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Résumeé

Le réchauffement climatique et I'eutrophisation tstes principaux parameétres
associés au développement des blooms de cyanabsagctér leur dynamique et a
I'apparition de nouveaux taxons particulierementiqoes. Ainsi, des populations de
cyanobactéries d'un réservoir d'eau douce du Natdde I'Algérie d’intérét socio-
economique, le réservoir Cheffia, ont été étudiées. échantillons ont été analysés en
utilisant une approche polyphasique. L'identificatides cyanobactéries a été réalisée sur
la base de l'analyse morphologique, moléculairgucedindépendante en utilisant le
séquencage de nouvelle génération (NGS), de mé&hodéure-dépendantes et de la
localisation de génes reliés a la synthése desdexiLes parametres physico-chimiques

des eaux ont été également étudiés ainsi que fifobation des toxines.

Les résultats obtenus ont monté que les eaux @uvas Cheffia ont été classées
dans la catégorie hypereutrophe. La communaut&yemwbactéries dans cet écosysteme
consistait en cing ordres : Chroococcales, Osaiilaes,Nostocales, Synechococcales et
Chroococcidiopsidales subdivisés en 28 genres lav@ominance d#licrocystis(34.2%),
Aphanizomeno(20.1%) etPlanktothrix(20.0%). D’autre part, 'analyse morphologique a
révélé l'association dans ce plan d'eau de cingeesp du genreéMicrocystis M.
aeruginosaM. novacekii M. panniformis M. ichthyoblabeet M. flos-aquae La présence
des génotypesmcyE a été détectée dans la population identifiée st dealyses
biochimiques des microcystines (MCs) par HPLC-PDIALE-ESI-MS/MS ont permis
I'identification de la microcystine-LR (MC-LR). Legtudes cultures-dépendantes ont
permis I'identification d’'un nouveau groupe dans éeosystéme, les picocyanobactéries,

avec un genotype toxique.

Nous suggérons que l'eutrophisation est une caassilge de la diversité et la
complexité de la population des cyanobactéries dahgcosystéme. D’autre part, I'effet
de la température ne peut pas étre exclu mais itléra confirmé par un échantillonnage
plus large au cours de différentes saisons et par ahalyses de laboratoire. Ainsi,
I'eutrophisation dans cet ecosystéme devrait étneedllée pour prévenir le développement

de blooms toxiques.

Mots clés: Cyanobactéries - Eaux hypereutrophes - PhylogéRiservoir Cheffia

- Séquencage de Nouvelle Génération - Toxines.



Title: Polyphasic characterization of cyanobacteria pdapygaCheffia reservoir, North-
East of Algeria

Abstract

Global warming and eutrophication are the main diactassociated with the
development of cyanobacterial blooms, the cyan@b@ctiynamics and the emergence of
new taxa particularly toxic. Thus, populations gagobacteria from a freshwater reservoir
in North-Eastern of Algeria with socio-economiceirgst, Cheffia reservoir, were studied.
The samples were analyzed using a polyphasic agproéhereby, cyanobacteria were
identified on the basis of morphological analysiglture-independent molecular methods
using the next generation sequencing (NGS), cullependant methods and the
localization of toxins-related genes; the physiberoical parameters of waters were also

studied as well as the identification of toxins.

The obtained results showed that Cheffia resenwaitter’'s were classified in the
hypereutrophic level. The cyanobacterial commumitythis ecosystem comprised five
orders: Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales, Synechococcales  and
Chroococcidiopsidales subdivided into 28 generah wite dominance oMicrocystis
(34.2%), Aphanizomenon(20.1%) and Planktothrix (20.0%). On the other hand,
morphological analysis revealed the associatiothis water body of five species of the
genusMicrocystis M. aeruginosaM. novacekii M. panniformis M. ichthyoblabeand M.
flos-aquae The presence afhcyEgenotypes was detected in the identified popuiagiod
biochemical analyzes of microcystins (MCs) by HPRDA and LC-ESI-MS/MS allowed
the identification of the microcystin-LR (MC-LR). d&feover, culture-dependant methods
allowed the identification of a new cyanobacterigoup in this ecosystem,

picocyanobacteria, with a toxic genotype.

We suggest that eutrophication is a possible cafs¢he diversity and the
complexity of the cyanobacterial population in tesosystem. On the other hand, the
effect of temperature can not be excluded but néedse confirmed by large sampling
during the different seasons and by laboratory yamal Thus, eutrophication in this
ecosystem must be monitored to prevent the devedapof toxic blooms.

Key Words: Cheffia reservoir - Cyanobacteria - Hypereutropkater — Next Generation

Sequencing — Phylogeny - Toxins.
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Introduction

La dégradation de la qualité des eaux doucesuestiés problemes les plus graves
auxquels est confronté le monde d'aujourd'hui (Hdved al, 2020). La contamination
microbienne des eaux de surface par des microamgasi allochtones, tels que les
bactéries et les virus entériques, ou par des roigganismes autochtones peut limiter
l'utilisation de I'eau a des fins récréatives, @ds ou potables (Yéprémian al, 2007).
Parmi ces micro-organismes, les cyanobactérieguesi causant des effets indésirables et

Voir trés graves sur la santé humaine et animaténiBnnetal., 2013).

Des preuves de recherches récentes suggérent quefflts interactifs de
l'eutrophisation et du changement climatique auderaient la probabilité de survenue
ainsi que la gravité des proliférations des cyantdvees (O'Neilet al, 2012 ; Paerl et
Paul, 2012 ; Codeét al, 2017). Les scénarios des changements climatiogéebsent que
les riviéres, les lacs et les réservoirs connditume augmentation des températures, des
périodes plus intenses et plus longues de stidiific thermique, ce qui pourrait favoriser
les cyanobactéries sur les autres phytoplanctormseyCet al, 2012). Le processus
d'eutrophisation favorisé par les activités humsirges au développement urbain, agricole
et industriel au cours des derniers siecles petfmegmentation de l'afflux d'éléments
nutritifs dans les écosystémes d'eau douce (GaneallRoldan, 2019).

Les cyanobactéries sont connues par leur capaeiteraduire des métabolites
secondaires ayant des effets neurotoxiques, hépajoes et dermatotoxiques (Meriluoto,
2017). A I'échelle mondiale, on prévoit que desofecteries toxiques se trouveront dans
de nouveaux habitats et produiront de plus fortegentrations de toxines, conséquence
du changement climatique (Mantzowitial, 2018). Les changements dans la communauté
cyanobactérienne résultant de l'eutrophisation wwlthngement climatique sont d’'une
grande importance, ils peuvent étre accompagné dhemgement des cyanotoxines
prédominantes (Mehneet al, 2010). Ces changements sont critiques pour laogede
I'eau potable (Huet al, 2013) ; les souches productrices de toxines do#ee identifiees
et caractérisées ; sinon, les programmes de danesl des effets toxiques de la
prolifération cyanobactérienne sur les ressourpesa@ pourraient étre inefficaces (Late
al., 2015).

Le climat méditerranéen, chaud, favorise la pradifién des cyanobactéries dans

les eaux eutrophes, qui peut commencer au printetghsrer jusqu'au mois de Décembre,
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ou dans les lacs hyper-eutrophes tout au longadede loustaka-Gounet al, 2007).
Plus encore, les changements climatiques, en pketiddans le Sud de la Méditerranée
devraient entrainer une augmentation des niveawrdphisation et de I'abondance des
cyanobactéries (Mariaet al, 2015).

En Algérie, plusieurs études ont décrit le dévedmppnt des cyanobactéries
toxiques dans les plans d'eau servant de résen/eas potable (Branes al, 2007 ; Nasri
et al, 2007 ; Guellatet al, 2017 ; Saoudet al, 2017 ; Touatet al, 2019). Cependant, la
plupart de ces études étaient basées sur des resthraditionnelles dans lesquelles les
cyanobactéries étaient identifiées par étude nmiomgue des caracteres morphologiques.
Ainsi, du fait de la grande variabilité morphologgget du faible nombre de caractéeres
phénotypiques utilisés qui conduisent a de sénmaklémes d’identification (Bittencourt-
Oliveira et Piccin-Santos, 2012), I'inclusion d’eag caractéristiques comme l'information
génétique, est un important complément pour unatifitmtion et une classification justes
des cyanobactéries. La taxonomie polyphasiquewealyse du géne codant 'ARNr 16S de
la petite sous-unité ribosomale, est actuellem&gptoche la plus utilisée pour une

identification et une classification précises dganobactéries (Komarek, 2016).

Les méthodes moléculaires d'identification créemtnduvelles opportunités pour
I'étude de la biodiversité (Cristescu, 2014 ; Raetad, 2017). Néanmoins, parce que des
cultures de cyanobactéries sont difficiles a obtedes méthodes spécifiques aux
cyanobactéries qui ne demandent pas des cultuéssgares sont d’'une grande importance
(Choi et al, 2008). Le métabarcodage de I'ADN, avec l'appticatie la technologie de
séquencage a haut débit ou next generation seqgefiGS), est I'une des méthodes les
plus prometteuses pour explorer la diversité biglog en profondeur (Casert al,
2019). Ainsi, une technique de séquencage a haitt déit la technologie Illumina Miseq,

a été choisie dans cette étude pour décrire lalgibmu des cyanobactéries. Cependant, des
souches toxiques et non toxiques de la méme eqmeoeent coexister. Il existe plus de
100 taxons (espéces ou genres) reconnus produckedoxines (Meriluoteet al, 2017) ;
appartenant a trois ordres : Chroococcales, Nds®ed Oscillatoriales ; et plus rarement
les Stigonematales (Cirest al, 2014). L'amplification par PCR de génes spécHigu
responsables de la synthese des toxines est umadgee fiable et robuste pour la détection
de toxicité (Yuan et Yoon, 2021).
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Le projet de cette thése tente, par une approchyphmsique, d’étudier les

parametres physico-chimiques des eaux du rése@lmifia, Nord-Est de I'Algérie, de

définir les cyanobactéries présentes dans cet s@wsg, par des techniques culture-

indépendante et culture-dépendante, et la misevideriee de génotypes toxiques et des

métabolites secondaires toxiques produits. Deseétadtérieures ont identifié les genres

Oscillatoria et Anabaenaet ont décrit des blooms dklicrocystis novacekiiavec

production de microcystines (MCs) (Nastial, 2007 ; El Herryet al, 2009). La pollution

organique dans cet écosysteme est considérableattsirAchour, 2010), il a été observé

que ce réservoir recoit les déchets urbains, inéiset agricoles de 'Oued Bounamoussa.

Cette these est structurée en quatre chapitres :

le premier fait état des connaissances acquises lasutaxonomie et les
caractéristiques écologiques des cyanobactériggtian de bloom et les facteurs
favorisant le développement des cyanobactériesi ajue les métabolites

secondaires produits par ces microorganismes it dawacteéristiques ;

le second situe le réservoir Cheffia et détaillekthodologie utilisée dans le cadre
de ce travail :i. les méthodes d'analyse des paramétres physicaepines) ii.
I'identification morphologiquejii. I'amplification génique,iv. le séquencage du
gene de 'ARNr 16S par lllumina Miseq et I'analydes séquences obtenues,
I'identification des métabolites secondaires toesjetvi. I'isolement de quelques
souches de cyanobactéries et leurs caractérisationshologique, moléculaire et

phylogénétique ;
le troisiéme présente les différents résultatsrotse

le quatrieme est consacré a la discussion destatsal la lumiére des travaux

antérieurs.

Enfin, une conclusion générale récapitule les jpaex résultats et les avancées de ce

travail et ouvre des perspectives sur les axesaweerche qui devraient étre abordés.
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1. Taxonomie et diversité des cyanobactéries

1.1. Position taxonomique

Le groupe des cyanobactéries, ou algues bleu-yegest des organismes
procaryotes photosynthétiques oxygéniques (Carraicli®94). La classification de ces
organismes dépend a la fois du Code InternatioeaNdmenclature Botanique (ICBN,
McNeill et al, 2006) et du Code International de Nomenclature Bactéries (ICNB,
Lapageet al, 1992). Elles sont normalement placées dansdapgr Eubacteria dans la
taxonomie phylogénétique (Skulbezgal, 1993).

La classification suivant le code de nomenclatw&hique repose sur des critéres
morphologiques, qui permettent une identificatietativement aisée des genres les plus
fréguemment rencontrés. Selon la nomenclature ti@lo@ique, la classification en espéece
requiert, en complément, la prise en compte de cté&natiques physiologiques,
biochimiques et génétiques déterminées sur deshesupures en culture (Rippka et
Herdman, 1992). Rippket al. (1979) ont recommandé cing sections, qui sontriex® la
base principale de la classification dans le Manigela systématique bactériologique de
Bergey, qui reconnaissait cinq sous-sections audierdres, | (= Chroococcales), Il (=
Pleurocapsales), lll (= Oscillatoriales), IV (= Nosales) et V (= Stigonematales)
(Castenholz, 2001).

La classification des cyanobactéries a subi uneuetgration et une révision importantes
ces dernieres années avec l'avenement des angligesyénétiques basées sur des
données des séquences moléculaires ainsi qu’avémduction de la microscopie
électronique (ME). Le présent systéeme a été canhstvant une approche polyphasique
(utilisant des criteres moléculaires, cytomorph@ags et écologiques) et a produit des
arguments et des critéres convaincants pour laitiéfi objective de nombreux nouveaux
genres taxonomiques basés sur des données de cEgjuroléculaires (Komaredt al,
2014) (Tableau 1).
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Tableau 1.Classification des cyanobactéries selon I'apprqublgphasique (Komarekt
al., 2014).

