cinétique faire des lectures
toutes les 5 minutes pendant 35 minutes.

3.2.6.5. Evaluation de la concentration en MCs

Cette méthode biochimique permet un screening global des MCs
sans distinction des différentes variants de ces hépatotoxines. Une
gamme de concentration de standards de microcystine-LR a été
préparée a chaque test afin de réaliser notre courbe d’étalonnage
(résultats exprimés en pg Lt d’équivalent MC-LR). Ensuite nous
avons préparés un ensemble de blancs (blanc solvant, blanc

tampon, blanc enzyme).

= Blanc Solvant : 10 uL de méthanol dans 490 uL Tampon
Supplémenté BSA-DTT (100 pL dans chaque puits)

Blanc 1 Blanc 2 Mesure

= Blanc Tampon : Tampon Supplémenté BSA-DTT (100 uL dans chaque puits)
= Blanc Enzyme : Tampon Supplémenté BSA-DTT (50 puL dans chaque puits
lignes A et H)
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Le remplissage de la microplaque se fait selon le schéma présenté dans la Figure 5, les

volumes sont disposés comme sulit:

= 100 pL blanc méthanol dans A a D

= 100 pL de lagamme MC-LRdans2alletde AaD

= 100 pL de chaque échantillon (extrait de MCs) dans 1 a 12 etde Ea H
= 100 pL Tp sup dans la colonne 12 de Aa D

= 50 pL solution d’enzyme PP1la dans tous les puits sauf la ligne A et H
= 50 pL tampon supplémenté BSA-DTT dans tous les puits

= 50 pL solution de substrat dans tous les puits

La microplaque est ensuite incubée dans un agitateur pour microplaque a 37 °C
pendant 5 mn avec agitation a 350 rpm et pendant 55 mn sans agitation. Les densités
optiques sont mesurées a 405 nm. La courbe d’étalonnage est tracée par la suite sur
excel et les concentrations correspondantes aux DO relevées des échantillons sont

calculées.

Blanc solvant Echantillons

:' Blanc sans enzyme |:| Blanc tampon
[ ] camme MC-LR

Figure 5. Schéma illustrant la répartition des différentes solutions dans la

microplaque (96 puits)
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3.2.7. Analyse statistique

L’analyse multivariée en composante principale (ACP) a été réalisée sur 'ensemble des
données physico-chimiques avec les packages « ADE4 » et « Factoextra ». Ainsi les
variables retenues sontle pH, la conductivité, le pourcentage de saturation en O3
dissous, la température de l'air et de I'eau, I'évaporation de l'eau, la turbidité, la
profondeur de la Zey, la profondeur de la Znm, la profondeur maximale de la colonne d’eau
au centre, les concentrations des nitrates, nitrites, ions ammonium, ortophosphates et
ions ferreux. Ce choix de 'ACP a été fondé sur le résultat du test de la normalité de la
distribution des variables exploratoires retenues (Shapiro-Wilk). Le package Vegan du
logiciel R et le logiciel Past ont été également utilisé pour le calcul des indices
ecologiques (richesse, Shannon-Weaver, Chaol). Pour finir, une’analyse de la

raréfaction a été réalisée également par le package Vegan.

3.3. Résultats
3.3.1. Profils verticaux et horizontaux des variations des parametres physico -
chimiques

3.3.1.1. Fluctuation des variables climatiques, conductivité et pH

Des variations saisonnieres des données climatiques (température, pluviométrie) ont
été observées en surface de la retenue Hammam Debagh avec des conséquences sur
la conductivité qui montre une augmentation pendant la saison seche probablement
suite a I'évaporation de I'eau (Fig. 6). L’année 2015 est marquée par des fortes pluies
prolongées (Décembre-Mars) en comparant avec I'année 2014 ou nous avons noté un
seul pic enregistré uniqguement en mars. Ces fortes pluies sont accompagnées par les

valeurs les plus basses de la conductivité durant toute la période d’étude.
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En ce qui concerne I'évolution spatio-temporelle du pH, ce paramétre montre des

fluctuations assez importantes entre 7,93 et 9,35 (Fig. 7). Durant toute la période

d’étude, les valeurs minimales et maximales ont été enregistrées dans la station St4

en 2015 au mois de Janvier et
d’Avril
Cependant, durant les années
2013 et 2014 les pics de pH sont

enregistrés au centre de la

respectivement.

retenue Hammam Debagh (St3)
en juillet et en avril

respectivement.

Le profil vertical du pH montre
des variations entre 7,51 a 9,2,
les valeurs les plus basses sont
enregistrées au fond de la

retenue. L’année 2014 est
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Figure 7. Variation spatio-temporelle du
pH en sub-surface de

Hammam Debagh.

la retenue

caractérisée par des profils avec un écart plus important d’'un mois a l'autre comparée

a2013 (Fig. 8).
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Figure 8. Profil vertical du pH durant les années 2013, 2014 et 2015 au centre de

la retenue Hammam Debagh
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3.3.1.2. Température et oxygéne dissous

Globalement en sub-surface, la température de l'eau suit la méme évolution
saisonniére d’'une année a l'autre (Fig. 9). A ceci s’ajoute des températures similaires
généralement enregistrées dans I'ensemble des stations a I'exception du mois d’Aout

2013 ou nous avons noté un pic de 28,8 °C dans la station St4 avec un écart allant

jusqu'a 2,3 °C avec les autres 30
. . & —e— St1
stations de prélévements. ,é. &N .S
25 | E/ 4 —h— 5t3
L’hiver de l'année 2015 est

caractérisé par les températures

\ $St4f
K i
20 \ f'

15

les plus basses durant toute la

période d’étude allant jusqu'a 8,9

Température de I'eau (°C)
—ﬂ“‘\
T
{,Z“j

°C enregistrée en Février dans la 101 \ :\i@
¥
station Stl qui se trouve proche
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ecarts de températures sont 2013 2014 2015
d’une moyenne de -1 °C entre Figure 9. Variation spatio-temporelle de

’ la saturation en O, dissous enregistrée
2015 et 2013 et d'une moyenne en sub-surface de la retenue Hammam
de 2 °C entre 2015 et 2014. Debagh.

Dans la colonne d’eau, la stratification thermique débute en Avril et dure jusqu’au mois
de Septembre ou Octobre selon les années (2013 et 2014 respectivement). C’est aux
mois de Juillet et d’Aout ou I'écart de température entre I’épilimnion et I’hypolimnion est
a son maximum, avec des écarts allant jusqu’a 15 °C enregistré en Aout 2014 (Fig.
10).

En 2015, 'ampleur de cet écart de température entre les deux couches limniques est
déja visible en juin (15,2 °C). En effet, non seulement les températures de fond étaient
les plus basses durant toute la période d’étude (7,8 °C a 30m en Février 2015) mais

aussi elles étaient maintenues stables autour de 8 °C entre Février et Juin 2015.

59




Chapitre 11l

Diversité génétique des cyanobactéries et la
compétition/cohabitation de Planktothrix rubescens et
Microcystis sp. : dynamique spatio-temporelle

Température (°C)

5 10 15 20 5 5 0 15 20 25 & 10 15 20 25 30
n i i i i i i i i i i i i
- &
’ / -
s
10 4 4
E x|
5 Jan
g —
E rars
=) | L
@ 30 — KA
Juin
— Jui
Aout
40 A | —Sep.
et
_HW
2013 2014 2015 Dec

50
Figure 10. Variation du profil de la température centre de la retenue
Hammam Debagh (St3)

Dans la retenue Hammam Debagh, I'Oxygéne dissous montre des fluctuations assez
importantes d’'une année a l'autre. En effet, 'année 2015 est marquée par les
pourcentages de saturation en oxygene dissous les plus importants durant la période
d’étude enregistrées en surface de la retenue dans la station St4 (170,4% ou 15,82
mg L) (Fig. 11).
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Debagh entre 20-30 m était accompagnée par la mort d’'une centaine de poissons

(Sandre) observés en surface de la retenue.
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0 20 40 60 80 100 120 0 ZFJ 4:3 GP 80 1C:0 120 140

10 |

L&)
[=1]
1

Jan.
Fev.
Mars
- Avr.

Mai

Juin
Jui.

Aout
Sep.
Qct.
Nov.

2013 2014 2015 -Dec.

304

Profondeur (m)

40

50

Figure 12. Variation temporelle de la saturation en O, dissous au centre de la
retenue Hammam Debagh.

3.3.1.3. Zone de mélange et zone euphotique

Durant la période de la stratification thermique, la zone de mélange (Zm) est localisée
dans la premiere couche epilimnique qui se trouve généralement dans les premiers 5
m de la colonne d’eau (Fig. 13). En hiver, 'approfondissement de la zone de mélange
qui s’étend progressivement sur toute la colonne d’eau aboutit & un mélange complet
de celle-ci qui commence en Novembre-Décembre en 2013 et en Octobre en 2014.
Ainsi, ce mélange unique dans I'année témoigne du caractére monomictique du

réservoir Hammam Debagh selon la classification établie par Lewis (1983), (Fig. 14)

Il est important de noter que ces variations de la zone de mélange sont non seulement
impactées par les fluctuations de la température de I'eau (et de l'aire) mais aussi par
les variations de la profondeur de la retenue Hammam Debagh qui varient de -20 a -
50 m.
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Figure 13. Variations de la zone de mélange et la zone euphotique au centre de
la retenue (St3) Hammam Debagh
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Figure 14. Diagramme décisionnel de la classification des lacs en fonction du
mélange de la colonne d’eau

62



Chapitre 11l

Diversité génétique des cyanobactéries et la
compétition/cohabitation de Planktothrix rubescens et
Microcystis sp. : dynamique spatio-temporelle

En ce qui concerne les variations de la profondeur de la Zey, il €st connu que celles-ci
sont liées a la fois au développement du phytoplancton et aux apports en MES (apports
de 'Oued Bouhamdane). Dans notre site d’étude, la zone euphotique varie entre 0,5
et 5m sur les 3 années. Ces valeurs sont enregistrées en Mars et en Mai de la méme
année 2014 respectivement (Fig. 13). La profondeur la plus basse de la zone
euphotique s’accompagne des valeurs les plus élevées de la turbidité au centre de la

retenue allant jusqu’a 55NTU (Fig. 15).
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Figure 15. Variations de la turbidité en sub-surface de la retenue Hammam
Debagh

3.3.1.4. Nutriments et les ions ferreux

En ce qui concerne les concentrations en nutriments, les orthophosphates qui sont
connus comme étant une des variables clés pour prédire les proliférations des
cyanobactéries sont limitants dans certaines périodes de I'année en sub-surface et
dans la colonne d’eau (Fig. 16a, Fig. 17d). En effet, des concentrations proches de 0
ont été observées par exemple en Septembre 2013 et Aout 2014 dans I'ensemble des

stations de prélevements. En sub-surface, ce paramétre montre une moyenne
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annuelle de 0,091 mg L avec une concentration maximale de 0,39 + 0,078 mg L*
observée en mars 2014.
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Figure 16. Variation spatio-temporelle des concentrations des nutriments

Quant aux NOs, des concenrations proches de 0 ont été également raportées a
certaines periodes de I'année telles que Aout 2013. Les concentrations les plus
elevées en sub-surface sont enregistrées en Fevrier 2015 avec une concentration de
4,8+ 1,15 mg L (Fig. 16b), tandis que dans la colonne d’eau celle-ci a atteint 9,16
mg L a 30 m en Janvier 2015 (Fig. 17a).
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Les ions ferreux connus comme etant parmis les facteurs limitant de la prolifération

des cyanobactéries, montrent souvent des valeurs inferieures ou proches de la limite

de détection telle que observées entre Mai-Octobre 2014. Les pics sont enregistrés en

Mars 2014 avec une concentration proche de 0,9 mg L dans la station St4 (Fig. 18)
et 0,8 au fond de la retenue (26 m) en Septembre 2013 (Fig. 19).
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Figure 19. Variation temporelle des ions ferreux au centre de laretenue Hammam

Debagh

3.3.2. Interactions entre les cyanobactéries et les variables environnementales

L’analyse en composante pricipale (ACP) realisée sur I'ensemble des variables
biotiques et abiotiques (Fig. 20a) a montré une opposition sur le premier axe (inertie =
38,8%) entre les variables pluviometrie, Zone de mélange, Turbidité et nutriments d’un
coté et avec de lautre coté de I'axe les variables de temperatures (eau et air),
eévaporation et Ze,. Ceci suggére que la disponibilité des nutriments serait

probablement liée aux évenements de pluie.