Ordres Principales caractéristiques

Chroococcales Unicellulaires ou coloniales, multiplication parsdion

binaire et/ou formation d'exospores.

Pleurocapsales Unicellulaires ou coloniales, multiplication parsdions

multiples (baeocytes) ou en combinaison par fisbioaire.

Oscillatoriales Filamenteuses unisériées, sans hétérocystes, sans

ramification, a division cellulaire perpendiculaéid'axe du

trichome.

Nostocales Filamenteuses, pas de vraie ramification, difféiatiom
cellulaire (hétérocystes et akinétes), a divisia@tlutaire

dans un seul plan.

Unicellulaires cocoides ou coloniales, divisiondaire par
Gloeobacterales

simple fission binaire toujours perpendiculaire 'axe

cellulaire le plus long et par nanocytes.

Colonies composées de cellules arrangées irrégoiimt

Synechococcales . Lo .
dans un mucilage, légerement allongées, ovales dorme
de tige. La reproduction se produit par désintégnates
colonies.

Spirulinales Trichomes enroulés en spirales sans gaine muocdags

aves des thylakoides pariétales et sans hétérecyste

Chroococcidiopsidales Unicellulaires ou organisées en groupes plus oungoi

sphériques ou irréguliers, avec une gaine mincendeet
incolore et des thylakoides répartis irrégulieretroans le

cytoplasme. La reproduction se produit par baeacyte




Chapitre 1. Synthése bibliographique

1.2. Caractéristigues générales

1.2.1. Diversité morphologique

Ces microorganismes présentent une large gammegadiisation morphologique
(Figure 1) : unicellulaires sphériques, ellipsoédalcylindriques, ovoides ou piriformes,
isolées ou assemblées en colonies de formes ireégulkphérique, globuleuse, lobée,
quadratique ou plane. Les formes pluricellulairggnfenteuses pourront étre uni- ou
plurisériées (une ou plusieurs séries de cellutestiyes) avec ou sans gaine de
polysaccharides (on parle alors respectivementi@®dnts et de trichomes), avec ou sans

ramifications (vraies ou fausses) (Chorus et Bar{re999).

Deux types de cellules différenciées présentantfdestions particuliéres sont
aussi parfois observeés :

* les akinétes, cellules de résistance a paroi épaisgui contiennent des réserves
permettant aux espéces qui les possedent (ordres Niestocales et des
Stigonematales) de survivre en conditions envirorergales défavorables (Chorus
et Bartram, 1999) ;

* les hétérocystes, qui sont spécialisées dans #idix de I'azote atmosphérique,
rencontrées uniquement chez les représentants rdess ales Nostocales et des
Stigonematales (Chorus et Bartram, 1999).
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Unicellulaire, isopolaire Pseudoparenchymale
(Ordre: Chroococcales) (Ordre: Pleurocapsales)

g

[ a

Unicellulaire, hétéropolaire
(Ordre: Chamaesiphonales)

Multicellulaire, trichale, ramifiée

Multicellulaire, trichale Multicellulaire, trichale ; s
Absence d’hétérocytes Présence d’hétérocytes Présence d’hétérocytes
(Ordre: Oscillatoriales) (Ordre: Nostocales) (Ordre: Stigonematales)

Figure 1. Principaux plans d’organisation des cyanobactéhis et al, 1999).

1.2.2. Cytologie

La structure des cellules des cyanobactéries gonesa celle des autres membres
des eubactéries. La distribution de 'ADN appataitforme (observée sous ME), mais
concentrée dans la région centrale formant de€aidds qui ont des formes qui peuvent
étre différentes en fonction des genres (Cepak3)199a position et le model des
thylakoides photosynthétiques observés sous MEerdiit en fonction des genres et

peuvent étre utilisés comme un critere taxonom{feenarek et Johansen, 2015).

Sous microscope photonique, la cellule apparaitaldeur bleue-verte pale ou
brillante, vert olive, grise, rosée ou violette famction de la proportion des pigments

photosynthétiques (Komarek et Johansen, 2015).

Différents types de granules existent dans la ptupdes cellules. Les

phycobilisomes associées aux thylakoides contignhes phycobilines (Cohen-Bazire et
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Bryant, 1982). Sous ME, les ribosomes sont égalemisibles (Komarek et Johansen,
2015).

Dans certains genres, la présence dans les cellatgatives de vésicules a gaz
permet a ces microorganismes de se positionndféaattits niveaux dans la colonne d’eau,
selon leurs besoins en lumiere et en nutrimentsny@m, 2009). Leur présence est
caractéristique de certains genres et especes,(M&xocystis Radiocystiset plusieurs
especes dé/oronichinig (Komarek et Johansen, 2015). Les vésicules &gatzarrangées
en groupes (des centaines ou des milliers parles)let sont visibles dans les cellules
végetatives comme des corps irréguliers de couteuron foncé et de différentes tailles.

Elles sont également nommées aérotopes et vaaugkes (Walsby, 1978).

La paroi des cellules des cyanobactéries est cageposgjoritairement de protéines
avec une couche de peptidoglycanes. Des lipopesédihdes lipopolysaccharides externes
peuvent également étre présents (Drews et Weckdg#®). Un mucilage peut entourer
les colonies, trichomes et filaments et présenegs cbntours nets ou diffluents et une
coloration plus ou moins marquée (Bourrelly, 1988)aide les espéces benthiques a
s’attacher a leur substrat minéral ou sert commmilieu pour le transport des nutriments
(Dadeet al, 1990).

1.2.3. Pigments photosynthétiques

En plus de synthétiser de la chlorophylle a (Chlle§ cyanobactéries produisent
aussi des pigments accessoires appelés phycolgipes photosynthétiques divisés en
deux groupes : la phycocyanine (pigment bleu), Hgcpérythrine (pigment rouge, chez
certaines especes seulement). La phycocyanine igs&éal en trois groupes: C-
phycocyanine, R-phycocyanine et allophycocyanines lfonctions principales de ces
protéines est I'absorption de la lumiere du spedsible et le transfert d’énergie a la Chl a
pour maintenir la photosynthese et en méme tempteger les cyanobactéries de la

photolyse dle a I'exposition intense a la lumidaridalet al, 2020).

Elles possédent également des pigments caroténgiigelon peut diviser en deux
grandes classes en fonction de la présence owloelice de la molécule d’'oxygéne dans
leur structure chimique: xanthophylles (contiertxygene ; p. ex., la R-carotene) et
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carotenes (ne contient par d'oxygéene; p. ex., U&ine, la myxoxanthine, la
myxoxanthophylle, l'oscillaxanthine, I'échinone, fstoxanthine, la zéaxanthine, la

flavocine) (Torregrosa-Cresp al, 2018).

La scytonemine est un autre pigment jaune-marrola garoi des cyanobactéries
(Né4geli et Schwendener, 1877). Des dérivés de la seytine ont été également isolés des
cyanobactéries tels que la dimethoxy-scytonemime,tetramethoxy-scytonemine, la
scytonine (Bultel-Poncét al, 2004) et la scytonemin-imine (Grant et Louda,301

Grace a leurs pigments, les cyanobactéries utilisitacement la lumiére verte,
jaune et orange, portion du spectre qui est gér@eit moins bien exploitée par les autres

algues planctoniques (Douglas, 1994).

1.2.4. Molécules de réserves

Les cyanobactéries possedent plusieurs types deécoles de réserves. Les
réserves azotées sont constituées par la cyanoghgtila phycobilline tandis que les
réserves carbonées sont formées par le glycogdes eiserves phosphorées se présentent

sous forme de granules de polyphosphate (Kromkaegy).

1.2.5. Multiplication

La reproduction des cyanobactéries est veégétatigtetfectue par scission simple
ou multiple, par bourgeonnement ou encore par fesgation au hasard. Selon les espéces
et les conditions environnementales, les tempsoddldment des populations varient de
quelques heures a plusieurs jours (Sguera, 2008z des formes unicellulaires, la
division successive de la cellule mere libére dasonytes ou baeocytes. Les formes
filamenteuses se dispersent par fragmentation aweauni des nécridies (cellules
dégeénérescentes) libérant de courts trichomes lamdnts (les hormogonies) (Briand,
2008).
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1.3. Ecologie des cyanobactéries

1.3.1. Milieux de vie

Grace a leur grande capacité d’adaptation, lesabaaiéries colonisent la plupart
des écosystemes terrestres et aquatiques (Rasnatisk#ransson, 2002).
La plupart des cyanobactéries sont capables deégkacgr, soit a l'aide de vésicules
gazeuses soit, dans le cas des cyanobactériesfitauses, par glissement (jusqu'a 25
microns par seconde) grace a des microfibres (@irskndréani, 2005). Certaines especes
sont adaptées a des conditions extrémes, prolif@@nexemple dans la glace, les eaux
ferrugineuses, les pH extrémes (Laveteal, 2007), les déserts, les sources thermales et

les lacs arctiques et antarctiques (Sompetrag, 2005 ; Tatoret al, 2006).

En milieu aquatique, les cyanobactéries sont gitasctoniques ou pélagiques si
elles proliférent en suspension dans la colonnaul’eu benthiques si elles sont attachées
a un substrat (Lavoieet al, 2007). Certains genredArfabaena Nosto¢ Calothrix,
Fischerella Scytonemp peuvent former des associations symbiotiques aligers
organismes tels que des algues (diatomées) (Bettaly 2003), des champignons (Miura
et Yokota, 2006), des bryophytes (Adams et Dugga0g), des ptéridophytes (Peters et
Meeks 1989), des plantes (gymnospermes et angraspgi(Bergmaret al, 2008) et des
animaux (Leeet al, 2001).

1.3.2. Rdle écologique

Apparues sur Terre il y a 2.5 a 3.5 milliards d@es (Awramik, 1992), les
cyanobactéries sont reconnues comme étant les gieagis primaires de la chaine
alimentaire microbienne (Chisholmt al, 1988). Elles constituent jusqu'a 70% de la
biomasse totale du phytoplancton, elles produigdms de 30% de I'@total libre et
représentent plus de 30% de la production printatade (fixation du CQ) (Paerlet al,
2001). Elles auraient également donné naissanazhlavoplaste des eucaryotes, suite a

I'endosymbiose d'une cyanobactérie ancestralewavpooto-eucaryote (Gray, 1993).

D’autre part, la fixation d'azote atmosphérique paertains genres de

cyanobactéries joue un rdle important du point de gcologique et économique, leur
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potentiel de fixation d'azote est de I'ordre de4®Okg N. h& par culture. Ainsi, elles
jouent un réle important dans le maintient et leeli@opement de la fertilité des sols et par
conséquent elles augmentent le rendement commeidfiertitiseur naturel (Ladha et
Reddy, 2000). Les cyanobactéries augmentent égatdméertilité du sol en augmentant
la taille des pores du sol et sa capacité de iétemnte I'eau a cause de la production
excessive de mucilage et peuvent tolérer des délsgges de pesticides au-dessus des

niveaux recommandés appliqués sur le terrain (Siéhagh, 2016).

En plus de la fixation de I'azote atmosphériqus, dganobactéries secretent un
nombre de substances d’'intérét commercial, phamtigce ou toxicologique (Nogueied
al., 2006). Elles comprennent des métabolites primag@mme certaines protéines et
vitamines et des métabolites secondaires avec desprigtés antifongiques,
antibactériennes et antivirales ou des toxines. Lganobactéries sont également
considérées comme une ressource importante et fiewse pour la production de
biocarburants, car elles sont les seules procaygie effectuent la photosynthese
oxygénique (Kumaet al, 2019).

Mais les cyanobactéries sont plus connues du gpabtc pour les perturbations
environnementales et sanitaires qu’elles occasinpar leurs proliférations en milieu
aquatique (Hunteet al, 2012). En effet, en raison de leur capacité detqgynthese
oxygeénique, elles peuvent rapidement devenir domé@sadans les habitats aquatiques et
terrestres par la formation de blooms intensifdd@aciené et al, 2009). Ces derniers,
lorsqu’ils sont dominés par des especes toxiques,un grand probléme de santé publique
et de vie des animaux, certaines especes sontleapdd synthétiser des hépatotoxines,

des cytotoxines et des neurotoxines (Huateal, 2012).
2. Prolifération massive des cyanobactéries
2.1. Définition
Les termes « fleur d’eau », « floraison », « effgmence » et en anglais «bloom »

ou «Cyanobacteria Harmful Algal Blooms (CyanoHABg)ésignent le résultat d’'une

phase de prolifération massive de cyanobactériestraduisant par une apparition

11
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importante de biomasse, généralement sur une qoéritede de temps et pouvant persister
plus ou moins longtemps selon les cas (Laedial, 2007).

Elles peuvent provoquer une coloration de l'eau glépendra des pigments
majoritairement présents dans I'espece dominantel¢ky, 2008). Une perte de diversité
spécifique est alors observée dans le phytoplaradtoe que seulement une espéce devient
largement dominante. Dans les blooms de cyanolegtésouvent une seule espece
représente plus de 95% de la population. Bien queait été interprété comme un résultat
de compétition entre especes, la dominance d’'upecespeut étre un signe de formation
de métabolites avec une activité cyanobactériddien¢it et al, 2001). Ces blooms sont
souvent corrélés a un processus d’eutrophisatlest-a-dire a I'enrichissement du milieu

en nutriments, notamment des composés d’azote@taphore (Oudrat al, 2002).

Une fleur d’eau de cyanobactéries n’est pas néicessnt toxique. Selon Santé
Canada (2002), 30 a 50 % des fleurs d’eau ne sstgxiques. Toutefois, la proportion
des souches toxiques dans un lac eutrophe peet d&i6 a 86 % en fonction des facteurs
environnementaux affectant la toxicité (Sheaal, 1991).

2.2. Cyanobactéries impliquées dans les proliférains

Les organismes responsables comprennent plus deag60s (especes ou genres)
(Meriluoto et al, 2017) mais les principaux sonfnabaenaAphanizomenanLyngbya
Microcystis Nosto¢ Planktothrix (Oscillatoria), CylindrospermopsisNodularia (Chorus
et Bartram, 1999Dolichospermunet Trichodesmiun{Huismanet al, 2018).
2.3. Conséquences des proliférations des cyanobaié (AFSSA, 2006)

Les effets de ces proliférations sont multiples :

> Sur I'environnement et le cadre de vie

* modification de l'aspect de la ressource par uneraton inhabituelle (bleue,
rouge ou verte) ;

* nuisance olfactive lors de la décomposition dertdif@ration.

12
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Sur les organismes du milieu

perturbation de la biodiversité de I'écosystémeatique ;

perturbation des réseaux trophigues aquatiqueksaryanobactéries sont peu ou
pas consommeées par le zooplancton et leur prdiibéra’effectue le plus souvent

au détriment du développement des autres micrommas photosynthétiques
(compétition pour les nutriments et la lumiére) ;

mortalités de poissons, par intoxication ou dimowtde la teneur en oxygene de
l'eau ;

mortalités d’oiseaux, par intoxication directe aa leur alimentation (mollusques,

poissons, ...) ;

intoxication d’animaux domestiques ou sauvages gmeuvement a proximité

d’écumes toxiques.

Sur les usages anthropiques de I'eau

coloration, odeur et texture de I'eau pouvant déager la baignade ;

troubles cutanés ou des muqueuses suite a desablagydans des eaux affectées
par des efflorescences ;

perturbation du fonctionnement des procédés demnaint des eaux d’alimentation,
notamment meécaniquement par colmatage des filwmedes membranes, ou par
consommation accrue en réactifs de traitement eérgéon de sous-produits de
désinfection et par déréglement des réactions deulfition par suite des
changements rapides de pH des eaux entrant déleréa;

dégradation, par la présence de métabolites odprdatla qualité organoleptique
des eaux d’alimentation mal traitées ;

induction de risques sanitaires par ingestion, latlean ou exposition par dialyse si
les toxines sont mal éliminées ;

perturbation des appareillages de dialyse par dalpeaaccéléré, si le traitement en

amont est insuffisant.

13
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3. Déterminisme du développement des cyanobactéries

Des recherches récentes, des modeles des étutldsoeatoire et des observations
sur terrain montrent que les proliférations desnopactéries sont favorisées par une

interaction complexe entre plusieurs facteditso{ et al, 2020.

3.1. Lumiére et flottabilité

Une faible disponibilité en lumiére dans la colomf®au favorise la croissance des
cyanobactéries au détriment des algues. En efien, que de forts éclairements soient
propices au développement des cyanobactéries, sdlg@ségalement bien adaptées a un
manque de lumiére causé par une prolifération @lgatessive ou autres composantes de
I'eau qui atténuent la lumiére (matieres humiquesediments en suspension). En ce sens,
les cyanobactéries ont un réel avantage compéiitif les autres algues et dominent

souvent lorsque la lumiére est limitante (Laveial, 2007).

3.2. Température

Les cyanobactéries dominent les assemblages deopbduytton sous des
températures plus élevées (souvent supérieur€@)2mReynolds, 2006) en raison a la fois

des facteurs physiologiques (croissance plus rapidehysiques (O’Neiét al, 2012).

Le réchauffement climatique a été suggéré d'offiir avantage compétitif aux

cyanobactéries, qui se développent généralementxndiedes températures plus chaudes
(Markenstenet al, 2010 ; Msagatiet al, 2006 ; Careyet al, 2012). Par ailleurs,
l'augmentation des températures de I'eau va ifi@nsncore la stratification de l'eau et
allonger la durée des périodes de stratificatiognantant ainsi non seulement I'ampleur
des fleurs, mais aussi leur durée (O’'Natibl, 2012).
L’augmentation des températures des lacs est reapten de l'augmentation de la
biomasse total du phytoplancton avec une domindasecyanobactéries fixatrices d’azote
conséquente a la diminution de I'export des nutnimea partir du bassin versant
(Markensteret al, 2010).

14
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L'augmentation de la température de I'eau dimirgadegnent la viscosité de I'eau ; par
conséguence, la résistance de l'eau a la migratiditale diminue également ; facilitant
ainsi la migration vers le haut (optimisation deptaduction photosynthétique) et vers le
bas (optimisation de l'acquisition des nutrimemiga)y les cyanobactéries trées mobiles
(Reynolds, 1987). De plus, en améliorant l'activit&ctérienne hétérotrophique et en
diminuant la ventilation des eaux de fond, des gdus chaudes et plus stratifiées peuvent
augmenter le probléme de I'hypoxie des eaux de (@ndneret al, 1987). La charge
interne en nutriments provenant des sédiments, agticplier des pools de phosphore
sensibles a l'oxydoréduction, est souvent stimpb&el’hypoxie, alimentant davantage les
cyanobactéries (Paerl, 1988).

3.3. Le pH / teneur en CQ

Les algues bleu-vertes préferent généralement aleditons Iégérement alcalines
(pH 7.7 2 9.4), ce qui est proche du pH de I'eaurele (Wicks et Thief, 1990).
Plusieurs études ont rapporté que les cyanobaxigeievent dominer les algues eucaryotes
sous un pH élevé et des conditions de faible.@C@ photosynthese par les phytoplanctons
élimine le CQ de I'environnement aquatique ce qui résulte daasgimentation du pH
(Qui et Gao, 2002). En outre, des études au laicgagt sur le terrain ont démontré que
les cyanobactéries répondent a l'augmentation dp &@c I'augmentation des taux de

divisions cellulaires et 'augmentation de la bi@sa (Ma et Wang, 2021).

3.4. Nutriments

Les nutriments tels que l'azote (N) et le phosph@&)k sont essentiels pour la
croissance des cyanobactéries. Plusieurs étudenanité que les cyanobactéries ont une
affinité a I'N ou au P plus élevée que les autrgsoismes photosynthétiques (Schingfer
al., 2008 ; Hernandeet al, 2018). En plus de leur affinité élevée aux élé@nenitritifs,
les cyanobactéries peuvent stocker des quantitgsriemtes de phosphore pour effectuer
deux a quatre divisions cellulaires (Metting et ®€yi986), qui correspondent a une
augmentation de 4 a 32 fois de la biomasse (Msatati, 2006). Un faible rapport N/P a
été aussi observé comme un facteur favorisantltesms de cyanobactéries (Villareal et
Carpenter, 2003).
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Dans les écosystéemes d'eau douce, la disponibilit® a traditionnellement été
considérée comme un facteur limitant la prolifénatde cyanobactéries (Schindédral,
2008).

3.5. Intéraction avec le compartiment biotique

3.5.1. Le broutage

Le "grazing" ou broutage par le zooplancton esauine parametre qui joue un réle
dans la formation et le maintien des blooms (Uar@ordercet al, 2013). Les interactions
des brouteurs avec les cyanobactéries sont espéc#igue (Tillmannst al, 2008).

Les cyanobactéries sont considérées comme un dlimséquat pour le zooplancton (p.
ex., Daphniasp.) a cause de leur morphologie, la productiotoglimes et la faible valeur
nutritionnelle (Bednarskat al, 2014). Cependant, il y a une grande variabilaé@sdla
capacité des différents brouteurs de consommee sedlévelopper sur les cyanobactéries
(Tillmannset al, 2008). Il est prouvé que les produits naturetsa@@nobactéries, qui sont
principalement les lipopeptides, les peptides,degsipeptides et des alcaloides, peuvent
servir de défenses chimiques ou peuvent étre tegigpour les herbivores et les
compétiteurs (Berrgt al, 2008). Les défenses chimiques des cyanobacfiiegsent jouer

un rble essentiel dans la formation de fleurs eliede persistance en limitant I'activité de
broutage de certains consommateurs potentiels [(RagPaul, 2012). Cependant, les
cyanobactéries peuvent utiliser les messagers ghenidissous pour détecter le brouteur
et ainsi changer leur morphologie, comme la foramatile colonies pour éviter d’étre

ingérer (Lurling, 2001).

3.5.2. L'allélopathie

L'allélopathie est considerée comme l'un des fastéavorisant le maintien et la
prolifération d'algues et de cyanobactéries damsystémes marins et d'eau douce (latdo
al., 2009).

L’allélopathie se reporte aux effets inhibiteurs setimulateurs de plantes et
microorganismes aux autres especes de plantesasaoarganismes a travers la libération

de composés organiques (Tollrian et Harvell, 199%s composés bioactifs peuvent
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provoquer des modifications morphologiques et sittecturales (Valdor et Aboal, 2007),
générer des especes réactives d'oxygene (ROS3teeds oxydatif (Hiratat al, 2003) ou
provoquer la lyse cellulaire et la mort (Fistagbll, 2004).

Anabaenaest connu pour avoir des propriétés allélopattlsquantre les phytoplanctons
(Engstrom-Ostet al, 2011). En outre, Jangt al. (2003) ont démontré que plusieurs
souches d#licrocystis aeruginosgeuvent augmenter la production de toxines, eonsp

a I'exposition directe et indirecte de zooplandterbivore.

De nombreuses espéces de macrophytes immergédes, gegeCabomba carolinianaet
Myriophyllutn spicutum(Nakai et al, 1999), Stratiotes aloidegMulderij et al, 2007),
Chara vulgaris(Zhanget al, 2009) ont des effets inhibiteurs sur la croissade M.

aeruginosapar des composés allélopathiques.

4. Les toxines des cyanobactéries ou cyanotoxines

Certaines especes de cyanobactéries sont capblsgnthétiser des substances
toxiques comme meétabolites secondaires, appeléasotkines. Suivant leur mode
d’action, et plus précisément I'organe cible pnratisur lequel elles agissent, on distingue
les hépatotoxines, les neurotoxines et les dermdtas (Dittmanretal., 2013).

L'exposition humaine aux proliférations des cyamtérdes et de leurs toxines peut
se faire par plusieurs voies. La voie orale eglua importante par la consommation d'eau
potable mal traitée, par consommation d’alimentastaces, poissons et suppléments) ou
par ingestion de l'eau lors des activités récréativsportives et professionnelles.
L’exposition par voie parentérale a été décritsdae de I'eau contaminée a été utilisée
pour I'hnémodialyse (Funagit Testai, 2008).

A ce jour, plus de 100 taxons (espéces ou genesydnobactéries appartenant
aux Chroococcales, Nostocales, Oscillatoriales (o et al, 2017) et Stigonematales
(Cireset al, 2014) sont producteurs de toxines. Les espesgsus souvent citées dans les
cas d’intoxication animale et humaine appartienrsent genres Microcystis Anabaena
Planktothrix Aphanizomengn Dolichospermum Nosto¢ Phormidium et Limnothrix
(Meriluoto et al, 2017).
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4.1. Les hépatotoxines

Les hépatotoxines regroupent les microcystines, tesdularines et la

cylindrospermopsine.
4.1.1. Les microcystines et les nodularines

e Structure chimique

Les microcystines (MCs) sont des heptapeptidesquesd présentant une structure
commune : cyclo (-D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z-Adda-D-Glitdha), ou X et Z sont deux L
acides aminés variables, DMeAsp est l'acide 3 niétipartique, Adda est I'acide 3-
amino-9 méthoxy-2-6,8-triméthyl-10-phényldeca-4iérdique et Mdha est la N-
méthyldéhydroalanine (Figure 2) (Sivonen et JotB889). L’Adda est un élément clé de
I'activité biologique et toxique des MCs (Bouaiatal, 2019).

A ce jour, il existe au moins 279 variantes strrales de MCs identifiées (Bouaickial,
2019) dont la plus étudiée car la plus toxiquelashicrocystine- leucine-arginine notée
MC-LR (WHO, 2020). Les isoformes des MCs résultdes variations de méthylation,
hydroxylation, épimerisation et peptides substituiiGinnet al, 2009).

7. Methyl dehydroalanine
Mdha

HO o]
N o

6. iso-Glutamic Acid

Glu HN/\/\WN\‘H‘\T 1.Alaninb

0 CH, _ 0 Ala

Q

o\\ / NH o,
/C'*& 2. Leucine
y—NH Leu

/ CHg

3. Methyl Aspartic Acid
MeAsp

Figure 2. Structure de la MC-LR (Antonioet al, 2008).

Les nodularines (NODs) sont des pentapeptidesquesi (Figure 3) (Beattiet al,
2000). Elles ont la structure cyclo (-D-érythro-letinylAsp (iso)- LArg -Adda-D-Glu (iso)
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-2 - (méthylamino) -2 - (2)- acide dehydrobutyrigj(Rinehartet al, 1988). Dix variantes
de NODs ont été décrites a ce jour (Meriluetal, 2017).
[Glu

N CH,
* MDHB

NH,  NH,

Figure 3. Structure chimique de la nodularine (Anrekaal, 1996).