Sur le deuxiéme axe de I'ACP (inertie= 18%), nous avons noté une opposition des
variables conductivité d’un coté et saturation en I'oxygene dissous, pH et profondeur
maximale de la colonne d’eau au centre de la retenue (Zmax) a 'opposé sur cet axe.
Les cellules de P. rubescens et Microcystis sp. ont été également associées avec le
second axe mais en opposition, ce qui suggere des interactions négatives de ces deux
cyanobactéries. Ce positionnement suggere aussi que ces deux cyanobactéries ne
sont pas associées aux nutriments. Par ailleurs, I'analyse en composante principale
montre aussi une relation étroite entre P. rubescens et la variation de la profondeur

maximale du réservoir Hammam Debagh.

Il est interessant de noter, le caractére saisonnier de la dispersion des échantillons
durant toute la periode de I'étude (Fig. 20b). Nous avons également noté une large
dispersion des échantillons entre janvier et avril en comparaison des autres mois de

'année.
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Figure 20. Analyse en
composante principale (PCA)
réalisée sur I'ensemble des
parametres
environnementaux. €)
Corrélations des facteurs
environnementaux (fleche
bleu) avec le plan factoriel
formé par les deux premiers
axes (b) indique la dispersion
des difféerents échantillons
(points noirs) sur le plan
factoriel défini par les deux
premiers axes, les
échantillons sont regroupés
par mois dans des ellipses.
Les correspondances des
abréviations sont pour Zmax:
profondeur maximale, %02:
pourcentage de saturation en
oxygene, Evap: évaporation,
WT°C: température de l'eau,
AT°C : température de Ilair,
Zey: profondeur de la zone
euphotique, Cond:
conductivité, Zm: zone de
mélange, Turb: turbidité de
I'eau



Pour finir, la projection des
échantillons sur le plan
factoriel (formé par les deux
premiers axes), regroupés
par station de prélévement
dans des ellipses (Fig. 21),
montre que les résultats
obtenus dans les quatre
stations de prélevements sont
tres proches et quil ne
semble donc pas exister une
structuration spatiale de ces

variables dans le lac.
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Figure 21. Analyse en composante principale
(PCA) réalisée sur I'ensemble des paramétres
environnementaux. Les échantillons distribués sur
le plan factoriel (formé par les deux premiers axes)
sont regroupés par station dans des ellipses.

69



Chapitre llI

Diversité génétique des cyanobactéries et la
compétition/cohabitation de Planktothrix rubescens et
Microcystis sp. : dynamique spatio-temporelle

3.3.3. Dynamique spatio-temporelle de P. rubescens et Microcystis sp.
3.3.3.1. Dynamique de la distribution des deux cyanobactéries en sub-surface

Deux cyanobactéries se distinguaient par leur dominance dans la retenue Hammam

Debagh (P. rubescens et Microcystis sp. (Fig. 22).

Figure 22. Aspect macroscopique et microscopique de Microcystis sp. (a,c) et
P. rubescens (b,d). Les photos ont été prises le 18.04.2015 et le 05.05.2014 pour P.
rubescens et Microcystis sp. respectivement. La figure b montre des bulles d’air a la

surface de la retenue témoignant d’une activité photosynthétique.

La distribution horizontale des deux cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh
montre une homogénéité dans I'ensemble des stations de prélévement (Fig. 23). Par
ailleurs, des variations spatiales se produisent occasionnellement lorsque les
abondances de P. rubescens et de Microcystis sont faibles. Cette constatation valide

notre choix de continuer a travailler sur la station d’échantillonnage située au centre
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de la retenue (St3) pour les études sur la répartition verticale et la diversité horizontale

des cyanobactéries.

En ce qui concerne la dynamique spatiotemporelle des communautés
phytoplanctoniques au court des 27 mois de prélévements, les concentrations en
chlorophylle-a varient des valeurs inferieures a la limite de détection (0,09 ug L) a 34
ug Lt Nous avons observé des profils assez semblables d'une année a l'autre, les
concentrations maximales étant enregistrées au printemps (du mois d’avril a juin).
Dans certains cas, ces concentrations élevées n'étaient pas toujours associées a une
forte densité cellulaire de cyanobactéries (e.g. mai-juin 2013), ce qui suggere que les
espeéces de phytoplancton appartenant a d'autres groupes (les diatomées par
exemple) peuvent avoir également une importante contribution dans la production

primaire de la retenue Hammam Debagh.

Les deux cyanobactéries dominantes dans la retenue Hammam Debagh ont été
principalement retrouvées de la fin de I'été (aolt ou septembre) jusqu'a la fin du
printemps (mai). Les densités cellulaires maximales étaient plus élevées pour
Microcystis sp. (180 000 cellules mL*en octobre 2014) que pour P. rubescens (12 000
cellules mL? en mars 2015). Les deux espéces ont été trouvées ensemble dans le
réservoir au début de leur développement (de septembre a janvier), alors qu'a la fin de
I'niver et au printemps, I'une des deux était largement dominante. Ainsi Microcystis sp.
était dominantes au printemps 2014 tandis que I'espéce P. rubescens était dominante

au printemps 2015.
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Figure 23. Variations spatio-temporalles des abondances de P. rubescens,
Microcystis sp. et de la Chlorophylle-a en sub-surface (1m) au niveau des quatre
stations de prélevements. L’interpolation a été obtenue en utilisant le logiciel Surfer
Golden Software (v. 7.0, Golden Software Inc.)
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3.3.3.2. Dynamique de la distribution verticale des deux cyanobactéries

La distribution verticale de P. rubescens et de Microcystis sp. au centre de la retenue
(St3) montre que les deux cyanobactéries étaient réparties dans presque toute la
colonne d'eau pendant leur période de développement (Fig. 24). La densité cellulaire
maximale de Microcystis a été enregistrée pendant les périodes de mélange de la
colonne d’eau (hiver 2013 et 2014), tandis que la densité cellulaire maximale de P.
rubescens a été observée lors de la stratification de la colonne d’eau au printemps
2015.

Une transition de dominance a été observée entre octobre 2014 et mai 2015. En effet,
Microcystis sp. était dominante entre octobre 2014 et janvier 2015, ce qui concordait
avec une profondeur maximale du réservoir d'environ 20-25 m alors que P. rubescens
etait dominante de février a mai 2015 ou il avait été observé durant cette période une
augmentation rapide de la profondeur maximale de la retenue jusqu'a 40-50 m en

raison d’'une importante pluviométrie (Fig. 6).
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Figure 24. Variation de la distribution verticale de P. rubescens, Microcystis sp.
et de la concentration en Chlorophylle-a dans la colonne d’eau au centre de la
retenue Hammam Debagh (St3). L'interpolation a été obtenue en utilisant le logiciel
Surfer Golden Software (v. 7.0, Golden Software Inc.). La profondeur de la zone de
mélange est indiquée dans la figure (trait noir avec cercles blancs). La couleur marron
se refere a la variation de la profondeur de la retenue d’un mois a l'autre.
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3.3.4. Variations temporelles des proportions de cyanobactéries dans la

retenue

La migration des produits de PCR sur le gel d’agarose a permis d’observé des bandes
au méme niveau de la taille du standard de PM autour de 300 pb (Fig. 25) ce qui

correspond a la taille de la région amplifiée (344 pb).

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, D

ready-to-use %
bpng/05pg %

20000 200 4.0
; 10000 200 4.0
7000 200 4.0
-~ 5000 750 15.0
— 4000 200 40
7. 3000 200 40

— 2000 200 40
1500 80.0 16.0

— 1000 250 50
- 700 250 50
— 500 750 15.0
— 400 250 5.0
— 300 250 50
— 200 250 50
— 75 250 50

1% TopVisior™ LE GO Agarcse (R0491)

0.5 palane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 VWem, 45 min

Figure 25. Migration des produits de la PCR sur gel d’agarose. * correspond aux
standards du poids moléculaire

Dans le but d’avoir une description profonde des communautés de cyanobactéries
rencontrées dans la retenue Hammam Debagh, une caractérisation moléculaire basée

sur un séquencage a haut débit de la région V3-V4 de 'ADNr 16S a été réalisée.

Le nombre total de séquences obtenus (reads) pour les échantillons séquencés variait
entre 527 et 53341 (Tableau 4). Sur 'ensemble des séquences obtenues, I'ordre des
Chroococcales était le plus dominant avec 78% des séquences suivis par les

Oscillatoriales 13%, Pleurocapsales 8% et Nostocales 1%.

Plus précisément, a I'échelle de I'espéce (ou du genre), nous avons identifié 89
cyanobactéries. L’espéce Microcystis wesenbergii dominait les communautés de

cyanobactéries durant toute la période d’étude a I'exception du mois de janvier 2014
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ou nous avons observé une dominance de Chroococcidiopsis sp. avec 69% du nombre

de séquences obtenues (Fig. 26).

Durant la période d’étude concernée, nous avons également observé la présence
d’espéces connues pour leurs capacités de fixation de l'azote atmosphérique
appartenant principalement aux genres Dolichospermum, Chrysosporum et

Aphanizomenon. Néanmoins, nous avons noté de faibles abondances de celles-ci.

100% - —
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80% | .