» Organismes producteurs

Les MCs sont produites par des cyanobactéries el@®gMicrocystis, Anabaena,
Planktothrix, Dolichospermum, Aphanizomenon, Phdmam, Limnothrix, Nostoc et
Cylindrospermopsi¢Meriluotoet al, 2017). Parmi ces dernieidjcrocystisest le genre le
plus connu et le plus cosmopolite a partir du gfelvariantes de MCs ont été isolées
(Sivonen et Jones, 1999).

Les NODs sont produites seulement Nadularia spumigen&t N. sphaerocarpa
PCC7804 (Beattiet al, 2000).

* Bases moléculaires de la production des MCs et dd©Ds

C’est une biosynthese complexe, non ribosomaléestgenes peptides synthétases
non ribosomiques (Non-Ribosomal peptides synthetfd&PS) et des genes polycétides
synthases (polyketides synthases, PKS) sont imggigDittmannet al., 2013) ainsi que
des enzymes de finalisation des queues peptidigaiésing) (Boaruet al, 2006). Un seul
groupe de genes microcystine synthétasey composé de 10 génemdyA a mcyd)

regroupés en deux opérons d’une taille totale dkb5&st responsable de la production de
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toutes les variantes des MCs (Tanabal, 2009). Ce dernier a une structure modulaire,
chaque module est responsable de l'activation etf’ideorporation des constituants
spécifiques de 'heptapeptide (Dittmann et Bor2605).

Ces génes sont organisés en deux opérons polyiigies, mcyABC et
mcyDEFGHIJ transcrits a partir d’'un promoteur central bidirennel situé entrencyA et
mcyD (Figure 4). La biosynthese commence par la formatid\dda et sa liaison au D-
glutamate. Ce ci est accompli par les enzymes cpdetes genemcyD-J (Boaruet al,
2006). L'étape suivante, accomplie avec les enzyrtodgs par les genascyA mcyBet
mcyCG comprend l'activation et I'incorporation de MdhaAla, L-X, D-MCAsp et L-Z
(Dittmann et Borner, 2005).

Les génesncyF, mcyH mcyl et mcyJ codent une racémase, un transporteur ABC, D-3-
phosphoglycérate (D-3-PGDH) et O-méthyltransfé@d), respectivement. La fonction
de ces genes comprend la coupure post transcmglfienfncyJ mcyF et mcyl) et le
transport de la toxinar(cyH (Ginnet al, 2009).

Comme les MCs, les NODs sont également produitesipgroupe de genesla
au moyen de systemes enzymatiques NRPS-PKS (HguEans le cas dd¥. spumigena
NSORI10, le locus du groupe de géenes (48kb) se compose de neuf cadres de lecture
ouverts (ORF : Open Reading FrammelaA-)) transcrit a partir d'une région promotrice
régulatrice bidirectionnelle (Moffitt et Neilan, @9).

R R

6"‘@ mdé(\ o PR SQ) \,{\cﬂo ‘\\dP” (\cﬁfb

“\0
Microcystin gene (mcy) cluster
: : C 5
R R U G L S
Nodularin gene (nda) cluster
Figure 4. Groupe de genaacyetndacodant pour la biosynthése de MCs et de NODs
chezM. aeruginosaPCC7806 eN. spumigen®&SOR10, respectivement. Noir — enzymes

tailoring, rouge — PKS, bleu — NRPS, blanc — non-8§8thétase, vert — transporteur ABC
(Rastogiet al, 2015).
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« Mécanisme d’action

Les MCs et les NODs causent des perturbations grdeela structure du foie
(Chorus et Bartram, 1999). Apres administrationlegralles sont transportées a traves
I'iléon dans la circulation sanguine par des poptjakes transporteurs d'anions organigues
(OATP) utilisés par les acides biliaires et s’acalent préférentiellement dans le foie
(Falconeret al, 1992). Les OATP ne sont pas seulement exprimés léafoie, mais aussi
dans le tractus gastro-intestinal, les reins, lgea, et il est prouvé que la MC-LR peut
étre transportée a travers la barriére hémato-tatigpe humaine (Fischet al, 2005). A
I'intérieur des cellules, les MCs et les NODs irdribles protéines phosphatases 1 (PP1) et
2A (PP2A) serine/thréonine eucaryotiques. L'inhdritde PP1 et PP2A conduit a I'hyper-
phosphorylation des protéines du cytosquelette 1(@gdr, 2004) résultant, lors
d’intoxication aigue, de la déformation des hépgites (apoptose et nécrose) menant a une
hémorragie massive et la mort en quelques heurawg@n, 1998). Les doses létales 50
(DL50) de la MC-LR et de la NOD-R mesurées pardatigm intra-péritonéale (i.p) chez la
souris sont comprises entre 25 et 150 mg/kg eeesfir et 150 mg/kg, respectivement
(Kuiper-Goodmaret al, 1999).

Il a été reporté que d’autres mécanismes peuveati@pliqués dans I'apoptose
induite par les MCs comme ['activation des caspafdadmark et al, 1999), la
modification de I'expression des protéines pro-aptigues de la famille Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) (Billamet al, 2008) et des espéses réactives de I'oxygéene (\Werad),
2007). Ainsi, il est bien connu que les MCs sor#t pleomoteurs de tumeur (MacKintosh
al., 1990). L'Organisation Mondiale de la Santé (OMSE}tabli une limite maximale
admissible de 1 pg/L pour les MCs dans I'eau pet@hiHO, 2004).

4.1.2. La cylindrospermopsine
e Structure chimique
La cylindrospermopsine (CYN), une molécule de paiddéculaire égal a 415 Da,
se présente sous la forme d'un alcaloide tricyeligde Guanine associé a un

hydroxymethyl-uracile (Figure 5) (Ohtaret al, 1992). Seulement deux variantes
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structurales sont connues : 7-epicylindrospermapset deoxycylindrospermopsine
(Bankeret al, 2000 ; Seiferet al, 2007).

La CYN est principalement produite comme une toxexéracellulaire, et il est
fréequent de trouver environ 70-98% de la toxinaltotdissoute dans la colonne d'eau
(Chiswellet al, 1999).

o

0,50

Nz, .=NH HM NH
74/ T
NH o
3)

Figure 5. Structurechimique de la Cylindrospermopsine (1) et ses auae : 7-déoxy-
cylindrospermopsine (2) et 7-epicylindrospermopg8)egMoreiraet al, 2012).

* Organismes producteurs

Elle est produite par certaines cyanobactéries ami@ylindrospermopsis
raciborskii (Ohtaniet al, 1992),Umezakia natanfHaradaet al, 1994), Aphanizomenon
flos-aquae(Preuselet al, 2006), Anabaena bergii (Schembriet al, 2001), Anabaena
lapponica(Spoofet al, 2006),Raphidiopsis curvat@t Raphidiopsis mediterrane@.i et
al., 2001 ; McGregoeet al, 2011), Oscillatoria sp. (Mazmouzt al, 2010) etLyngbya
wollei (Seifertet al, 2007).

* Bases moléculaires de la production de CYN

Le groupe de geneyr (42kb) codant pour les enzymes de la biosynthése¥iN
(Figure 6) code pour 15 ORFsy(A-O). La biosynthése de CYN est initiée par une
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amidino-transférase et complétée par des enzymdgpgeNRPS-PKS en combinaison

raiagrtivg

c\’1r oy ('Nf

avec des enzymes tailoring (Muenchhetfal, 2010).

Eﬁ? 0 C‘)T\Q“‘L W N:Lf) fP‘

o S

¢y v

¢y
Figure 6. Groupe de géeneyr codant pour la biosynthése de CYN ckezaciborskii

AWT205. Rouge— PKS/NRPS, vert— uracile, noir— enggitailoring, bleu— transporteur,

blanc— transposase, orange— amidino-transférasejenaégulateur (Rastogt al, 2015).

« Mécanisme d'action

La CYN a le potentiel d'interférer avec plusieumseg métaboliques. La toxicité
rapide semble étre médier par le cytochrome P450ri\et al, 2002). La toxicité a long
terme est due a I'inhibition irréversible de la thgse de protéines eucaryotiques (Tetao
al., 1994) et a linhibition de la synthése de glumine (GSH) qui conduit
potentiellement a 'augmentation du stress oxyd&ifnnegaet al, 1995). Des études ont
montré que cette cyanotoxine est génotoxique tengiellement cancérigene (Humpage
al., 2005). L’effet mutagéne de la CYN a été proinveitro. En effet, cette toxine cause la
rupture du brin de I'ADN et la perte de chromosguaedant la division cellulaire (Shem
al., 2002).

La cible principale de cette toxine est le foiejsrelle affecte également les reins,
le thymus, le tube digestif et les poumons (Texaal, 1994 ; Hawkinet al, 1997). La
toxicité de la CYN est inferieure a celle des autrépatotoxines, la DL50 de la CYN pure
est de 2 mg/kg par voie orale chez la souris erhé4es (Ohtanet al, 1992). Bien
gu'aucune valeur indicative officielle n'existe pda CYN, I'OMS considére un niveau
proposé de fig L™ (WHO, 2004).
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4.2. Les neurotoxines

Les neurotoxines comportent trois grands groupes anatoxines, la saxitoxine et
ses dérivés et l'acide aminé neurotoxique appeleétha-N-méthylamino-L-alanine
(BMAA) (Rodgerset al, 2018).

4.2.1. Les anatoxines

e Structure chimique

Comprennent I'anatoxine-a (ANTX), ’lhomoanatoxinéHANTX) et I'anatoxine-
a(S). L'ANTX et I'HANTX sont des alcaloides (Figur® principalement associés aux
genres Dolichospermum (Anabaen® Cuspidothrix Aphanizomengn Planktothrix
Oscillatoria, Phormidiumet Arthrospira L'anatoxine-a (S) est une N-hydroxyguanidine
cycligue phosphorylée (Figure 7) produite par dmscees du genrAnabaena C'est un
composé organophosphoré, de structure (5S) -2-atninf(hydroxyméthoxyphosphinyl)
oxy) -N, N-diméthyle-4,5-di hydro-1H-imidazole-5-thénamine. Elle inhibe de maniere
irréversible les acétylcholines estérases (AChRB)redi I'influx nerveux est bloqué (Moura
et Pinto, 2010). Cette toxine est structurellemeoin liée aux autres alcaloides
neurotoxiques produits par les cyanobactéries.attaine-a (S) est incapable de traverser
la barriere hémato-encéphalique, étant un inhibifgériphérique de la cholinestérase
(Cooket al, 1989).

Anatoxine-a Homoanatoxine-a Anatoxine-a(S)

Figure 7. Structures chimiques des anatoxines (Fathalli, 012
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» Bases moléculaires de la production des anatoxines

Elles sont synthétisées dans la cellule a partid'a®ithine via la putrescine
catalysée par I'enzyme ornithine décarboxylaseplDg, le séquencage partiel du génome
a démontré la présence d'un groupe de genes puatatdnt pour la voie de biosynthése de
I'ANTX et de I' HANTX chez des cyanobactéries telipieOscillatoria PCC6506 (Méjean
et al, 2014) etAnabaenastrain 37 (Rantala-Ylineet al, 2011 ; Figure 8).

\ » C
and G‘\WO&Y\GA and Gﬂ%ﬂao Oﬂaf’ m«o? aﬂoc’ Oﬂoﬂ

Figure 8. Groupe des genemachezOscillatoriasp. PCC6506. Vert— transporteur,
orangé—cyclase, bleu clair- thioestérase, mauvegdase, bleu- protéine adénylation,

jaune— acyl-carrier-protéine, rouge— PKS, noirpgpsase (Rastoegt al, 2015).
* Mécanisme d’action
Elles ciblent la jonction neuromusculaire et pasaht les muscles incluant ceux

impliqués dans I'activité respiratoire conduisanir& mort par arrét respiratoire (Brueio
al., 2017). Des mécanismes de toxicité supplémentaimeggalement été proposés pour
I'ANTX ; la pression artérielle, la fréquence caglie et les échanges gazeux ont été
affectés (Adeyemo et Siren, 1992). L'ANTX est uogihe extrémement puissante avec
une DL50 de 25Qg kg* (Devlinet al, 1977).
4.2.2. Les saxitoxines (STXs)

e Structure chimique

La saxitoxine (STX) et ses analogues (STXs) sompmses d’'un systeme 3,4-

perhydropurine tricyclique et possedent deux greuge guanidine. La molécule du STX
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peut étre substituée a différentes positions (Ei@)r Actuellement, 57 STXs sont décrites
(Wieseet al, 2010).

(A) (B)

Figure 9. Structures chimiques de la saxitoxine (A) et sedagues (B) (Ballott al,
2017).

» Organismes producteurs

La toxine est produite essentiellement par des cespéplanctoniques de
dinoflagellés marins (Neilaat al, 2008) et certaines cyanobactéries d’eau doueemen
A. flos-aquae Anabaenecircinalis, (Kuiper-Goodmaret al, 1999),Lyngbyawollei et C.
raciborskii (Nicholsonet al, 2003).