T0% A

60% A

50%
40%
J0%
20%
10% A * &
0% -
o M o J F M A M J J A S 0] M
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u { imrnolfrix spp. B Aphanizomenon ovalisporum B Microcysfis asruginosa
u Prochlorococous spp. m Oscilfatoria limosa B Chrysosporum bergif
m Pseudanabaena sp. m { imnoihrix redeker = Leptolyngbya sp.
u Halospirulinag sp. B Prochforococous sp. B Cyanobacierium spp.
m Plankiothnx rubescens Chroococeidiop sis 5pp. B Microcysts wesenbergii

Figure 26. Proportions des nombres de séquences des cyanobactéries les plus
fréquentes (top 15). Le nombre de séquences obtenues a été sous-échantillonné de
fagon aléatoire pour obtenir au final un nombre de séquences égal au plus petit nombre
de séquence (n = 1367 reads) dans chaque échantillon.
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3.3.5. Etude de larichesse et la diversité

des communautés de cyanobactéries

La richesse et la diversité des communautés
de cyanobactéries déterminées au niveau de
'espéce, ont été déterminé a partir des
nombres d’espéces (richesse), [lindice
Shannon-Weaver et Chaol calculé a chaque

mois échantillonné.

Durant la période concernée par I'analyse
moléculaire des cyanobactéries (Tableau 5),
la plus faible richesse spécifique est
enregistrée en début d’hiver (décembre 2013)
avec onze especes. C'est en fin d’été que le
plus grand nombre d’especes a été observé

(39 especes enregistrées en aout 2014).

En ce qui concerne la diversité, nous avons
noté de faibles valeurs dans les échantillons
en raison de la forte dominance de Microcystis
wasenbergii. De ce fait, les valeurs les plus
élevées d’abondances (estimées en nombre
de reads) sont accompagnées par les valeurs
les plus faibles de [lindice Shannon.
Cependant, en septembre 2014, une co-
dominance de nombreuses especes (Fig. 26)
de cyanobactéries s’est traduite par une
valeur maximale de lindice de Shannon

(H=2.04).
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3.3.6. Comparaison de I'approche moléculaire et I'approche microscopique

Les résultats de I'analyse moléculaire exprimés en nombre de séquences (du fragment

V3-V4 de 'ADNr16S) correspondant aux deux cyanobactéries étudiées (P. rubescens

et Microcystis sp.) et les comptages de ces deux méme cyanobactéries sous

microscope étaient dans I'’ensemble en concordance sauf lorsque les abondances

cellulaires étaient faibles telle qu’en Janvier ou en mars 2014 (Fig. 27). Ces

observations sont confirmées par les corrélations positives et trées hautement

significatives observées en comparant les résultats des deux approches pour la méme

cyanobactérie (P. rubescens : r= 0,71, p<0.001 ; Microcystis : r= 0,84, p<0.001).

Planktothrix rubescens

8+ I Microcystis sp.
74
6
5

Cyanobacteria abundance
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.
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Figure 27. Comparaison
des abondances de P.
rubescens et
Microcystis sp. estimées
par I'approche
microscopique et par
I’approche moléculaire
entre Octobre 2013 et
Novembre 2014.

(@) Indique le nombre
des séquences de P.
rubescens et Microcystis
sp. obtenues par un
séquencage massif
lllumina MiSeq. (b) montre
les variations temporelles
des abondances
cellulaires de P. rubescens
et Microcystis sp., le
nombre de cellules par mL
est indiqué apres calcul de
la médiane a partir des 4
stations de prélevements.
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3.3.7. Variation spatiotemporelles des teneurs en microcystines

Le tableau 6 présente les résultats obtenus des tests d’inhibition de I'enzyme PPla
dans 57 extrait des échantillons prélevés en sub-surface de la retenue durant la
période allant de mai 2013 au mois d’avril 2015. Nos résultats montrent une réponse
positive de l'inhibition de I'activité catalytique de I'enzyme PPla dans 44 extraits.
Cependant, les teneurs en microcystines étaient trés faibles et n’excédaient jamais la
valeur guide préconisée par I'OMS (1 pug L1). Les teneurs maximales étaient de I'ordre
de 0,36 ug L* enregistrées dans la station St3 en avril 2014. Une faible corrélation
positive a été observée entre les abondances cellulaires des deux cyanobactéries et
les teneurs en microcystines enregistrées dans la retenue Hammam Debagh (r=0,33 ;
N=57, p<0,01).

Tableau 6. Variation des teneurs en microcystines (eq. MC-LR) en sub-surface.

Mois/Année Station de Réponse Eq MC-LR Ecartype Taxa majoritaires
Prélevement toxique  (ug/L)

May-13 | St2 + 0,033 0,011 Pseudanabaena sp.
May-13 | St3 + 0,074 0,058 Pseudanabaena sp.
Jun-13 | St2 + 0,081 0,021 Pseudanabaena sp.
Jun-13 | St3 + 0,036 - Planktothrix rubescens
Jul-13 | St2 - 0,000 0,000 Pseudanabaena sp.
Oct-13 | St1 + 0,040 0,012 Microcystis sp.
Oct-13 | St2 + 0,190 0,129 Microcystis sp.
Oct-13 | St3 + 0,021 0,012 Microcystis sp.
Oct-13 | St4 + 0,148 0,168 Microcystis sp.
Dec-13 | St1 + 0,092 - Microcystis sp.
Dec-13 | St3 + 0,088 0,024 Microcystis sp.
Dec-13 | St4 + 0,045 - Microcystis sp.
Jan-14 | St1 + 0,028 0,024 Microcystis sp.
Jan-14 | St2 + 0,098 - Microcystis sp.
Jan-14 | St3 + 0,068 - Microcystis sp.
Jan-14 | St4 + 0,134 0,017 Microcystis sp.
Feb-14 | St1 + 0,059 - Microcystis sp.
Feb-14 | St2 + 0,026 0,018 Microcystis sp.
Feb-14 | St3 + 0,022 0,013 Microcystis sp.
Feb-14 | St4 + 0,026 - Microcystis sp.
Mar-14 | Stl + 0,057 0,062 Microcystis sp.
Mar-14 | St2 + 0,046 0,021 Microcystis sp.
Mar-14 | St3 + 0,027 0,003 Microcystis sp.
Mar-14 | St4 + 0,026 0,002 Microcystis sp.
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0,058
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0,039
0,041
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0,000
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0,062
0,021
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0,163
0,014
0,138
0,249
0,000
0,016
0,012
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0,007
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0,042
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3.4. Discussion

L’approche moléculaire a permis de montrer que la communauté de cyanobactéries
rencontrées dans le réservoir Hammam Debagh présente une richesse spécifique
élevée avec 89 especes identifiées. En ce qui concerne la diversité de cette
communauté, nous notons en revanche qu’elle est trés faible en raison de la grande
dominance de Microcystis. Une telle dominance a déja été rapportée dans d'autres
réservoirs algériens utilisés pour la production d'eau potable (Nasri et al., 2007; El
Herry et al., 2009) et dans les écosystéemes d'eau douce d'Afrique du Nord (Oudra et
al., 2001 ; Douma et al., 2010).

Cette méme approche a montré que 98% des séquences de Microcytis ont été
assignées a Microcystis wesenberghii. En contraste avec d’autres morpho-especes du
genre Microcystis, celle-ci n’est pas connue pour produire des microcystines (Via-
Ordorika et al., 2004 ; Xu et al., 2008) ce qui suggere a priori que les blooms de cette
espéece ont un potentiel toxique inexistant. Cette hypothese a été confirmée par les
faibles teneurs en microcystines enregistrées dans la retenue durant notre période
d’étude. Plus étonnant, nous n’avons pas non plus observé de conecntrations
importantes de microcystines pendant les périodes ou P. rubescens était abondante
alors que cette espece est connue par sa production importante de microcystines dans
les pays du Nord (Briand et al., 2005). Ces résultats doivent étre pris en compte dans

les programmes de surveillance mis en ceuvre dans le réservoir Hammam Debagh.

Durant la période concernée par l'analyse moléculaire des communautés de
cyanobactéries, le genre Microcystis n’a pas été associé aux genres Dolichospermum
et Aphanizomenon. En effet, ces deux genres ont été observés dans un nombre
restreint des échantillons et a de faibles abondances. D’autre part, la présence de
nombreuses séquences de P. rubescens dans la moitié des échantillons n’était pas
attendue puisque cette cyanobactérie n'est pas connue pour occuper les mémes

écosystemes que Microcystis (e.g. Reynolds et al., 2002).

D’autre part, il est intéressant de constater qu'il y avait une bonne corrélation entre les
variations des abondances de Microcystis sp. estimées par le comptage des cellules
au microscope et les abondances de ce méme genre estimé par le nombre de

séquences des régions V3-V4 obtenues. De méme pour P. rubescens une corrélation
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positive a été notée pour les deux approches utilisées. Ces résultats sont en accord
avec des travaux antérieurs (e.g. Amarouche-Yala et al., (2014) pour les
cyanobactéries, Tan et al., (2015) pour les bactéries), ce qui suggére que les
approches de séquencage a haut débit peuvent permettre d'évaluer I'abondance

relative de diverses especes, du moins lorsqu'elles appartiennent au méme phylum.

En ce qui concerne la question de la co-occurrence inhabituelle et de la concurrence
entre Microcystis sp. et P. rubescens et des conditions environnementales qui
conduisent a la dominance de I'une ou de l'autre de ces deux espéces, il semble que
plusieurs facteurs et processus pourraient étre impliqués. Parmi ces facteurs, les
variations de la profondeur du lac pourraient jouer un réle majeur, en particulier
pendant la période de mélange. En effet, les travaux de Dunton et al., (2005) et de
Holland et al. (2009) sur le collapse des vésicules gazeuses dans les cellules de
Microcystis ont montré qu’a partir de 40m de profondeur, des pressions critiques
peuvent étre a l'origine de cet éclatement. D'autre part, les vésicules a gaz de P.
rubescens, sont capables de résister a des pressions critiques comme cela a été
démontré par D'Alelio et al. (2011) et Jacquet et al. (2005). Ces deux processus

pourraient expliquer :

M pourquoi les cellules de Microcystis ont disparu de la colonne d'eau a partir
de février 2015 lorsque la profondeur maximale du lac a augmenté
rapidement de 20 m a 40-50 m conduisant a une profondeur de mélange

située autour de 40 m,

(i) pourquoi parallelement a cela I'abondance cellulaire de P. rubescens a

augmenté pour atteindre son maximum en avril 2015 et enfin,

(i)  pourquoi ala méme période en 2014 lorsque la profondeur de mélange était
relativement stable en hiver et jamais inférieure a 30m, I'abondance de

Microcystis a progressivement dépassé celle de P. rubescens.
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En plus de ces variations de la profondeur de mélange, la période de la fin d'hiver et
le début du printemps s’est caractérisée par des fluctuations importantes des
parametres physico-chimiques. A ce jour, trés peu de publications concernant les
besoins de P. rubescens en nutriments sont disponibles en comparaison avec la
masse des travaux disponibles pour Microcystis sp. (e.g. Dolman et al., 2012). De plus,
les espéces du genre Microcystis sont connues pour leur occupation des milieux
eutrophisés contrairement a P. rubescens qui occupe les milieux mésotrophes. Par
déduction, Microcystis devrait donc dominer les communautés de cyanobactéries
lorsque les concentrations en nutriments sont élevées. Paradoxalement, I'espéce P.

rubescens était dominante en printemps 2015 et Microcystis durant le printemps 2014.

> -

e %

Figure 28. Diagramme conceptuel illustrant les principaux facteurs
environnementaux contribuant au succes adaptatif de Planktothrix
rubescens dans la retenue Hammam Debagh. La couleur rouge brun dans I'eau
représente la dispersion de P. rubescens.
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En effet, en début de printemps 2015 nous avons enregistré des concentrations
élevées en orthophosphates et les plus élevées en nitrates. Ces augmentations des
teneurs en PO4 et en NO3z pourraient étre la résultante de l'importante pluviométrie
observée en cette période. A ceci s’ajoute, les températures les plus faibles de I'eau
enregistrées en février et mars 2015 par rapport a la méme période en 2014 qui
pourraient contribuer au succes de P. rubescens en 2015 (Fig. 28). En effet, Wu et al.
(2010) notent a partir des expérimentations au laboratoire et sur le terrain que
Microcystis aeruginosa ne peut pas croitre quand les températures de l'eau sont
inférieures a 10 °C tandis que P. rubescens peut croitre a des températures de 7 °C

et méme moins (Jacquet et al., 2005 ; Konopka et al., 1981).
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Chapitre IV

Assemblage des communautés bactériennes
associées aux cyanobactéries dans deux
plans d’eau douce de I'Est Algérien

4.1. Introduction

Dans les écosystemes aquatiques, les communautés bactériennes sont des
indicateurs directs des changements de leurs environnements. Ce sont, en effet, les
principaux médiateurs des cycles biogéochimiques et des éléments clés dans la
minéralisation de la matiere organique (Paerl et al., 2002; Tang et al., 2009; Michotey
et al., 2012). Ces microorganismes peuvent s’attacher soit temporairement ou d’'une
fagon permanente a de nombreux types de particules suspendues d’une taille allant
du sub-micrométre (particules colloidales, algues, ...etc) a de large agrégats
(Brunberg, 1999).

L’augmentation croissante de I'eutrophisation et a un degré moindre les changements
climatiques, sont les principaux facteurs a I'origine de 'augmentation de I'occurrence
et la sévérité des blooms liés aux cyanobactéries (Paerl & Huisman 2009, Paerl et al.,
2011; Grafton et al., 2013 ; Bukowska et al., 2017). Ces blooms de cyanobactéries
vont s’accompagner de nombreux changements dans les écosystéemes ou ils
surviennent. lls vont par exemple provoquer des variations importantes des
concentrations en oxygene (suroxygénation de I'eau le jour, anoxie la nuit qui peut se
traduire par la mort des organismes aquatiques tels que les poissons). Par ailleurs,
durant ces phénomenes de proliférations des cyanobactéries, de nombreux
métabolites secondaires peuvent étre libérées notamment lors de la mort des cellules,
des métabolites qui peuvent étres toxiques pour I’'homme ou les animaux (Carmichael
et al, 1992; de Figueiredo et al., 2006; Nasri et al., 2008; Li et al., 2012).

La dégradation des écosystemes aquatiques en raison des blooms de cyanobactéries
a poussé la communauté scientifique a avoir un intérét spécial aux communautés
bactériennes associées aux cyanobactéries dont le réle n’est pas a négliger (Wu et al.,
2007; Parveen et al., 2013; Buchan et al., 2014; Louati et al., 2015; Zhu et al., 2016).
En particulier, Microcystis qui est souvent dominante dans les écosystémes d’eau
douce en été et au début de l'automne forme des colonies mucilagineuses qui
constituent une niche écologique potentielle pour les bactéries environnantes. La
matrice de polysaccharide pourrait en effet constituer une source importante d’énergie
aux bactéries associées a ces cyanobactéries (Worm & Sondergaard, 1998). En

échange, les partenaires bactériens pourraient jouer un rdle important dans
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I'approvisionnement de la cyanobactérie en CO», azote, phosphore, sulfure et en
éléments traces (Cai et al., 2013). D’une fagon plus globale, il existe probablement
aussi bien des interactions positives que des interactions négatives (compétition par
exemple) entre les bactéries et les cyanobactéries qui leur sont associées (Berg et al.,
2009; Fukami et al., 1997; Lovejoy et al., 1998).

Malgreé 'augmentation croissante des études concernant la structure et la composition
des bactéries attachées aux cyanobactéries lors de la derniére décennie, il apparait
gue peu d’études se sont intéressées a I'évolution temporelle des associations entre
bactéries et cyanobactéries en période de blooms (Hofle et al., 1999 ; Wu et al., 2007,
Lietal., 2012 ; Woodhouse et al. 2016) et que ces travaux n’ont jamais été réalisés

dans des écosystemes subtropicaux.

4.2. Meéthodologie
4.2.1. Séquencage lllumina MiSeq et traitement des données

L’extraction de ’ADN environnemental et I'amplification de la région hypervariable V3-
V4 de 'ADNr 16S (344pb) dans le lac Oubeira ont été réalisées de la méme maniere
gue dans le protocole décrit dans le chapitre précédent pour la retenue de Hamman
Debagh (voir chapitre 3 : 3.2.2.3).

Tableau 1. Quantification des pools d’extraits d’ADN aprés réajustement de la
concentration a environ 20ng L dans le lac Oubeira.

Date de Concentration Ratio
prélévement d'ADN (ng pLY) 260/280
02.04.2014 21,54 1,9
09.05.2014 6,64 1,65
19.08.2014 22,83 1,78
09.2014 23,1 1,8
02.10.2014 18,3 2
.11.2014 17,89 1,42
29.11.2014 21,41 1,65
17.01.2015 21,35 1,74
13.02.2015 18,98 2,06
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Les données de séquencage ont été traitées en utilisant le pipeline d'analyse de la
plateforme MR DNA (MR DNA Shallowater, TX, USA). Une premiére étape de
nettoyage des séquences a été effectuée en éliminant (i) les séquences dont la taille
est inférieure & 150pb, (ii) celles qui contiennent des bases ambigués, ou encore (iii)
celles qui contiennent des homopolymeéres supérieurs a 6 pb.
Par la suite, les unités taxonomiques opérationnelles (OTU) ont été définies par un
regroupement des séquences ayant 97% d’homologie (3% de divergence). Cette
étape est suivie par une élimination des singletons et des chiméres. Les OTUs sont
ensuite taxonomiquement classifiées en utilisant le programme BLASTn dans les
bases de données Green Genes, RDPII et NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov; DeSantis et
al., 2006; http://rdp.cme.msu.edu).
Le tableau des OTUs obtenues est aussi nettoyé comme suit :

i) Seulesles OTUs avec 98% de similitude de séquences avec celles retrouvées

sur GeneBank® ont été retenues.
i) Les singletons ont été éliminés.
iii) Toutes les OTUs affiliées a la classe des cyanobactéries ont également été
considérées séparément des autres bactéries.

Ce traitement a entrainé une réduction du nombre des OTUs de 3481 a 1316 dans le
réservoir Hammam Debagh et de 3778 a 1239 dans le lac Oubeira. Pour finir une
derniére étape de normalisation des échantillons a été effectuée. Cette étape consiste
en un ré-échantillonnage aléatoire du nombre de séquences de maniére a le réduire

dans chaque échantillon & un nombre égal a celui du plus faible échantillon.

4.2.2. Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (version 3.3.3). Les
diagrammes de Venn construits pour comparer les OTUs uniques et partagés dans les
deux plans d’eau ont été réalisés en utilisant le package « VennDiagram ». La richesse
des communautés bactériennes, I'indice Chao1, I'indice de diversité Shannon-Weaver
et l'analyse de la raréfaction ont été calculés avec le package « Vegan ». Les
différences des variations des indices de la richesse et la diversité des communautés

des communautés bactériennes entre les deux sites d’étude ont été déterminées par le
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test de Kruskal-Walis. La classification hiérarchique des paramétres physico-chimique
en fonction des sites (Oubeira, Hammam Debagh) a été réalisée avec le package

« ape ».

Pour finir, des analyses multivariées (MANOVA et CCA) ont été effectuées sur deux
catégories de variables : I'ensemble des communautés bactériennes considérées au
niveau taxonomique des ordres et les variables physico-chimiques. L’analyse

canonique des correspondances (CCA) a été réalisée avec le package « Vegan ».

4.3. Résultats
4.3.1. Comparaison des assemblages des communautés bactériennes dans les

deux sites d’étude

4.3.1.1. Richesse et diversité des communautés bactériennes associées aux
cyanobactéries

Le tableau 2 regroupe I'ensemble des indices de richesse et de diversité estimés dans

les deux sites d’étude. Globalement, le nombre total des séquences du fragment du

gene qui code pour 'ARNr 16S obtenues varie entre 9999 et 115768 séquences dans

la retenue Hammam Debagh et entre 13797 et 72079 séquences dans le lac Oubeira.

La richesse des communautés bactériennes dans les deux écosystemes varie entre
348 et 752 OTUs sans que I'on n’observe de variations saisonniéres, ni de différences
statistiques entre les communautés bactériennes des deux écosystemes (Test de
Kruskall-Wallis).

Les valeurs de l'indice Chao1 qui traduisent la richesse potentielle des communautés
bactériennes, varient quant a elles entre 467 et 873, ce qui montre par comparaison
avec les valeurs de richesse, que toutes les OTUs bactériennes n‘ont pas été
identifiées par notre approche de séquencage (Fig. 1). Ce résultat est d’ailleurs
confirmé par les courbes de raréfaction (Fig. 2) qui n’atteignent pas I'asymptote, méme
si certaines d’entre elles s’en approchent. Cependant, la proximité entre les valeurs de
richesse et les valeurs du Chaol suggere dans le méme temps que les OTUs
dominantes ont bien été identifiées et que seules des OTUs trés rares sont

certainement absentes de nos inventaires.
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Figure 1. Variation temporelle de la richesse et la diversité des communautés
bactériennes dans laretenue de Hammam Debagh (a) et dans le lac Oubeira (b).
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Enfin, les valeurs de l'indice de Shannon dans les communautés bactériennes des
deux écosystemes se situent entre 2,8 et 4,6 et sont donc élevées ce qui traduit
I'existence de communautés bactériennes tres diversifiées. Cependant, des variations
assez importantes sont observées dans cet indice ce qui traduit le fait que des
dominances passageres de certains groupes bactériens peuvent probablement se

produire au sein de ces communautés (Fig. 1).
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Figure 2. Analyse de raréfaction des OTUs (similitude des séquences 2 98%)
observes dans a) la retenue Hammam Debagh et dans b) le lac Oubeira.
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Tableau 2. Indices écologiques liés a la richesse et la diversité des communautés bactériennes associées aux
cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh et dans le lac Oubeira