» Bases moléculaires de la production de STX

Le groupe de génes biosynthétiques de la STX (@38 ko) comprend 33 génes
(Figure 10). Les positions des géenes codant posirelezymes biosynthétiques, les
transporteurs et les protéines régulatrices au dieioluster différent entre les différentes
souches de cyanobactéries productrices de STXglu3e le profil toxique exprimé dans
différentes souches est déterminé par la posittola @résence, ou l'absence, de genes
spécifigues dans les groupes respectifs (Rastogil, 2015). Il a été postulé que la
biosynthese de STXs dépend du gexté (Kellmannet al, 2008).
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Figure 10. Groupe des genastchezAphanizomenosp. NH-5. Vert clair— transporteur,
blanc— transposase, noir—-inconnu, bleu foncé— sg¢cheert— PKS, bleu clair—
oxydoréductase, orangé— hydroxylase, rouge foregateur probable, orangé—

transférase, rouge— hydrolase (Rasaigil, 2015).

« Mécanisme d’action

C’est un groupe de toxines qui inhibent les carsadium voltage dépendant des
jonctions neuromusculaires et provoquent chez lasymiferes une paralysie musculaire

entrainant la mort par arrét respiratoire (Hump2ge3).

4.2.3. La béta-N-méthylamino-L-alanine (BMAA)

La figure 11 montre la structure chimique de baci §-2-amino-3-
méthylaminopropanoique (I-BMAA) de formule moléawma (CsH10N2O,). Elle est
produite par tous les groupes des cyanobactérierues des eaux douces, salines et
saumatres (Coxet al, 2005). La BMAA a été détectée dans une grandéétear
d’organismes ; zooplanctons, mollusques et poisgdmsassoret al, 2010 ; Lageet al,
2015), les cerveaux de patients décédés de Sclérmiéeale Amyotrophique (SLA), la
maladie d'Alzheimer et de Parkinson (Funa&tiTestai, 2008). Plusieurs études
épidémiologigues ont montré que l'incidence exeessies cas de SLA était liée a une
consommation de graines de I'arbre tropicgtas circinalistres riches en BMAA (Cogt
al., 2003). Cox et al. (2003) ont attribué cette neurotoxine aux cyantdvaes
symbiotiques Nlostocsp.) se développant dans les tissus des cycasir@saetudes ont
montré gque cette toxine est produite Nastocsp. isolée d’eau douce, saumatre et marine
(Coxet al, 2005).

Weisset al. (1989) ont montré que la BMAA pouvait endommagesysteme moteur, et
les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) étaides cibles moléculaires pour la
BMAA. La BMAA est capable de former des carbamatagec une ressemblance
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structurelle tres étroite avec le glutamate, exgig potentiellement sa capacité a se lier

aux récepteurs du glutamate et a étre toxique [psunotoneurones.

GMN,EHS
- H

NH-

L-BEMAA

Figure 11.Structures chimiques de la BMAA (Ploex al, 2017).
4.3. Les dermatotoxines
4.3.1. Les alcaloides

La lyngbyatoxine A, les aplysiatoxines et la déboaplysiatoxine sont des
alcaloides (Figure 12) retrouvés chez des cyanébestbenthiques telles qugngbya
Oscillatoria et Schizothrix(Chorus et Bartram, 1999). La lyngbyatoxine Aresponsable
des irritations cutanées et d’'inflammations oraegastro-intestinales (Cardelliea al,
1979). Les aplysiatoxines et les débromoaplysiagxisont des agents promoteurs de

tumeurs et des activateurs de protéines kinaseaujki(Et al, 1990).

Figure 12.Structure de la lynbyatoxine-a (A), de I'aplysiatex(B) et de la
debromoaplysiatoxine (C) (Merel, 2009).
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4.3.2. Les lipopolysaccharides

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des endotox@mésmnt dans la composition de
la paroi cellulaire externe des bactéries a Gragatifey compris les cyanobactéries. lls
sont responsables de réactions allergiques etuesighez les animaux et les humains et
certainement associés a des irritations cutanées €Kal.,1995). lls pourraient également
étre responsables d’effets gastro-intestinauxri@tron et d’inflammation (Stewast al,
2006). Mais leurs effets sont moins toxiques que datres bactéries a Gram neégatif
(Chorus et Bartram, 1999).

Les LPS toxiques ont été isolés a partir de plusigenres de cyanobactéries :
Microcystis Anabaena Spirulina et Oscillatoria. Les valeurs de DL50 des LPS des

cyanobactéries chez la sourie varient de 45 a IPRgr{Stewaret al, 2006).

4.4. Distribution des cyanotoxines et intoxicationsyanobactériennes dans le monde

Un total de 468 articles sélectionnés sur les dyactéries toxiques a été examiné
par Svitev et al. (2019). L'étude a montré 1118 identifications gisées de
cyanotoxines majeures dans 869 écosystéemes d'eaa de 66 pays dans le monde entier.
Les MCs étaient les cyanotoxines les plus souverggestrées dans le monde (63% ; 699
sur les 1118), suivi de la CYN (10%; 107 sur 11ties ANAs (9% ; 100 sur 1118) et des
STXs (8% ; 93 sur 1118). Les NODs étaient les ci@mtoes les plus rarement
enregistrées (2% ; 19 sur 1118). De plus, 183 Gatxications aux cyanotoxines ont été
enregistrés chez I'Homme et/ou les animaux. Surtesoules proliférations
cyanobactériennes toxiques examinées, le pouraeréaglus élevé d'empoisonnements
associés était trouvé en Ameérique du Nord et clen{@0% ; 69 cas sur 179), puis en
Europe (20% ; 35 sur 179), I'Australie y comprisiauvelle Zélande (15% ; 27 sur 179) et
I'Afrique (11% ; 20 sur 179), tandis que le poutege le plus faible était lié a I'Asie (8% ;
14 cas sur 179) et en Amérique du Sud (8% ; 14aa%79).
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L’ensemble des maniputations ont été réalisées waisslaboratoires de recheche.
L’étude des échantillons des cyanobactéries parteldmiques cultures-indépendantes
(identification morphologique et manipulations dAON) ont été conduites dans le
laboratoire du Département de Biologie de I'UniitérsAutonome de Madrid. Le
traitement des données NGS a été réalisé dansbteataire de Bioinformatique du
Département de Biosciences, Biotechnologies etlgiopacie, Université Aldo Moro Bari
(Italie). L’identification des toxines par HPLC-PDét LC-ESI-MS/MS, lisolement et
I'étude des cyanobactéries isolées ont été éffealaés le laboratoire de Biotechnologie
Bleue et Ecotoxicologie (BBE) du Centre Interdificigire de Recherche Marine et
Environnementale (CIIMAR) de I'Université Porto (Ramal).

1. Présentation du site d'étude

Le réservoir Cheffia (36°07'N et 8°03'E) est si@&weNord-Est de I'Algérie, Wilaya
d’El Tarf (Figure 13). Construit en 1956, il couvuae surface de 9.78 Kravec une
capacité totale de 168 Hrat un volume de stockage de 101 Hiestinés & lirrigation des
zones agricoles et a des besoins industriels eaimsniAgence Nationale des Ressources
en Eau, 2004). La pollution organique dans ce végesemble étre considérable ; en effet,
il est connecté a Oued Bounamoussa qui recoitejetsrde différentes origines : urbaine,

industrielle et agricole (Harrat et Achour, 2010).
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Figure 13.Situation géographique du barrage de Cheffia (Digrr2016).
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2. Echantillonnage

Des échantillons d’eau et de cyanobactéries posrétiedes physico-chimiques,
moléculaires et biochimiques ont été récoltés arvatles irréguliers, selon I'observation
de l'apparition des cyanobactéries a I'ceil nu ateair de la berge (site a acces facile,
Photos 1 et 2), pendant la période s’étalant d’ret@ Novembre 2014. Le volume d’eau

a échantillonner dépend des types d’analyses ééalis

Pour lidentification morphologique et les étudesléculaires, un maximum de
biomasse cyanobactérienne est concentré a l'aide fifet & plancton de 20 um de
diamétre de maille, prélevé de la berge et a fgibtdondeur (de quelques cm a 1 m de
profondeur de la surface de l'eau). Au laboratoi)0 mL de la biomasse
cyanobactérienne ont été conservés dans une soldéid_ugol a 4 °C et le reste a été
concentré sur des filtres GF/F (Glass Microfibegs derniers ont été conservés a -20 °C

jusqu’a leur utilisation pour les études molécusir

Les prélévements pour le dosage des paramétreegtysmiques ont été réalisés
directement avec une bouteille de polyéthyléene (ifr® a une profondeur d’environ 30
cm de la surface de l'eau ; les échantillons oatténsportés et conservés a 4 °C et

analysés dans les 24 heures.

Les études biochimiques des MCs ont été réalis@estia d’'un échantillon prélevé
avec une bouteille de polyéthyléne (1.5 L). Deuntgenillilitres (200 mL) d’eau ont été
filtrés sur deux filtres GF/C (100 mL par filtref) @nservés a -20 °C.

Pour l'isolement, un échantillon de cyanobactéae&té collecté le 21/10/2018, a
I'aide d’un filet & plancton de 20 um de diaméteendiaille, de la berge et conservés a 4°C

jusqu’a utilisation.
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Photo 1.Site d’échantillonnage au niveau du réservoir Ga¢photo prise le 13.10.2014,
BENREDJEM Lamia).

13.10.2014, BENREDJEM Lamia).
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3. Etude des échantillons d’eau et identification&s cyanobactéries par des techniques

culture-indépendantes

3.1. Mesure des parametres physico-chimiques dedie

Les parametres physico-chimiques suivants ont étérminés : température de
I'eau, et concentrations des minéraux suivantsmamum (NH*, mg L"), nitrates (N@,
mg L), nitrites (NQ", mg L"), et phosphore total (PT, m¢)L

e Température

La température de l'eau a été déterminée directerdans le site de
prélevement en utilisant un testeur a malanpa Instrumentsli 98129, PHK-260

010Y) apres calibration.

¢ Ammonium

Spectroquarft (Merck, Darmstadt, Allemagne) Test en tube Ammona

été utilisé pour le dosage de I'NH

Principe : dans une solution fortement alcaline, I'NHréagit avec les ions
hypochlorites pour donner de la monochloramineleGsl forme avec un phénol
substitué un dérivé bleu d’indophénol qui est dusephotométrie. La méthode est
analogue a APHA 4500-NH3 F (APHA : American Pulilealth Association)
(APHA, 1985), ISO 7150-1 (ISO : International Orgaion for Standardization)
et DIN 38406-5 (DIN : Deutsches Institut fir Norngiin

Méthode : dans un tube a essai, 5 mL de I'échantillon etdos® du réactif NiH1

ont été mélangés, ensuite le tube fermé hermétigoemété agité vigoureusement
jusqu’a dissolution totale du réactif. Aprés un psnde réaction de 15 minutes
(min), la concentration de 'NA a été mesurée avec un spectrophotomeétre a 655

nm.

e Nitrates
Spectroquarit (Merck, Darmstadt, Allemagne) Test en tube Nisaaeété

utilisé pour I'analyse des NO
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Principe : dans une solution sulfurique et phosphoriquejdas nitrates forment
avec le diméthyl-2,6-phénol (DMP) le nitro-4-dim@tR,6-phénol qui est dosé par
spectrophotometre.

Méthode : dans un tube a essai, 0.50 mL de I'échantillot@najouté a 1 mL du
réactif NGQ-1K. Aprés un temps repos de 10 min du tube briillantoncentration

des ions N@ a été mesurée par spectrophotomeétre a 320 nm.

Nitrites
Spectroquarft (Merck, Darmstadt, Allemagne) Test en tube Nigrite été

utilisé pour la mesure de la concentration des’NO

Principe : dans une solution acide les ions Nforment avec le fer (Il) éthyléne-
di-ammonium sulfate un composé fer (ll) jaune anbmert qui est dosé par

spectrophotometre.

Méthode : deux micro-cuillers du réactif NALK ont été introduites dans un tube a
essai et 8.0 mL de I'échantillon y sont ajoutés tube a été fermé hermétiguement
et agité vigoureusement jusqu’a dissolution tothleréactif. Apres un temps de
repos de 20 min, la concentration des ions ;N@ été mesurée par
spectrophotométrie a 320 nm.

Phosphore total

La concentration du PT a été déterminée en suidantméthode
spectrométrigue ammonium molybdate (ISO 6878: 2@d4n utilisant des tubes

de test commerciaux (Spectroquant, Merck, Darmstdidmagne).

Principe : la détermination du PT consiste a digérer et alexyoutes les formes
de phosphore avec du persulfate de potassium ésunaitide sous pression a 121
°C.

Méthode : dans une cuve, 4.0 mL de I'échantillon a analyset sL du réactif
NANOFIX R2 (peroxodisulfate de sodium) ont été méks et placés dans le bloc
chauffant. Apres 30 min a 120 °C, la cuve a étééetdu bloc chauffant et laissée
refroidir a température ambiante. Ensuite, 1 ml@hctif NANOFIX R3 et 20QL
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du réactif R4 (acide sulfurique) ont été ajoutémeétangés ; enfin la concentration

du PT a été mesurée aprés 10 min par spectrophiniem&90 nm.

3.2. ldentification morphologique des cyanobactérie

L’observation microscopique des cyanobactéries @ éhablie a l'aide d'un
photomicroscope Olympus BH-2 équipé d'une caméraca,eDFC300 FX (Leica
Microsystems, Germany), a 125 x et 500 x magnificet L'identification morphologique
est basée sur les criteres taxonomiques établiKgaarek et Anagnostidis (1999, 2005)
et Komarek (2013). Les parametres suivants onamadysés pour les formes coloniales :
forme et développement de la colonie, model d’aafiég cellulaire, diametre des cellules
et caractéristiques du mucilage. Pour les filamelatsforme et la taille des cellules
végetatives (intercalaires et terminales), la préseou I'absence d’hétérocystes, akinétes
et vésicules de gaz, la forme du filament et soeritel d’agrégation en colonies et la

présence ou I'absence de gaine mucilagineuse ®enéegistrées.

3.3. Etude moléculaire

La premiere étape consiste a extraire 'ADN génamidpans une deuxieme étape,
une amplification et le séquencage du gene de 'ARDE ont été réalisés en utilisant des
amorces universelles spécifiques aux cyanobact@resiite une amplification des génes
reliés a la synthése des toxines communes a digég@our déterminer une éventuelle
production des toxines.

Toutes les réactions de PCR ont été réaliséeswavélsermocycleur Thermal Cycler TC
5000 (TECHNE, Roissy, France).

3.3.1. Extraction d’ADN a partir des filtres
L'extraction de 'ADN génomique a partir des fétréF/F a été réalisée a l'aide du
kit miniature DNeasy Plant (QIAGEN, Hilden, Allemag) suivant le protocole décrit par

le fabricant et modifié par Lezcaetb al. (2016). Au début, chaque filtre est coupé en deux

et chaque partie est introduite dans un tube emptdé 1.5 mL afin d'éviter I'excés de
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résidus du filtre fibreux qui peut entraver I'extian de I'ADN. Immédiatement, les tubes
ont été introduits pendant 30 secondes (s) danszige liquide et ont été décongelés a
température ambiante, cette opération est répdtae fibis. Aprés la décongélation, les
cellules ont été éclatées en utilisant des billesverre stériles (212-300m, lavées a
l'acide, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Etats-Unig) un homogénéisateur (Precellys,
Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Franae 5000 rpm pendant 40 s.
L’ARNase a été ajoutée aux tubes ensuite inculés°&€ pendant 10 min, puis centrifugés
a 20 000 x g pendant 2 min. Les surnageants orttatsférés dans de nouveaux tubes a
microcentrifugeuse en évitant les résidus de fikree stade, les instructions du fabricant
ont été suivies et les deux tubes appartenant aveniétre a fibres de verre ont été
combinés a la méme colonne Spin DNeasy Mini.

La concentration et la pureté des extraits d’ADN &@ confirmées par spectrophotométrie
a 260 et 280 nm (ThermoScientific Nanodrop ND-10@0jfin, 'ADN a été conservé a -

20 °C jusqu'a amplification par PCR puis séquencage

3.3.2. Amplification du gene de 'ARNr 16S

L’ARNr 16S est une région de I'opéron ribosomiqumngtituée de neuf régions
variables (1500 nt), flanquée par des régions cuéss. Dans notre étude, I'amplification
de la région hypervariable V3- V4 de 'ADNr 16S {3pb) a été réalisée en utilisant les
amorces CYA359F (forward /| GGG GAA TYT TCC GCA ATGG) et CYA781Ra/b
(reverse/ GAC TAC TGG GGT ATC TAA TCC CAT T/ GAC TAAGG GGT ATC
TAATCC CTT T) (Nubelet al, 1997).

La solution de réaction d’amplification contenaiill de tampon de la polymérase, 1.5 pL
de MgC}, 3.13 pL de désoxynucléotide triphosphate (ANTPsM), 5 pL de sésum
albumine bovine (Bovine Serum Albumin, BSA), 1.25 ge chaque amorce (10 mM), 1
puL d’échantillon d’ADN, 0.1 puL de Ta@pNA polymeras€QIAGEN) et 6.37 pL d’eau
milli Q ; le volume final étant de 20 uL pour chadube PCR.

Les réactions de PCR ont été réalisées en suigantdnditions suivantes : dénaturation
initiale de 5 min a 94 °C puis 35 cycles de 1 mB4&C, 1 min a 60 °C et 1 min a 72 °C.
Le cycle se terminant avec une extension final@@emin a 72 °C (Nubedt al, 1997). Au

terme du programme, les amplicons obtenus ontoétgecvés a - 20 °C jusqu’a utilisation.
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3.3.3. Séquencage du gene de 'ARNr 16S

Les produits de PCR du géne de I'ARNr 16S de chamlantillon ont été
quantifiés par fluorimétrie avec PicoGreen (Inwgea, CA, USA) et regroupés a des
concentrations équimolaires. Ensuite, un séquengegsif a été réalisé par paires de 2 x
250 pb dans une plateforme lllumina MiSeq (Parqueni@ico de Madrid, Madrid,
Espagne) en utilisant les amorces CYA359F et CYA&R/&lDb).

Principe de la technique Illumina Miseq

Cette technologie a été créée a l'origine par @a|Bentley, 2006), une compagnie
qui fut rachetée par lllumina en 2007.
La technologie de séquencage Illlumina "Paired-E(felgure 14) consiste au séquencage
des deux extrémités d’'un méme fragment d’ADN (Stbauget al, 2008). Pour cela, des
séquences adaptatrices sont associées aux exgamgdragments d’ADN simples brins
(Figure 14, encadré a). Ces fragments d’ADN sostigé® immobilisés (de facon aléatoire)
sur une surface en verre (ou « flow cell », FC)laguelle se trouvent des amorces (dont
les séquences adaptatrices sont complémentairgsiréFL4, encadré b). L’amplification
par pontage va permettre I'amplification localis#en fragment unique en plusieurs
centaines de millions de fragments identiques (divgtion clonale) formant un
regroupement d’ADN clonal appelé « cluster » (Fegli, encadré c). Les brins anti-sens
sont ensuite clivés a la fin des amplifications ppermettre la linéarisation des brins sens
et leur séquencage. Le brin anti-sens de chaggméat amplifié est clivé puis éliminé. Le
brin restant se voit alors hybridé a une amorces@iencage pour étre ensuite mis en
présence d'ADN polymérase et des quatre nucléotidegportant chacun un terminateur
de chaine réversible marqué par un fluorophoreifgpée au nucléotide en question
(Figure 14, encadré d). Aprés excitation au lasefluorescence émise par un nucléotide
incorporé est captée et analysée pour toutes lesies de fragments amplifiés sur la
plaque, puis, apres clivage des terminateurs dénehan nouveau cycle d'ajout des
nucléotides peut commencer (Figure 14, encadr€el.cycles de séquencage se répétent
permettant ainsi de déduire la séquence de chaeuresl fragments une base a la fois

(Figure 14, encadré e).
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Figure 14.Principe de I'approche lllumina (Strausbetgl, 2008).

3.3.4. Traitement bioinformatique et analyse statisque

Les fichiers générés par illumina Miseq sont saumét fastQ, un format qui contient

les séquences des lectures et leurs qualités aseprdbabilités d’erreur par nucléotide.
Cette probabilité est codée sur I'échelle Phred :

» probabilité d’erreur de lecture de la base de 18&6ye PHRED =10 ;

» probabilité d’erreur de lecture de la base de 186r&PHRED = 20 ;
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» probabilité d’erreur de lecture de la base de 03é&6ye PHRED = 30.

Chaque lecture est représentée par 4 lignes (Figyre

* la premiere ligne commence par le symbole ‘@' sliinn identifiant de séquence ;

» la seconde ligne correspond a la séquence ;

» la troisieme ligne commence par '+' suivi évenamént du nom de la séquence,
encore une fois ;

» la quatrieme ligne correspond a la séquence quidité 2 ligne.

Start symbol ?equence D

‘Sequence

= i /
S
Eread00179 ¥
AGTCTGATATEGCTGTACCTATTATAATTCTAGGCGCTCAT
GCCCGCGGATATCGTAGCTATATGCTTCA

—

8;ACCCD?DD?? ?@B9<0<CACE=AARAABA B<REBB2 +
495;;3900,02..-&-&-*%,,,, (0%~}

4
|
|

Encoded guality values,
one symbel per nucleotide

Figure 15.Exemple d’'une séquence générée par lllumina Miseq.

Avant toute analyse de données NGS, un controleét€uaas fichiers fastq recus est
nécessaire. Pour cela on a utilisé le logiciel ®&st(disponible gratuitement,

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projedstfic). Ce logiciel permet de générer

un rapport de la qualité moyenne sous forme HTM{p@iText Mark-Up Language).

Apres, différentes analyses sur les données ontéél&sées et pour chaque analyse un
programme a été utilisé. Les amorces ont été &iesimles séquences en utilisant cutadapt
(Martin, 2011) ; FLASH (Magoc et Salzberg, 201%) en outil appliqué pour assembler
les paired end reads. Ces derniers ont subit ensunitdébruitage (denoising) en ASV(s)
(Amplicon Sequences Variants) (Callahath al, 2017) en utilisant DADA2 (version
1.10.1) (Callaharet al, 2016). Les ASV(s) résultants ont été alignés deepipeline
BioMaS (Bioinformatic analysis of Metagenomic AnganS, Fosset al, 2015) contre la
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base de données SILVA, version 138 NR 99 (Pruetsak 2007) et les ASVs affiliés aux
chloroplastes ont été éliminés.

Les séquences de 'ARNr 16S ont été stockées @dabade des données brutes Sequence
Read Archive (SRAQttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/srakous la référence PRINA612648.
SRA est un format d’archive de I'INSDC (InternatbrNucleotide Sequence Databases
Collaboration, entre DDBJ, DNA DataBank of JapaNAEEuropean Nucleotide Archive,
and GenBank). Le centre Américain pour les inforamet biotechnologiques (National

Center for Biotechnology Information, NCBI) mainmttda base de données SRA comme
déepot des données issues des technologies de sagaea haut-débit (454 de Roche,
lllumina, SOLID d’Applied Biosystems...).

L’abondance relative des séquences a été calculédasbase du nombre total des

séquences et les ASVs observés par échantillon.

3.3.5. Recherches des genes reliés a la synthésend&abolites secondaires toxiques

Quarte genes mcyE cynJ anaF et sxtl; responsables de la synthése des
microcystines (MCs), cylindrospermopsines (CYNSg)ataxines (ANAS) et saxitoxines
(STXs), respectivement, ont été recherchés. Leact@istiques des amorces et des

programmes de PCR suivis pour chaque amplificatort représentées dans le tableau 2.

L’amplification de chacun de ces génes a été gmltkans un volume total de 18
puL contenant 2 pL de tampon PCR (Qiagen), 1.2 uMd€l,, 0.5 pL de dNTPs (2 mM),
1 pL de chaque amorce (10 mM), 1 pL d’ADN génomiet®.1 uL de Tag DNA Pol
(Qbiogene) dans un volume d’eau milli Q de 12.8 puL

Les contrbles positifs contenaient 1 pL d’ADN desichesM. aeruginosaUAM
247, A. issatchenkiiSP 33,A. gracile UAM 529 et A. ovalisporumUAM 290, de la
collection de I'Université Autonome de Madrid (UAMproductrices de MCs, ANAs,
STXs et CYNSs, respectivement.

L’amplification du genemcyEa été réalisée selon les conditions suivantes : une
dénaturation initiale a 92 °C pendant 2 min et $6leas a 92 °C pendant 20 s, 52 °C
pendant 30 s et 72°C pendant 1 min.
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Le genecynJa été amplifié sous les conditions suivantes: w@ratliration initiale
a 94 °C pendant 3 min et 30 cycles a 55 °C pentiarg, 55 °C pendant 20 s, 72 °C
pendant 3 min et une étape d’extension finale & f&ndant 7 min.

Pour les deux géneanaF et sxtl, les conditions de PCR sont les suivantes : une
dénaturation initiale a 94 °C pendant 4 min et $6las a 94 °C pendant 10 s, 55 °C
pendant 20 s, et 72 °C pendant 1 min.

Tableau 2.Caractéristiques des amorces utilisées pour l'dicgtion des génes reliés a la
synthese des toxines.

Gene ciblé Paire d’amorce Séquence Référence

/ taille (pb) utilisée

mcyE/ 472 HEPF TTTGGGGTTAACTTTTTTGGCC Jungblut et Neilan,
HEPR AATTCTTGAGGCTGTAAATCGG 2006

cynJ/ 578  cynsulfF ACTTCTCTCCTTTCCCTATC Mihali et al. (2008)
cylnamR GAGTGAAAATGCGTAGAACTTG

anaF/ 461 atxoaf TCGGAAGCGCGATCGCAAATCG Ballot et al. (2010)
atxar GCTTCCTGAGAAGGTCCGCTAG

sxtl/ 960  sxtaf AGCGCTGCCGCTATGGTTGTCG Casercet al. (2014)
sxtar ACGCAATGAGGGCGACACCAC

Les produits de PCR ont été analysés via une ejguirése en gel d’agarose. Ce
gel contenant 1.5% (p/v) d’agarose dans du tamp&a IX (Tris-Acétate-EDTA, pH 8).
Le colorant GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Bromuféthidium) (Biotium, Hayward,
CA) a été incorporé au gel (0.01 pL/mL); lors denligration, il s’'intercale entre les bases
d’ADN et émet une fluorescence lorsqu’il est expadea lumiere Ultraviolet (UV). Apres
la polymérisation du gel, dans chaque puitd.%le chacun des produits de PCR aL3]u
tampon bleu de bromophénol ont été mélangés etsdépdrois microlitres (3 pL) d'un
marqueur de taille moléculaire Gel pilot 1 kb Plusdder (DNA molecular Weight
Markers de QIAGEN, Figure 16) ont été égalementodép dans l'un des puits pour
estimer la taille des fragments obtenus. La migratiu gel a été faite a 100 V pendant 90

min et la révélation des bandes a été effectuées Baunsillumination aux UV avec un
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systeme de documentation sur gel (Gel Doc 1000R&ioLaboratories, Hercules, CA,
USA).