Hammam Debagh Oubeira

no. reads* Richesse Chaol Shannon no. reads* Rjchesse Chaol  Shannon
oct.13 115768 662 873 (¥53) 3,03 (+0,01) nd nd nd nd
nov.13 nd nd nd nd nd nd nd nd
dec.13 29701 650 797 (¥44) 3,69 (+0,04) nd nd nd nd
jan.14 64116 648 727 (£38) 4,09 (+0,02) nd nd nd nd
fev.14 31910 631 751 (£43) 4,35 (+0,03) nd nd nd nd
mar.14 49301 680 784 (+42) 3,82 (+0,03) nd nd nd nd
Avr.14 40823 752 841 (x37) 4,17 (+0,03) 72079 620 766 (£48) 3,01 (+0,02)
mail4 65974 455 (+1) 636 (+48) 2,92 (+0,02) 49927 606 741 (£45) 4,2 (+0,02)
juin14 nd nd nd nd nd nd nd nd
juil. 14 87757 538 746 (£51) 3,2 (+0,02) nd nd nd nd
aout.14 71098 516 (1) 768 (x53) 3,46 (+0,02) 13797 456 668 (£53) 2,95 (+0,05)
sep.14 61617 468 653 (+49) 3,6 (+0,02) 22094 348 467 (x42) 2,8 (+0,03)
oct.14 9999 554 768 (+53) 4,3 (+0,05) 40141 507 666 (+49) 2,99 (+0,03)
nov.14 24671 691 813 (+46) 4,6 (+0,03) 27121 524 639 (+45) 3,43 (+0,04)
dec.14 nd nd nd nd 36505 596 724 (+47) 3,87 (x0,03)
jan.15 nd nd nd nd 44853 731 829 (+42) 3,86 (+0,03)
fev.15 nd nd nd nd 30377 749 857 (x42) 3,88 (+0,04)

(nd) données non-disponible

*Nombre de séquences de la région V3-V4 de I’ADNr 16S
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4.3.1.2. Etude de la composition des communautés bactériennes

A I'’échelle du phylum, il apparait en considérant 'ensemble des résultats, que les
communautés bactériennes des deux écosystemes sont largement dominées par les
Proteobacteria qui regroupent 63% des séquences dans la retenue Hammam Debagh
et 66% dans le lac Oubeira (Fig. 3 a & b). Les autres phyla les plus représentés sont
les Firmicutes (15%), Bacteroidetes (9%), Actinobacteria (6%), Deinococcus-thermus
(Deinococci) (4%) et Fusobacteria (2%) dans la retenue Hammam Debagh. Dans le
lac Oubeira, les autres phyla représentés sont les Fusobacteria (10%), Firmicutes et
Verrucomicrobia (8%), Bacteroidetes (6%) et Actinobacteria (2%). Le reste des phyla
constituait une fraction <1% de la totalité des phyla recensés dans les deux plans
d’eau. La présence importante de Fusobacteria est intéressante a noter car ces
bactéries ne sont pas souvent signalées en abondance dans les écosystémes d’eau

douce et parce que leur métabolisme est strictement anaérobie.

Il est également intéressent de noter que la composition du phylum Proteobacteria
varie dans les deux plans d’eau (Fig. 3 ¢ & d). En effet, a I'échelle des classes, ce
phylum est représenté principalement par la classe des Gammaproterobacteria (46%)
dans le réservoir Hammam Debagh alors que dans le lac Oubeira deux classes, les
Alphaproteobacteria (48%) et les Gammaproteobacteria (39%), sont majoritairement

observées.
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Figure 3. Composition des communautés bactériennes représentées a I’échelle

du phylum dans le réservoir Hammam Debagh (a) et dans le lac Oubeira (b) et a

I’échelle des classes pour le phylum des Proteobacteria dans la retenue

Hammam Debagh (c) dans le lac Oubeira (d).
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A I'échelle des suivis temporels réalises, les figures 4 a & b révélent I'existence de

variations dans les proportions des différents phyla dominants les communautés

bactériennes des deux plans d’eau, méme si les Proteobacteria restent toujours

dominants au sein de ces communautés.
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Figure 4. Variation temporelle des proportions des communautés bacteriennes
aI’échelle du phylum dans a) le réservoir Hammam Debagh et dans b) le lac Oubeira.
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4.3.1.3. Variations temporelles dans les abondances relatives des différents

ordres bactériens présents dans les deux écosystemes

Les variations temporelles dans la structure des communautés bactériennes estimées
au niveau de l'ordre sont illustrées dans la Figure 5. Cette figure montre que des
variations importantes surviennent dans les communautés de bactéries des deux

écosystemes au cours de la période de suivi.

En patrticulier, dans la retenue de Hammam Debagh, on observe que si quelques
ordres tels que les Pseudomonadales, les Baciliales et les Flavobacteriales sont
présents en abondances similaires au cours du suivi, d’autres ordres montrent des
variations trés importantes a I'exemple des Burkholderiales, des Aeromonadales, des
Caulobacterales et des Xantomonadales. Il est intéressant de remarquer que lorsque
les cyanobactéries étaient trés abondantes en Octobre et Novembre et dans une
moindre mesure en Avril, les communautés sont trés diversifiées, sans dominance
nette d’'un ordre comme cela est observé lorsque ces cyanobactéries sont peu

abondantes.

Dans le lac Oubeira, les variations mensuelles sont moins importantes et deux
périodes peuvent étre distinguées, la premiére regroupant les mois d’avril et de mai et
la seconde les mois d’aolt a septembre. Au cours de cette seconde période qui
correspond a la période de proliféeration des cyanobactéries dans le lac, les
communautés bactériennes sont extrémement stables dans leur composition des
Caulobacterales, des Fusobacterales et dans une moindre mesure des Rhizobiales et

des Verrucomicrobiales.
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Figure 5. Variation temporelle dans la structure des communautés bactériennes considérée a
I’échelle des ordres dans a) le réservoir Hammam Debagh et dans b) le lac Oubeira aprés
normalisation des échantillons (sans les séquences des cyanobactéries) par rapport a
I’échantillon au nombre plus petit des séquences (n=9999 reads). La surface de chaque cercle est
proportionnelle a 'abondance relative de I'ordre considéré. Les proportions des cyanobactéries sont
indiquées en haut de chaque graphe. Ces proportions sont calculées aprés normalisation de tous les
jeux de données (toutes les bactéries y compris les cyanobactéries) par rapport a I'échantillon contenant

le plus petit nombre de séquences (n=25724 reads).
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4.3.2. Influence des facteurs environnementaux sur la structure des

communautés bactériennes

Dans cette partie les facteurs environnementaux sont exprimés par la moyenne des
mesures réalisées dans les cing stations du Lac Oubeira (DG, BM, C, ME, DR) et les
guatre stations choisies dans la retenue de Hammam Debagh (St1, St2, St3, St4), a

I'exception des paramétres météorologiques (pluviométrie, température de I'air).
4.3.2.1. Chlorophylle-a et transparence de I’eau

L’observation des variations mensuelles moyennes des concentrations en chlorophylle-
a montre parfaitement le caractére hypereutrophe du lac Oubeira avec une moyenne
de concentrations pendant toute la période d’étude de 116 mg L dans le lac Oubeira,
avec un minimum de 65 mg L (Fig. 6). Dans la retenue Hammam Debagh, la moyenne
des concentrations en chlorophylle-a pendant toute la période d’étude n’est que de 8,5
mg L ce qui montre son caractére mésotrophe (Fig. 6). Les concentrations maximales
observées étaient de 218 mg L' et 24 mg L respectivement dans la station Bou-
Merchen en ao(t pour le lac Oubeira et dans la station St3 en avril pour la retenue de

Hammam Debagh.

Comme attendu, la transparence de I'eau est généralement trés basse dans le lac
Oubeira avec une moyenne mensuelle de 15,5 cm alors que la moyenne mensuelle
dans la retenue Hammam Debagh est de 127 cm. Les valeurs les plus élevées de la

transparence de I'’eau sont de 30 cm dans le lac Oubeira.
4.3.2.2. Sources d’azote et de phosphore : NO3z, NO,, PO,

Comme attendu d’aprés les résultats de chlorphylle-a, les concentrations en nutriments

sont plus élevées dans le lac Oubeira que dans le réservoir Hammam Debagh (Fig. 7).

En ce qui concerne I'azote, la forme dominante est celle des nitrates dont les valeurs
moyennes s’établissent entre 0,6 et 7,2 mg L* dans le lac Oubeira et entre 1,7 et 3,5

mg L dans la retenue de Hammam Debagh.

Les valeurs de NO2 n’excedent jamais 0,5 mg L* dans les deux écosystémes durant

toute la période d’étude.
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Figure 6. Variation temporelle de la concentration en chlorophylle-a et la
transparence de l'eau dans le lac Oubeira (a) et dans le réservoir Hammam
Debagh (b). Les concentrations en chlorophylle-a et la transparence de I'eau
correspondent a la moyenne des mesures réalisées dans les cing stations du lac
Oubeira et dans les quatre stations de la retenue Hammam Debagh.
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En ce qui concerne les orthophosphates, la moyenne mensuelle des stations n’excede
pas 0,1 mg L dans la retenue Hammam Debagh alors que dans le lac Oubeira, c’est
en avril et en novembre que les moyennes les plus élevées sont enregistrées (0,35 mg

L; 0,29 mg L respectivement).
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Figure 7. Variation temporelle des concentrations en NOs, NO,, PO, dans le lac
Oubeira (a) et dans la retenue de Hammam Debagh (b). Les concentrations en
nutriment correspondent a la moyenne des mesures réalisées dans les cing stations du
lac Oubeira et dans les quatre stations de la retenue Hammam Debagh.
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4.3.2.3. Température de I’eau et de I’air et pluviométrie

Les mesures de la pluviométrie confirment le caractére plus humide de la région d’El-
Kala comparé a la région de Hammam Debagh. En effet, les précipitations cumulées
sur la période d’étude sont de 100 mm dans cette derniere région alors que dans le Lac

Oubeira, elles sont de 387 mm.

Les températures de I'eau et de 'air quant a elles, suivent la méme dynamique dans les
deux sites d’étude avec des pics de 28°C et 26°C en été dans la retenue Hammam

Debagh et le lac Oubeira respectivement (Fig. 8).
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4.3.2.4. Oxygeéne dissous, pH et conductivité

Les teneurs moyennes mensuelles de I'oxygéne dissous varient de 7,2 8 12,82 mg L
dans le lac Oubeira et sont comprises entre 7,4 et 10,7 mg L dans la retenue Hammam
Debagh. Les deux plans d’eau montrent des teneurs élevées en oxygene dissous en
avril. Toutefois dans le lac Oubeira, si on tient compte des valeurs relevées dans chaque
station, nous notons des teneurs en oxygéne dissous de l'ordre de 4,54 et 6,2 mg L
respectivement dans la station Bou-Merchen (en octobre) et dans la station Demnet
Erihane (en ao(t).
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La conductivité est relativement stable dans la retenue Hammam Debagh (662-731uS

cm) alors que dans le lac Oubeira des variations plus importantes entre 445 uS cm?

et 683 uS cm? sont observées. Les valeurs de pH varient entre 8,4-9,4 dans le lac

Oubeira et entre 8,1-9,2 dans la retenue Hammam Debagh (Fig. 9).