Base Pairs

—
— 5,000
- 5000

— 4,000
— 3,000
— 2,500
— 2,000

— 1.500

— 1,000
— 750

— 500

— 250

Figure 16. Marqueur de taille moléculaire 1 kb Plus Ladder.

3.3.6. Extraction et identification des toxines

3.3.6.1. Extraction

Chaque filtre a été placé dans un volume suffigiiitmL) de méthanol (MeOH)
(50%, viv) et soumis a une macération meécanique plarasonication (Vibra
cell, Sonics& Materials Inc Danbury ConnecticutUSA) dans un bain de glace pendant 5
min a 60 Hz. Le surnageant a été ensuite récum@régmtrifugation a 4995 g pendant 5
min a 4 °C (GYROZEN 2236R, High Speed Centrifug@REA) et conservé a 4 °C. Le
culot a été dissout dans du MeOH (50%, v/v) et eorisa 4 °C pendant une nuit pour une
deuxieéme extraction. Les surnageants collectéslei@s extractions ont été séchés dans un
évaporateur rotatif (Rotavapor R-300, Blchi Labadrtek AG, Flawil, Switzerland) (<35
°C ; <150 mbar) et I'extrait sec a été dissout dansolume de 1.5 ml de MeOH (50%,

v/v) et conserveé a -20 °C.
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3.3.6.2. Identification

L'identification des toxines a été réalisée premméent par Chromatographie

Liguide a Haute Performance (HPLC) couplée a une&éur Photodiode Array
(HPLC/PDA) (Churroet al, 2017) en utilisant un systeriPLC Water§ Alliance 2695
(Milford, MA) couplé a un détecteur PDA 2998, ants par Chromatographie Liquide -
lonisation Electrospray - Spectrométrie de Mas$e-@ASI-MS/MS) (Mayumiet al, 2006)

pour confirmer l'identité des pics.

HPLC/PDA : I'élution a été réalisée sur une colonne M&rcichrospher RP-18
(5 um, 250 mm x 4.6 mm i.d.) maintenue a 45 °C. La @hmebile est constituée
de MeOH a 0,1% d’acide trifluoroacétique TFA (Saolv&) et du TFA a 0,1%
d’eau Milli-Q (Solvant B). Le volume injecté est @0uL et le flux étant de 0.9
mL par min pendant 30 min ; le détecteur PDA balaydomaine 200-400 nm.

Le programme du gradient utilisé est représenté tatableau 3.

Tableau 3.Gradient d’élution utilisé en HPLC-PDA pour I'anag/des MCs.

Temps (min) 0 5 10 15 15.1 20
Solvant A (%) | 55 65 80 100 55 55
Solvant B (%) |45 35 20 0 45 45

Les MCs ont été identifiees sur la base de leactsp UV caractéristique, et leur
temps de rétention avec le logiciel Empower 2™ @fatography Data Software.
La MC-LR (Cyano Biotech GmbH, Berlin) a été utiksséomme variante standard.

LC-ESI-MS/MS : l'analyse a été réalisée &nll scan(270-2000 m/z) en utilisant
une plateforme Liquid Phase Chromatograph Finnigaurveyor (Thermo
Scientific, San Jose, CA, USA), couplée d’'un dé&tecte spectrométrie (MS Mass
LCQ FleetTM ion trap) avec une source d’ionisataen type electrospray (ESI),
comprenant une pompe Surveyor LC, un passeur diiitbas Surveyor et un

détecteur Surveyor Photoelectric Diodearray (PDA).
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La séparation a été réalisée sur une colongeH@persil Gold column (100 x 4.6
mm |.D., 5um, ThermoScientific, Waltham, MA, USA) maintenu% °C, avec
un gradient d’élution d’acétonitrile (phase mobget d’eau (phase B) contenant
0.1% d’acide formique. Les proportions utiliséestdes suivantes : 55% A et 45%
B a 0 min, 90% A et 10% B & 12 min, 100% A a 12i6,r00% A a 15 min, 45%
A et 55% B a 15.01 et 25 min. Ces derniers cirduderec un debit de 0.7 mL/min

et le volume d’injection est de 20 puL d’échantillon

Les parametres optimaux d’ionisation sont les sus/a une tension capillaire
maintenue a 22 kV ; une tension de pulvérisatiorb@ekV et une température
capillaire maintenue a 350 °C. Les spectres denfesgation sont collectés avec
une énergie de collision de 35 électrons-volts (eM)ensemble des modules sont
pilotées par le logiciel XcaliburTM version 2 (Thes Scientific, San Jose, CA,
USA). L'identification a été réalisée en comparke® masses moléculaires (m/z)

des masses éluées avec celles décrites dangdatlite.
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4. Etudes des cyanobactéries isolées
4.1. Isolement des cyanobactéries

Aprés un enrichissement sur milieu liquide d’'uneédude 20-30 jours, l'isolement des
cyanobactéries a été réalisé par ensemencemegélese a 1.5% agar. Les boites ont été
observées réguliérement sous microscope inversé@BiMi8; aprés plusieurs repiquages
sur de nouvelles boites, les souches isolées émhaintenues sur milieu liquides dans des
bouteilles de culture de 75 &rtGreiner Bio-One, Germany). L'isolement et le nti@in

des cyanobactéries ont été réalisés sur le mili@d1B(Annexe 1) (Rippkat al, 1979),
dans une chambre de culture (Figure 17) avec ue dyc10 h lumiere /obscurité a 19 £ 1
°C. La croissance des microorganismes eucaryote&téainhibée par I'addition du
Cyclohexemide (Sigma) a 1g@ mL™* au milieu de culture dans les premiéres étapes de
I'isolement (Rippka, 1988).

Figure 17.Chambre de culture du CIIMAR (Porto, Portugal).
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4.2. Caractérisation morphologique

L'observation microscopique des souches isoléet aéalisée sous microscope
optique Olympus BX5 a 100 x, 400 x et 1000 x mdgatfons. Des photographies ont été
prises avec une caméra LéidaFC550 et les dimensions des cellules ont étémétées
a partir de 100 cellules pour chaque souche a kOBagnification a I'aide du logiciel
Leica®Las. La classification taxonomique est détermiréersles critéres de Komarek et
Anagnostidis (1999, 2005).

4.3. Extraction d’ADN

L’ADN génomique a été extrait avec le Kit Pureli@enomic DNA (Invitrogen,
San Diego, CA) selon les instructions du fabricaatqualité de 'ADN a été vérifiée avec
électrophorése sur gel d’agarose a 1.0 % puis 'AB{tfait a été conservé a -20 °C

jusqu’a utilisation.

4.4. Amplifications du gene de 'ARNTr 16S et séqueage

Le gene de I'ARNr 16S a été amplifié en utilisaes lamorces CYA359F/
CYA781R (GGGGAATYTTCCGCAATGGG/ GACTACTGGGGTATCTAATCCATT)
(Nibel et al, 1997) et 27F1/1494Rc (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG/)
TACGGCTACCTTGTTACGAC (Neilanet al, 1997). Les réactions PCRs ont été
réalisées avec le thermocycldBiometra TProfessional gradient thermocycler (Batra,
Gottingen, Germanyygans un volume final de 20..

Le mélange de la réaction contenaijilldu tampon 8 Green GoTa{ Flexi (Promega),
1.5 pL de Mgdd (25 mM), 1.25 pL de chaque amorce (M), 3.13 puL de dNTPs mix
(187.5 uM, Promega), 5 uL de BSA, 0.1 puL de GoTaQNA polymerase (0.5U,
Promega), lL d’ADN et 6.37 pL d’eau milli Q.

Les conditions de la réaction PCR sont: dénaturatigiale a 95°C pendant 2 min, suivie
par 35 cycles avec une dénaturation a 95°C peridami, hybridation a 55°C pendant 45s

et extension a 72°C pendant 1 min.
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Les produits de PCR ont été examinés sur gel diagaa 1.0% révélé avec SYBRafe
DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) puis piéif avec le kit NucleoSpinGel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Duren, Germany) delmstructions du fabricant

Les produits purifiés ont été séquencés selon lthaodé de Sangeet al. (1977) par
I'entreprise GATC Biotech (Allemagne).

Pour les ADN dont les séquences sont de faibleditémga cause de la présence de

bactéries contaminantes), un clonage a été réalisé.

Clonage
* Vecteur utilisé

Le kit TOPCP TA Cloning (Invitrogen) a été utilisé dans cettape. Le vecteur
utilisé est le plasmide pCR2.1-TOP® (Annexe 2) d’'une taille de 3,9 kb, il posséde un
gene de résistance a I'ampicilline et permet lenafie direct des produits de PCR
présentant des bouts francs (Figure 18). Aucunesti@n du vecteur n’est nécessaire parce
gu'il est déja sous forme linéaire.

MI13 reverse

prlmiing s“: ) ﬂ N &
M8 paiadll wl BEERRREE Y
-
“5

& pCR-TOPO*
2 39kb

Figure 18.Le plasmide pCR 2.1-TOPGS
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* Milieux de culture

Le milieu solide Luria Bertani (LB, Biorad, Annex) contenant 10Qug mi™*
d’ampicilline a été utilisé pour la croissance a&sélection des cellules transformées. Les
boites LB ont été additionnées de 40 pL d’X-g&@ramo-5Chloro-4indol-33-D-

Galactopyranosidet0 mg/ml dans la formamide) par étalement eraserf

Le milieu SOC (Super Optimal broth with Cataboligpression, Sigma, Annexe 1) a été

utilisé dans la derniere étape pour optimiserdagformation.
Les étapes sont les suivantes :
* Ligation

Un mélange de la réaction de ligation contenant dgd produits PCR, 1uL de la
solution saline (1.5 M MgCl ; 0.06 M Mgg| 0.5 pL d'eau et 0.5 pL du vecteur
pCR™ 2.1-TOP@ a été incubé pendant 20 min & température ambimgaite

placé dans la glace.
* Transformation

Chaque tube eppendorf de la réaction de ligati@téaadditionné de 50 pL des
cellules compétenteBscherichiacoli OneShdt TOP10 (Invitrogen) et incubé dans
la glace pendant 30 min, ensuite un choc thermides cellules a été réalisé
pendant 30 s a 42°C sans agitation. Puis, les tuligs été transférés

immédiatement dans la glace pendant 2 min. Datapé suivante, 250 uL du
milieu SOC ont été ajoutés a chaque tube eppertlantubés pendant 1H a 37°C
avec agitation (180 rpm). 100 pL de chaque culdikgee ont été étalés sur les
boites LB (boites diluées). Le reste des culturégéacentrifugé a 5000 g pendant 3
min. Environ 100 pL du surnagent ont été élimingéle eulot a été dissout dans le
surnageant restant. Les cultures concentrées érdtaliees sur d’autres boites LB
(boites concentrées) et le reste des cultures acatéervé a 4°C. Les boites

ensemencées ont été incubées pendant une nui€a 37°
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* Analyse des cellules transformées

Aprés une nuit d’incubation, les boites ont étéec@és pendant 20 min a 4°C. Les
clones recombinants ont été ensuite transférés desmgubes contenant 5 ml du
milieu SOC additionné de 1@ mI'* d’ampicilline, et mis en culture pendant une

nuit a 37 °C avec agitation a 2000 rpm.
» Isolement du plasmide et séquencage

L’ADN du plasmide a été isolé en utilisant le kiedElute™ Plasmid Miniprep
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) selon les ingttions du fabricant. Les
plasmides ont été séquencés bidirectionnellemenitibsant les amorces : 27F1,
CYA359F, CYA781R et 1494Rc, par la méthode de Samgeal. (1977) par
I'entreprise GATC Biotech (Allemagne).

4.5. Traitement des séquences du gene de 'ARNr 16S

Les séquences brutes sens et antisens (fichiedsoahlété assemblées avec le
logiciel Geneious (version 8.1.8) puis déposéess danbase de donnédgsenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.goy/ sous les références suivantes : OM401262, OM4%)126
OM401264, OM401265, OM401266, OM401267, OM401268)401269, OM401270,
OM401271, OM401272, OM401273 et OM401274.