4.3.2.5. Modéles d’influence des parameétres physico-chimiques sur la structure

des communautés bactériennes dans les deux écosystemes

L’analyse de la variance multivariée (MANOVA)
qui est une généralisation de la variance mais
s’applique sur deux groupes ou plus de
variables a été réalisé dans le but de comparer
les variations des parameétres physico-

chimiques dans les deux sites d’études.

L’application des deux tests Wilks et Pillai
montrent qu’il existe une différence ftrés
hautement significative entre les deux sites
d’étude. Par ailleurs, la classification
hiérarchique des différentes stations de
prélevements montre une homogeénéité des
stations de la retenue Hammam Debagh alors
gque dans le lac Oubeira, deux groupes

d’échantillons distincts sont observés (Fig. 10).
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Figure 10. Arbre de classification des
paramétres physico-chimiques par
site. Abréviations. BM : Bou-Merchen,
DG : Day L'Graa, ME : Messida, DR :
Demnet Erihane, CE : centre.
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4.3.2.6. Analyse canonique des correspondances (CCA) réalisées sur les
variables physico-chimiques et climatiques et sur la composition des

communautés bactériennes considérée a I’échelle taxonomique des ordres

Nous avons réalisé une premiere CCA sur les données obtenues sur le lac Oubeira
(Fig. 11). Cette analyse sur la structure des communautés microbiennes considérées
a I'échelle des ordres montre que sur son premier axe qui représente prés de 55 % de
l'inertie totale, il y a une opposition trés nette a toutes les stations d’échantillonnage
entre les résultats obtenus d’ao(t en novembre et ceux obtenus en avril et mai. Par
ailleurs, le second axe de I'analyse dont la valeur d’inertie est proche de 25%, permet
de distinguer les échantillons récoltés en avril de ceux récoltés en mai, la-encore
guelles que soient les stations échantillonnés. Les regroupements par dates des
stations d’échantillonnage montrent que les communautés bactériennes réagissent de

la méme maniére a I'’échelle de 'ensemble de I'’écosystéme.

Il apparait également dans cette analyse que les variables chlorophylle-a et
températures de I'air et de 'eau sont associées aux communautés bactériennes d’aoit
a novembre car cette période correspond a celle des proliférations des cyanobactéries
(aolt-septembre). Ce résultat n’est pas une surprise car il est bien connu que ces
proliférations génerent de fortes biomasses, donc des valeurs de chlorophylle élevées,
et qu’elles se produisent dans des eaux chaudes. Il est en revanche plus surprenant
de constater que pendant les quatre mois de blooms de cyanobactéries, les
communautés bactériennes restent trés similaires ce qui semble suggérer une
influence tres forte des proliférations de cyanobactéries sur les autres communautés

bactériennes.

Enfin, il est intéressant également de noter que les communautés bactériennes des
mois d’avril et mai sont fortement associées aux précipitations. En particulier des
bactéries appartenant a deux ordres, Neisseriales et Aeromonadales, sont présentes
lors de ces mois avant de disparaitre progressivement a partir du mois d’ao(t. La
présence de ces ordres pourrait traduire des apports de bactéries depuis le bassin
versant car ces ordres sont en général trés minoritaires dans les écosystémes d’eau

douce.
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Figure 11. Analyse canonique des correspondances (ACC). Triplot des
eéchantillons des communautés bacteriennes, variables physico-chimiques et dates
dans le lac Oubeira. Abréviations: Act: Actinomycetale, Aero: Aeromonadales, Baci:
Bacillales, Bact: Bacteroidales, Bur: Burkholderiales, Camp: Campylobacterales, Cau:
Caulobacterales, Chro: Chromatiales, Clos: Clostridiales, Cyt: Cytophagales, Dei:
Deinococcales, Entero:  Enterobacteriales, Fla: Flavobacteriales, Fuso:
Fusobacteriales, Nei: Neisseriales, Pla: Planctomycetales, Pseu: Pseudomonadales,
Rhi:  Rhizobiales, Rho: Rhodobacterales, Rick: Rickettsiales, Sph-bac:
Sphingobacteriales, Sph-mon: Sphingomonadales, Ver: Verrucomicrobiales, Vib:
Vibrionales, Xan: Xanthomonadales.

Une seconde analyse a été ensuite réalisée sur les communautés bactériennes de la
retenue de Hammam Debagh et sur les variables physico-chimiques mesurées.
Contrairement aux résultats obtenus sur Oubeira, il apparait que les communautés
bactériennes de la retenue de Hammam Debagh sont moins clairement différenciées
et présentent des « patterns » plus complexes comme le montrent les valeurs d’inertie

a peu pres équivalentes des deux premiers axes (34 et 32 %) (Fig. 12).
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Figure 12. Analyse canonique des correspondances (ACC). Triplot des
echantillons des communautés bacteriennes, variables physico-chimiques et dates
dans le reservoir de Hammam Debagh. Abréviations: Act: Actinomycetale, Aero:
Aeromonadales, Baci: Bacillales, Bact: Bacteroidales, Bur: Burkholderiales, Camp:
Campylobacterales, Cau: Caulobacterales, Chro: Chromatiales, Clos: Clostridiales,
Cyt: Cytophagales, Dei: Deinococcales, Entero: Enterobacteriales, Fla:
Flavobacteriales, Fuso: Fusobacteriales, Nei: Neisseriales, Pla: Planctomycetales,
Pseu: Pseudomonadales, Rhi: Rhizobiales, Rho: Rhodobacterales, Rick:
Rickettsiales, Sph-bac: Sphingobacteriales, Sph-mon: Sphingomonadales, Ver:
Verrucomicrobiales, Vib: Vibrionales, Xan: Xanthomonadales.
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Cette figure révéle I'existence de trois groupes principaux de données. Le premier
groupe qui contient les communautés bactériennes du mois de mai aux quatre stations
d’échantillonnage est situé du c6té positif de I'axe 1, en opposition sur ce méme axe
avec les communautés des mois d’aolt et septembre. Le deuxieme axe différencie
quant a lui ces communautés des mois de mai, ao(t et septembre situées du c6té
positif de I'axe 2 de celles des mois d’avril, juillet, octobre et novembre qui sont situées

du c6té négatif de I'axe.

Il est intéressant de noter que les communautés bactériennes du mois de mai se
différencient des autres notamment par la présence des Aeromonadales et des
Neisseriales et qu’elles sont associées avec la variable pluie. Comme dans le lac
Oubeira, il apparait donc que ces deux groupes bactériens sont associées aux pluies

ce qui semble confirmer leur possible transfert depuis le bassin versant.

Par ailleurs, le second groupe identifié qui comprend les communautés bactériennes
des mois d’aodt et septembre, est dominé par des bactéries appartenant aux ordres
des Burkholderiales qui sont peu représentées aux autres dates d’échantillonnage.
Les variables températures de I'eau et de l'air sont associées a ce groupe, ce qui
pouvait étre attendue pour ces deux mois qui sont les plus chauds. Il faut noter que ce
groupe des Burkholderiales était présent en tres faibles abondances aux mémes dates
dans le lac Oubeira ce qui semble exclure un effet direct de la température sur

'abondance de ce groupe dans la retenue de Hammam Debagh.

Enfin, le troisieme groupe identifié dans la CCA contient des communautés tres
diversifiées et il ne semble pas étre relié aux variables que nous avons étudiées, a
I'exception des orthophosphates dont les concentrations sont un peu plus élevées lors

de ces quatre mois.

Pour conclure cette analyse, il est intéressant de noter les différences tres marquées
dans les évolutions saisonnieres des communautés bactériennes des deux
écosystemes étudiés. En effet, si ces communautés subissent des variations
importantes dans leur structure qu’il est difficle de relier aux variables
environnementales pour la retenue de Hammam Debagh, il apparait en revanche que

dans le lac Oubeira les contraintes environnementales semblent structurer
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profondément la communauté bactérienne en été et en automne qui présente alors

une grande stabilité.

4.4. Discussion

Ces travaux sont a notre connaissance les premiers réalisés sur les communautés
bactériennes de lacs en Afrigue du Nord. Leur intérét était de comparer deux lacs
connaissant des statuts trophiques différents, le lac Oubeira étant eutrophe a
hypereutrophe alors que la retenue de Hammam Debagh est mésotrophe. La
production primaire est donc tres différente dans ces deux écosystemes et en
conséquence les quantités de matiere organique disponibles pour les bactéries
hétérotrophes sont trés difféerentes comme en atteste les valeurs de chlorophylle-a qui
nous renseignent sur la biomasse organique disponible.

Dans ces conditions, il est intéressant de constater que les communautés
bactériennes des deux écosystémes possedent une composition et une structure tres
similaire si I'on considére le niveau taxonomique de I'embranchement, avec une
dominance tres marquée des Proteobacteria et, dans une bien moindre mesure, par
la présence d’espéces appartenant aux embranchements des Bacteroidetes,
Firmicutes et Actinobacteria. La dominance des proteobactéries est partagée par
’ensemble des communautés bactériennes des écosystémes d’eau douce comme de
nombreux travaux I'ont déja montré sous d’autres latitudes (Parveen et al., 2013;
Louati et al., 2015; Zhu et al., 2016; Shi et al., 2012). Cette dominance générale des
protéobactéries dans les écosystemes d’eau douce traduit le fait que ces bactéries
jouent probablement un réle trés important dans le fonctionnement de ces
écosystemes.

Le point le plus original a ce niveau taxonomique de ’'embranchement, est la présence
importante de Fusobacteria (10% des séquences) dans le lac Oubeira lors des quatre
derniers mois de 'année 2014, au moment du bloom de cyanobactéries. En effet, ces
bactéries ne sont généralement jamais retrouvées en de telles abondances dans les
écosystemes limniques. Ces bactéries anaérobies sont en effet habituellement
signalées dans le tube digestif des poissons d’eau douce, notamment en Afrique (e.g.
Tsuchiya et al., 2008 ; Baldo et al., 2015). Leur présence en été et en automne dans

le lac d’Oubeira suggeére ainsi la température élevée de I'eau a cette période combinée
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a l'importante quantité de matiére organique générée par la prolifération de Microcystis
dans ce lac et probablement a I'anoxie qui résulte de la dégradation de cette matiere
organique, constituent des conditions favorables & la survie et au développement de
ces bactéries dans ce lac.

A un niveau taxonomique plus fin, celui des ordres, il apparait que méme si les deux
lacs partagent de nombreux ordres communs, la structure de leurs communautés
bactériennes qui tient compte de I'abondance relative de ces ordres, présente des
différences importantes. Ainsi les Burkholderiales (beta-proteobacteria) sont par
exemple largement dominantes & certaines dates dans la retenue de Hammam
Debagh alors qu’elles restent toujours treés minoritaires dans le lac Oubeira. Al'inverse
les Verrucomicrobiales sont abondantes dans ce lac en automne alors que leurs
abondances sont toujours tres faibles dans la retenue de Hammam Debagh. Tous ces
résultats montrent que les conditions environnementales spécifigues a chaque
ecosysteme exercent une influence trés forte sur les communautés bactériennes qui
aboutit a la sélection d’assemblages bactériens différents dans ces deux lacs.

Nos résultats ont par ailleurs révélé que I'’évolution temporelle de la structure des
communautés bactériennes dans deux lacs était trés différente. En effet, dans la
retenue de Hammam Debagh, la structure des communautés bactériennes change
profondément d’une date a I'autre, si I'on excepte les deux mois d’aolt et septembre
ou elle reste stable. Au contraire dans le lac Oubeira, la structure des communautés
bactériennes reste pratiquement la méme pendant quatre mois (aolt-novembre) alors
gu’elle était plus variable aux deux autres mois échantillonnés (avril et mai). Différentes
variables environnementales peuvent potentiellement expliquer ces différences dans
I’évolution des communautés bactériennes au sein de ces écosystémes.

Nos résultats ont par exemple montré qu’en périodes de pluie, les communautés
bactériennes des deux lacs évoluaient avec I'apparition de bactéries sans doute issue
du ruissellement des eaux de pluie et d’apports terrigénes. Ces bactéries a I'exemple
des Neisseriales, ne se maintiennent pas ensuite dans les lacs.

Cependant le résultat majeur de nos travaux a été de montrer I'existence d’une forte
stabilité dans la structure de la communauté bactérienne du lac Oubeira en fin d’été-
automne 2014 qui peut étre associée aux trés fortes biomasses chlorophylliennes

mesurées pendant toute cette période. En particulier, le groupe des Caulobacterales
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(alpha-proteobacteria) et celui des Fusobacteria dont nous avons parlé ci-dessus,
dominent cette communauté. Concernant les Caulobactérales, cette observation est a
rapprocher d’'un travail récent de Cai et al. (2017) dans lequel une bactérie de ce
groupe a été isolée dans les agrégats formés par les colonies de Microcystis. Ainsi,
les conditions physico-chimiques du lac Oubeira en période de blooms de
cyanobactéries (variations élevées des concentrations en oxygeéne, élévation du pH,
production de quantité trés importantes de matiere organique...etc) exercent des
contraintes trés fortes sur les communautés bactériennes qui conduisent a la sélection
d’'une communauté bactérienne particulierement adaptée a se développer dans cet
environnement. A I'appui de cette hypothese, il est intéressant de noter que dans la
retenue de Hammam Debagh, les mois pendant lesquels des bactéries des ordres des
Caulobacterales et des Fusobacteriales sont retrouvées en plus grande abondance
sont ceux ou les cyanobactéries étaient les plus abondantes. Enfin, ces résultats
suggerent qu’il existe probablement des interactions positives entre ces deux groupes
bactériens et les cyanobactéries qu’il serait intéressant de découvrir pour mieux
comprendre la dynamique des blooms de cyanobactéries.

Dans la retenue de Hammam Debagh qui ne connait pas un tel niveau de production
phytoplanctonique (biomasses chlorophylliennes toujours beaucoup plus faibles),
méme si une augmentation de I'abondance des cyanobactéries peut étre observée
certains mois, les communautés bactériennes sont beaucoup moins stables dans le
temps ce qui signifie tres probablement que de tres hombreux facteurs et processus
sont impliqués dans les variations de structure de ces communautés.

Ainsi, 'ensemble de ces résultats montrent que des processus variés ont un impact
sur les communautés bactériennes des deux écosystemes étudiés mais aussi que
certaines conditions environnementales, a 'exemple des blooms de cyanobactéries,
peuvent fortement contraindre ces communautés bactériennes. Par ailleurs, la
présence dominante et inhabituelle de certains groupes bactériens suggére que les
conditions climatiques trés différentes de notre zone d’étude par rapport aux nombreux
travaux de la bibliographie qui concernent trés majoritairement les écosystemes
limniques des latitudes tempérées a froides, conduisent sans doute a I’émergence

d’assemblages bactériens différents qu’il sera intéressant de mieux documenter.
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Ce travail de these s’articule sur deux principaux volets dont les objectifs étaient de :
i) mieux comprendre I'écologie de Planktothrix rubescens dans la retenue Hammam
Debagh et d’identifier les principaux facteurs et processus qui contrélent sa
cohabitation et compétition avec Microcystis sp. dans notre zone subtropicale. ii)
comparer I'évolution temporelle de la phycosphere de cyanobactéries par une
approche de métagénétique dans deux plans d’eaux de I'Est algérien, qui différent par
leurs configurations et leurs niveaux trophiques et d’identifier les variables

environnementales qui contrdlent leurs dynamiques.

Les approches utilisées dans le contexte de cette étude nous ont permis d’apporter
des éléments de réponse aux questionnements posés mais aussi de soulever d’autres

questions d’ordre plus général que nous allons développer ci-dessous.

5.1. Eléments de réponses relatives a la problématique des proliférations des

cyanobactéries dans la retenue de Hammam Debagh
5.1.1. Impact global et local du réchauffement climatique

Nos résultats sont intéressants du fait qu’ils touchent a la question, plus générale, des
conséquences des changements climatiques sur la dynamique des proliférations de
cyanobactéries, en particulier, pour les zones tropicales et subtropicales dans
lesquelles peu de travaux sont disponibles par rapport a la grande masse de travaux
répertoriés dans les zones tempérées (e.g. Johnk et al., 2008 ; Michalak et al., 2016).
Dans ce contexte, nombreux sont les travaux qui ont discuté des modifications au sein
des individus liées aux changements de la température de l'eau ou encore
'eutrophisation des écosystémes aquatiques qui s’accentue de plus en plus. Par
exemple, les expérimentations de Duan et al. (2018) ont suggéré une augmentation
significative de la taille des colonies de Microcystis wasenbergii et M. ichthyoblabe
lorsque la température passe de 15 °C a 25 °C. Par ailleurs, ces mémes travaux ont
montré que la disponibilité du phosphore, a des concentrations élevées, permettrait

aussi I'apparition de colonies plus large.

Toutefois, si ces certains travaux ont traité des changements au sein de l'individu lui-
méme, d’autres ont discuté des changements de la composition des communautés.
En Chine, une étude récente portant sur la relation des fluctuations des niveaux du

réservoir Hongfeng avec les changements des communautés phytoplanctoniques (Li

110



Chapitre V
Discussion générale

et al., 2017) a montré un remplacement de larges communautés phytoplanctoniques
et cyanobactéries filamenteuses par des groupes fonctionnels différents, caractérisés
par des petites tailles, appartenant aux Chlorophycées et aux Cryptophycées. Ces
modifications sont engendrées essentiellement par la variation du niveau du réservoir ;
Cette variation du niveau du plan d’eau constitue donc, a elle seule, une variable

complexe puisque elle integre plusieurs effets physiques.

Nos travaux sont, en revanche, les premiers a montrer que, par des effets directs ou
indirects, les changements climatiques pourraient méme favoriser des associations de
cyanobactéries connues pour leurs occupations de niches écologiques différentes. lls
suggerent, par exemple, que les variations dans le niveau des lacs dans les zones
méditerranéennes et tempérées en raison de phénomenes des pluies intenses ou de
sécheresses prolongées pourraient entrainer des changements spectaculaires dans
les communautés des cyanobactéries responsables de la formation des blooms. Cette
hypothése est a prendre en considération car a la lumiére des données produites par
Laborde et al. (2010) une réduction d'environ 15% des précipitations est prévue dans
notre région d’étude (Nord-Est de I'Algérie) au cours des prochaines décennies ; ce

gui entrainerait une réduction d'environ 40% des ressources en eau de surface.

Nos observations pendant I'hiver 2013-2014 ont montré qu’un hiver doux pourrait
favoriser la persistance et méme la croissance des cellules de Microcystis sp. dans les
ecosystemes d'eau douce ayant pour conséquences I'apparition des proliférations plus

intenses durant les mois qui vont suivre, comme cela a été expliqué ci-dessus.

Par ailleurs, le prolongement des chaleurs jusqu’en automne favoriserait les conditions
d’anoxies au fond de la colonne d’eau ; ce qui entrainerait la remise en suspension du
phosphore séquestré dans les sédiments et augmenterait sa disponibilité, comme cela
a été observé, en automne 2014, dans la retenue de Hammam Debagh. Il est connu
aussi que la diffusion de Fe?* a partir de sédiments anoxiques est une source majeure
de Fe pour les cyanobactéries, qui selon Molot et al., (2014) l'acquiérent en migrant

vers le bas dans des eaux anoxiques riches en Fe?*.

Une des limites de nos travaux tient au fait de ne pas avoir intégré, dans notre analyse,
le paramétre “lumiere” dans la compétition entre P. rubescens et Microcystis sp. ; Ceci
est d0 au manque de données sur cette variable. Les travaux récents de Torres et al.

(2016), sur l'effet de la lumiére dans la compétition entre Microcystis aeruginosa et
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Planktothrix agardhii, ont montré que M. aeruginosa est meilleur concurrent pour la
lumiére qu'on ne le pensait auparavant et que cette espéce est capable de dominer
méme dans des conditions de faible intensité lumineuse. Aucune donnée sur l'effet de
la lumiere dans la compétition entre P. rubescens et Microcystis sp. n’est disponible ;
toutefois, Oberhaus et al. (2007) rapportent que P. rubescens peut surmonter P.
agardhii a une tres faible luminosité et a basse température. Par conséquent, les
turbidités élevées engendrées, probablement, par les fortes pluies survenues en hiver
et au début du printemps 2015, en combinaison avec des températures plus basses
pourraient avoir contribué a la dominance de P. rubescens dans le réservoir de

Hammam Debagh au printemps 2015.

Les données sur les cyanobactéries en Afrique du Nord sont également tres
intéressantes a considérer pour leur intérét potentiel a montrer ce qui pourrait se
produire dans les zones tempérées en conséquence du réchauffement climatique
puisque a I’échelle mondiale, ce qui est aujourd’hui considéré comme un événement
extrémement chaud pourrait devenir la norme dans un “climat de serre" d'ici 2100
(Gallina et al., 2011).

5.1.2. Potentiel toxique des cyanobactéries dans notre région d’étude

Un des résultats inattendus de la présente étude, sur la toxicité potentielle des
cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh, est I'enregistrement des faibles
teneurs en MCs (<0,2 eq.MC-LR) durant les périodes de dominance de Planktothrix
rubescens dans ce réservoir. Des résultats similaires ont été observés lors d’une
expertise menée, par notre équipe lors du printemps 2012, suite au développement
spectaculaire d’'un bloom de P. rubescens. Nous avons, en effet, enregistré des
teneurs n’excédant pas 0,5 pg Lt pour des abondances de P. rubescens de I'ordre de
3x10° cell mL.

Les microcystines sont, a travers le monde, régulierement impliquées dans les blooms
de Planktothrix rubescens et P. agardhii, contrairement aux autres especes de ce
genre (e.g. P. pseudagardhii) (Kurmayer et al., 2016 ; Briand et al., 2005 ; Vareli et al.,
2009 ; Posch et al., 2015). Une étude menée dans le lac Alto Flumendosa en
Sardaigne, par Stefanelli et al. (2017), signale des teneurs de 9,74 pg L' de
microcystines totales lorsque P. rubescens était dominante en mai 2012 avec une

abondance de l'ordre de 1,3 x10° cell mL™1.
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Ces constatations, quant aux faibles teneurs en microcystines associées aux
proliférations de P. rubescens, montrent que les teneurs en cyanotoxines ne sont pas
forcément liées a I'abondance cellulaire des cyanobactéries, ce qui est tout a fait
logique (Lurling et al., 2017) et souleve la question sur les raisons de ces faibles
teneurs. Néanmoins, ces résultats attirent notre attention sur la limite de la présente
étude a répondre a cette question puisque nous n’avons pas considéré les génotypes

producteurs de microcystines notamment le cluster mcy.

Les travaux réalisés par Ostermaier et al. (2012) dans le lac Zurich sur les populations
de cette espéce, durant 29 ans, ont montré une stabilité de la dominance du génotype
toxique témoignant de I'adaptation d'un génotype qui a conservé le cluster de génes
qui codent pour la MC lors de I'évolution. En paralléle, une présence de génotypes
inactifs formant une trés faible sous-population mais aussi stable tout au long des 29
ans. Cette stabilité temporelle, dans un méme site, a été aussi rapportée par Sabart et
al. (2010) pour le genre Microcystis. Toutefois, chez certaines espéces, la
cooccurrence des producteurs et non-producteurs de toxines peut également étre due
a la présence/absence de ces genes (Lavoie et al., 2007). Selon Kurmayer et al.
(2004), il semble que les genes associés a la production de toxines soient toujours
présents chez certaines especes et que la cooccurrence de producteurs et non-

producteurs de toxines soit uniquement due a I'inactivation de ces génes.

Dans ce contexte, cette activation/inactivation pourrait étre modulée par des variables
environnementales (Neilan et al., 2013). Une étude récente (Lurling et al., 2017) a
montré, par des expérimentations au laboratoire, que I'eutrophisation peut conduire a
une augmentation de la concentration en MC estimée a 24 fois et 45 fois lorsque la

température a été élevée a 25 °C.

5.2. Phycosphere des cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh et

dans le lac Oubeira

L’intégration des NGS dans l'étude de la diversité des cyanobactéries et des
communautés bactériennes nous a permis une investigation plus approfondie de la
diversité de ces communautés suite a I'accés aux séquences correspondant aux
espéeces dites « rares ». Jusque-la les travaux antérieurs, réalisés dans nos plans
d’eaux, se sont essentiellement basés sur une approche purement morphologique ;

les résultats obtenus ont permis d’inventorier une dizaine, voire une vingtaine
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d’especes de cyanobactéries (Boussadia et al., 2015 ; Saoudi et al., 2015 ; Branes et
al., 2013).

Par ailleurs, I'approche de métagénétique que nous avons utilisé, dans le cadre de
cette étude, nous a permis I'acquisition d’informations non seulement qualitatives mais
aussi quantitatives (nombre de reads) dans les deux sites étudiées. Méme si selon
certains auteurs les abondances relatives des OTUs obtenues par le séquencgage ne
sont pas satisfaisantes (Amend et al., 2010), nous avons, toutefois, pu valider les
abondances relatives des cyanobactéries dominantes (i.e. Microcystis et Planktothrix
rubescens) obtenues par le séquencage massif de la région V3-V4 de ’ADNr 16S ; et
ce par les fortes corrélations positives avec les comptages de ces méme

cyanobactéries par I'approche microscopique dans la retenue Hammam Debagh.

Notre étude de la phycosphéere des cyanobactéries par une approche métagénétique
nous a permis d’identifier les communautés bactériennes sans avoir acces a
'isolement et la culture de celles-ci; cette approche nous a aussi permis d’éviter, pour
leur identification et énumération, I'application d’'une batterie de tests et d’analyses
biochimique et sérologique). En effet, le challenge que présente le développement de
méthodes d’identification et d’énumération des bactéries bioindicatrices et/ou
pathogenes dans un écosysteme quelconque est considérable. Si certaines bactéries
sont faciles a cultiver et a énumérer (e.g. bactéries indicatrices des contaminations
fécales), d’autres bactéries sont difficiles a cultiver voir incultivables (i.e. bactéries
viables non cultivables) d’ou I'avantage que présentent ces nouvelles générations de

séquencage (e.g. Tan et al., 2015).

Un des points fort de notre travail sur les communautés bactériennes associées aux
cyanobactéries est I'étude de I'’évolution saisonniere de la phycosphere ; Jusque-la, la
majorité des études des phycosphéres de cyanobactéries est ponctuelle et porte sur
un moment précis de la prolifération. L’étude de I'aspect saisonnier, nous permet de
suivre l'implication des parameétres physico-chimiques dans I'évolution temporelle de

ces communautés.

L’ensemble de résultats obtenus sont intéressants, notamment, en ce qui concerne la
guestion relative a la prédiction des proliférations des cyanobactéries (mise en place
mais aussi devenir des biomasses générées). En effet, jusque-la beaucoup de travaux

ont pu associer certaines variables physico-chimiques a ces proliférations de
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cyanobactéries. Dans ce contexte, les nutriments apparaissent au premier rang et sont
suivis par les variables climatiques, notamment, la température et la stabilité de la
colonne d’eau (Duan et al., 2018 ; Ma et al., 2014). Dans le lac Oubeira, nos résultats
révéelent clairement I'impact de la température, en période estivale et automnale, sur
les cyanobactéries et leurs communautés bactériennes associées. L’importance de
limpact immédiat de la température sur ces communautés est aussi rapportée par
Arandia-Gorostidi et al. (2016) ; ces auteurs notent, en effet, que 'augmentation de la
température peut entrainer une augmentation, a 80%, de [I'abondance du
phytoplancton lié aux bactéries hétérotrophes. Ces mémes auteurs notent aussi que
'augmentation de la température peut entrainer, dans un sens, une augmentation a
17% du transfert du carbone (C) depuis le phytoplancton aux bactéries et dans un
autre sens, une augmentation a 50% du transfert de l'azote des bactéries aux
phytoplanctons.

Il est bien connu que certaines bactéries hétérotrophes sont capable de dégrader et
d’utiliser les molécules synthétisées par des cyanobactéries, y compris les glucides,
les peptides, les toxines et d'autres composeés ; les produits obtenus vont servir comme
sources de carbone ou d'azote (Heck et al., 2016). Ainsi, plusieurs membres de la
classe des Proteobacteria, connus pour leur attachement aux cyanobactéries, sont
impliqués dans la lyse cellulaire et la mort de plusieurs especes de cyanobactéries
(Tang et al., 2009 ; Shao et al., 2014). Dans le réservoir de Villerest, Parveen et al.
(2013) ont signalé que les colonies de Microcystis se sont enrichies en
Gammaproteobacteria, en particulier, a la fin de I'efflorescence ; ces auteurs pensent
gue cet enrichissement serait, en partie, engendré par une disponibilité croissante de
la matiere organique générée par la prolifération de M. aeruginosa.

De plus, des conditions d’hypoxie peuvent étre observées suite a ces évenements et
peuvent se traduire par I'apparition de certaines communautés bactériennes dont le
métabolisme est strictement anaérobie tel que les Fusobacteria observés dans le lac
Oubeira. Dans ce contexte, il est important de signaler que si la retenue Hammam
Debagh est alimentée uniquement par 'Oued Bouhamdane, le lac Oubeira, quant a
lui, est le point de convergence de plusieurs oueds (Day L’Graa, Bou-Marchen,
Demnet-Erihan et Messida) dont certains charrient des eaux usées et en I'occurrence

une importante matiere organique.
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Au cours de nos travaux de recherche, nous avons mis en évidence la coexistence et
la prolifération alternée dans un méme plan d’eau ; de deux cyanobactéries connues
pour leurs occupations de niches écologiques différentes. Nos travaux nous ont permis
de démontré lI'impact conjugué de la hauteur d’eau du réservoir, la profondeur de
mélange et la température de lI'eau sur la dynamique de la cohabitation et la
compétition survenant entre Planktothrix rubescens et Microcystis sp. A la lumiére de
ces résultats, il pourrait étre envisagé de contréler les proliférations de ces deux
especes de cyanobactéries, en régulant le niveau d’eau du lac pendant la période

hivernale.

Compte tenu du faible potentiel toxique de Planktothrix rubescen, il serait plus
judicieux d'intégrer I'étude des génotypes toxiques et non toxiques de MCs dans les
prochaines études dans la retenue Hammam Debagh afin de mieux comprendre
pourquoi cette espéce connue pour son potentiel toxique important ne produit pas
autant de MCs que dans les lacs des pays du Nord d’autant plus qu’une extrapolation
n’est pas possible vu que I'expression ou la non-expression de ces genes dépendrait
des conditions environnementales. Cette composante de la problématique des
proliférations des cyanobactéries permettrait de mieux caractériser les dangers liés a

un éventuel bloom de Planktothrix rubescens tel que observé en 2012.

Dans ce contexte, il est intéressent de poursuivre les études de la dynamique des
cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh afin d’apporter d’autres éléments
de réponse en plus de ces facteurs environnementaux impliqués dans le succés
adaptatif de I'une des cyanobactéries dominantes. Ainsi, pour confirmer nos
hypothéses et mieux comprendre le fonctionnement de ce plan d’eau, il serait
nécessaire de disposer d’'une plus longue série de données et donc de poursuivre le

suivi engage.

Par ailleurs, notre étude de la dynamique saisonniere des phycosphere de
cyanobactéries dans la retenue Hammam Debagh et le lac Oubeira a montré des
assemblages tres semblable avec une dominance des Proteobacteria dans ces deux
plans d’eau trés différent du point de vue du niveau trophique.

Cette étude est non seulement la premiére a décrire ces communautés au Nord de
I’Afrique mais aussi nous a permis la mise en évidence de certaines particularité des

communautés bactériennes comparé a ce qui est répertorié dans la littérature tel que

117



Conclusion générale et Perspectives

la mise en évidence dans le lac Oubeira d’'un groupe bactérien appartenant aux
Fusobacteria qu’on ne retrouve pas généralement dans les eaux douce avec des
proportion aussi élevées.

L’ensemble de nos travaux ont montré que les variables environnementaux impactent
la dynamique saisonniere des communautés bactériennes et ont montré des
spécificités dans chacun des deux plans d’eau. Le lac Oubeira étant caractérisé par
une stabilité de ces communautés en été et en automne ou les températures sont les
plus élevées et les blooms de cyanobactéries sont observés. Tandis que, dans la
retenue de Hammam Debagh les communautés bactériennes changent souvent, ceci
a été expliqué par le caractére mésotrophe de ce plan d’eau et les nombreux facteurs
et processus qui peuvent étre impliquées dans ces variations.

Malgré les différences de ces deux plans d’eaux, nos résultats nous ont permis
d’identifier certains ordres (e.g. Caulobacterales et les Fusobacteriales) qui se
trouvaient associées aux proliférations des cyanobactéries dans ces deux plans d’eau.
Les résultats obtenus constituent une feuille de route pour mieux comprendre les
facteurs et processus impliqués dans les interactions entre les cyanobactéries et les
communautés bactériennes dans notre région qui est encore un terrain vierge pour

ces études.
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