Les séquences obtenues ont été comparées avecdasnses publiées sur NCBI

(accessible viehttp://www.ncbi.nlm.nih.goy/ en utilisant I'algorithme BLASTN (Basic

Local Alignment Search Tool Nucleotide). Un arble/lpgénétique a été construit sur la
base des résultats obtenus en utilisant le modee “Olick” de la plateforme online
Phylogeny.fr fittp://www.phylogeny.fr/simple_phylogeny.cddereeperet al, 2008). La

procédure comprend quatre étapes i: (1) alignemrmeritiple par MUSCLE, (2) curation
avec le programme Gblocks qui élimine les posititailement alignées et les régions
divergentes, (3) phylogénie par PhyML (Phylogenetistimation using Maximum
Likelihood), et (4) visualisation de I'arbre pardeogramme TreeDyn. Dans cette méthode,
un nouveau indice : test du rapport de vraisemklaapproximatif (approximate

likelihood-ratio test—alLRT) remplace la procédueshiotstrap.
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4.6. Recherches de génes reliés a la synthese demes

L’amplification des génes reliés a la synthéseMEs (mcyA, 'amino- transférase
(AMT) des complexes synthétases des MCs et des N@DgE), des STXsgxtA sxtGet
sxtl), des ANAs &naQ), et des CYNsdyrJ) a été realisée par PCR avec des amorces
spécifiques (Tableau 4). Le volumesdeéactions d®CR, 18 pL, est composé de 2 pL du
tampon 1 X PCR (Promega, Madison, WI, USA), 1.2deLMgC} (2.5 mM), 0.5 pL de
dNTPs (250 uM), 1 pL de chague amorce (10 pmdl)pQ. de Taq DNA polymerase (0.5
U), 1 uL de 'ADN génomique et 12.8 puL d’eau mQi
L’amplification du géenemcyA a été réalisée selon les conditions suivantes: une
dénaturation initiale a 95 °C pendant 2 min et $6las a 95 °C pendant 90 s, 56 °C
pendant 30 s, et 72 °C pendant 5 sne extension finale a 72°C pendant 7 (8iaker et
al., 2007). Le genencyEa été amplifié selon le programme suivant : uneatiéation
initiale & 94 °C pendant 5 min et 35 cycles a 9%&@dant 60 s, 52 °C pendant 30 s, et 72
°C pendant 60 s avec une étape d’extension final@°€ pendant 5 min (Jungblut et
Neilan, 2006). Les conditions de PCR pour les gémes et sxtG sont comme suit: une
dénaturation initiale a 98 °C pendant 30 s, ensfitecycles a 98 °C pendant 5s, 62 °C
pendant 5 s et 72 °C pendant 10 s, finalement 7g€i@@ant 1 min (Savelket al, 2015).
Pour le génesxtl, les conditions PCR sont : 94 °C pendant 3 miB%etycles a 94 °C
pendant 10 s, 52 °C pendant 20 s, et 72 °C per@fastet une extension finale72°C
pendant 7 minlLopeset al, 2012). Les conditions de PCR pour le gepel sont : une
dénaturation initiale a 94 °C pendant 3 min et $0las a 94 °C pendant 10 s, 50 °C
pendant 20 s, et 72 °C pendant 60 et une étapéed@rn finale & 72°C pendant 7 min
(Mihali et al, 2008). Pour le génanaC les conditions PCR sont comme suit : une
dénaturation initiale a 94 °C pendant 2 min et $6las a 94 °C pendant 30 s, 58 °C
pendant 30 s, et 72 °C pendant 30 s et une élamgati72°C pendant 5 min (Rantala-
Ylinenet al, 2011).

La soucheM. aeruginosd EGE 91339 a été utilisée comme contrdle positifrdes genes
mcyAet mcyE A. gracile LMECYA 040 pour les géenesxtA sxtGet sxtl, C. raciborskii
LEGE 97047 eAnabaenasp. LEGE X-002 pour les genegrJ et anaF, respectivement.

Ces souches appartiennent a la collection de eultiur laboratoire de Biotechnologie
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Bleue et d’Ecotoxicologie (Blue Biotechnology andokoxicology Culture Collection,
LEGE-CC)du CIIMAR (Porto, Portugal).

Les réactions de PCR ont été réalisées avec lemdbgcleurs Veriti thermal cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) oBiometra TProfessional gradient
thermocycler (Biometra, Goéttingen, Germany). Leedpits de PCRobtenus ont été
analysés par électrophorése sur gel d’agarose% dolbré avec SYBR Safe DNA Gel
Stain (Thermo Fisher Scientific) et photographiésisstransillumination UV avec un
systéme de documentation de gel (Gel Doc 1000, &loRaboratories, Hercules, CA,
USA).

Tableau 4.Caractéristiques des amorces utilisées dansdetaesPCR.

Genes Amorces Sequence (5'-3) Taille (bp) Referee
mcyA mcyA-Cd1lF AAAATTAAAAGCCGTATCAAA 297 Hisbergues
mcyA-CdiR AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT et al.2003
mcyE HEPF TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC 472 Jungblut et
HEPR AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT Neilan,
2006
SXtA SXtA855F GACTCGGCTTGTTGCTTCCCC 648 Savela et
sxtA1480R GCCAAACTCGCAACAGGAGAAGG al. 2015
sxtG sxtG432F AATGGCAGATCGCAACCGCTAT 519 Savela et
sxtG928R ACATTCAACCCTGCCCATTCACT al. 2015
sxtl sxtl 682F GGATCTCAAAGAAGATGGCA 200 Lopeset al.
sxtl 877R GCCAAACGCAGTACCACTT 2012
cyrd cynsulF ACTTCTCTCCTTTCCCTATC 584 Mihali et
cylnamR GAGTGAAAATGCGTAGAACTTG al. 2008
anaC anaC-genF  TCTGGTATTCAGTCCCCTCTAT 366 Rantala-
anaC_genR CCCAATAGCCTGTCATCAA Ylinen et
al. 2011
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1. Etude des échantillons naturels

1.1. Parametres physico-chimiques et qualité de Be

Les résultats de quelques parameétres environnemeetd état trophique des eaux
du réservoir Cheffia déterminés au cours de laopériOctobre-Novembre 2014 sont
représentés dans le tableau 5. La températureae Varie entre 29.0 °C au début du mois
d’Octobre et 21.0 °C a la fin du mois de Novemhrecaune valeur moyenne d’environ 24
°C. Des concentrations élevées de nutriments antobservées ; des teneurs d’azote
inorganique total entre 13.34-19.07 nibdt des teneurs de phosphore total entre 2.02-6.30
mg L.

Tableau 5. Caractéristiques physico-chimiques des eaux dervés Cheffia pendant la

période Octobre-Novembre 2014.

Echantillons Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3
Parametres (13.10.2014) (09.11.2014) (22.11.2014)
Température (°C) 29.0 22.5 21.0
NOsz (mg L") 0.42 3.15 1.07
NO, (mg L") 12.92 14.31 11.65
NH4" (mg L) 2.39 1.61 0.62
PT (mg L") 2.02 6.30 3.49

1.2. Observation microscopique des cyanobactéries

1.2.1. Genres et espéces identifiés

Sur la base des criteres morphologiques définis Kmanarek et Anagnostidis
(1999, 2005), des formes coloniales caractérissiguegenréicrocystisont été observées
(Tableau 6, Figure 19) avec une grande diversitphmogique. Quelgues morphotypes
ont été identifies au niveau spécifique, il s’adé M. aeruginosa M. novacekii M.
panniformis M. ichthyoblabeet M. flos-aquae Pour les formes filamenteuses, deux

groupes ont été identifies : l'ordre des Oscillatiess représenté par les genres
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Planktothrix Planktothricoides Oscillatoria, et Phormidium et I'ordre des Nostocales

caractérisé par la présence du geAphanizomeno(irableau 7, Figure 20).

Tableau 6.Caractéristiques des colonies observées au niveagsdrvoir Cheffia.

Espéce

Caractéristiques Figure

M. aeruginosa

Colonie mucilagineuse, microscopique, irréguliergd (A)
souvent macroscopique, allongée, 600-900 pum de
diamétre, composée de sub-colonies, avec un contour
irrégulier et un grand nombre de cellules condesée
Mucilage incolore, diffluent, avec un contour visib
Cellules sphériques avec vésicules a gaz et un

diamétre de 4-6 um.

M. novacekii

Colonie microscopique, parfois macroscopiquEd (B)
subdivisée en sub-colonies, souvent sphériques et
compactes.

Mucilage incolore, irrégulier, délimité, non diféat,

mais avec un contour rétractif.

Cellules sphériques, condensées, de 3-5.5 um de

diamétre et avec vésicules a gaz.

M. panniformis

Colonie irréguliére, macroscopiques. 19 (C)
Mucilage incolore.
Cellules sphériques, de 2.5-4 um de diametre et

arrangées irrégulierement dans la colonie.

M. ichthyoblabe

Colonie sphérique, irréguliere et composée iie (D, E)
groupes de cellules.
Mucilage homogeéne et incolore.

Cellules sphériques de 2-3 um de diametre.
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M. flos-aquae

Colonie microscopique, plus ou moins sphérique aver(F, G)
contour irrégulier, compacte et composée d'une dgan
densité de cellules.

Enveloppe mucilagineuse fine, hyaline et incolore.

Cellules sphériques, de 3.6-4.2 pum de diametrevet a

vésicules a gaz.

Microcystissp.

Colonies microscopiques ou macroscopiques, ¢ ai® (H-Q)
différentes formes (sphériques, ovales, allongéas o
irrégulieres), avec une grande densité des celanesmgées

dans un mucilage commun.

Mucilage fin, incolore, souvent homogéne, diffluent

délimité et parfois avec un contour rétractif.

Cellules sphériques avec vésicules a gaz et un édiam

supérieur a 3 pm.
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—
158 pm

Figure 19. Morphotypes des formes coloniales des cyanobastér réservoir Cheffia.
(A) M. aeruginosa(B) M. novacekii (C) M. panniformis (D-E) M. ichthyoblabe (F-G)
M. flos-aquae (H-Q) Microcystissp.
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Tableau 7. Caractéristiques des formes filamenteuses obsemgeasveau du réservoir
Cheffia.

Espece Caractéristiques Figure

Planktothrix Trichome droit avec une gaine mucilagineuse, sa&ts(a)

pseudagardhii étranglements aux parois transversales et de 4tfh4de
largeur.

Cellules avec vésicules a gaz, de 1.2-3.2 um dgukr ; les

cellules apicales sont arrondies.

P. agardhii Trichome droit, de 3-5 um de largeur, sans d'élements 20 (b)
aux parois transversales.
Cellules courtes qui contiennent des vésicules 2 (g5

cellules apicales sont arrondies.

Planktothricoides Trichome solitaire, plus ou mois droit, isopolairsans 20 (c)
raciborskii étranglements aux parois transversales, de 4-6qulargeur,
avec enveloppe fine incolore et de petites vésicalgaz.

Les cellules terminales sont atténuées.

Oscillatoriasp.  Trichome droit avec des étranglements aux pard&(d)
transversales.
Les cellules sont courtes, discoides, de 2-4 urfomgueur,
finement granulées, sans vésicules ; les cellyesakes sont

arrondies sans paroi épaisse.

Oscillatoriasp.  Trichome légerement incurve, de 20-25 um de largewc 20 (e)
des étranglements aux parois transversales.
Les cellules sont discoides, de 3-4 um de longudes

cellules terminales sont atténuées.

Oscillatoriasp.  Trichome droit ou faiblement incurve, avec étrangtats aux 20 (f)
parois transversales, de 9-11.5 um de largeur.
Les cellules sont courtes, de 2-4 um de longuenenfent
granulées, sans vésicules a gaz.

Les cellules apicales sont arrondies et non ate&nué
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Espece

Caractéristiques Figure

Phormidiumsp.

Trichome isopolaire, plus ou moins droit, de 4-7 den 20 (Q)
largeur, avec une enveloppe ferme, incolore.

Les cellules contiennent des granules mais pas de
vésicules a gaz; les cellules terminales sont adiEs et

pointues.

Aphanizomenosp.

Cellules végétatives hyalines, cylindriques,7de9.2 x 20 (h)
3.4-4.2 pm.

Cellules terminales allongées, cylindriques, pastisans
vésicules a gaz.

Hétérocystes intercalaires, solitaires, cylindrajude 6.2-
7.0x3.13.6 um.

Akinétes intercalaires, longues, cylindriques, ahges

des hétérocystes, 40-52 x 5.7-6.5 pm.
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(c) Planktothricoides raciborskit (d) Oscillatoria sp.

(e) Oscillatoria sp. (f) Oscillatoria sp.

(h) Aphanizomenon sp.

Figure 20. Morphotypes des formes filamenteuses des cyanafesdu réservoir Cheffia.
Barre d’échelle = 20 um.

1.2.2. Distribution des cyanobactéries

Parmi les six genres identifiés au cours de laopérid’étude, uniquement trois
genres: Microcystis, Planktothrixet Planktothricoidesont été identifiés dans tous les

échantillons (Tableau 8).

58



Chapitre 3. Résultats

Tableau 8. Distribution des cyanobactéries identifiees aleaivdu réservoir Cheffia par

investigation morphologique durant la période Orteldovembre 2014.

Taxons 13.10. 2014 09.11. 2014 22.11.2014
M. aeruginosa X X
M. novacekii X

M. panniformis X X
M. ichthyoblabe X X
M. flos-aquae X
Microcystissp. X X X
P. pseudagardhii X X X
P. agardhii X X X
Planktothricoides X X X
Oscillatoria X

Phormidium X

Aphanizomenon X

1.3. Concentrations et puretés des ADN extraits

L’ADN total des échantillons a été extrait aveckie miniature DNeasy Plant
(QIAGEN, Hilden, Allemagne) et la concentration lat pureté ont été mesurées avec
spectrophotométrie a 260 et 280 nm (Thermo Scienfifanodrop ND-1000). Des
concentrations d’ADN de 14.5, 13.3 et 18.7 ng/ult été obtenues pour les trois
échantillons, respectivement. La pureté des ADNagst évaluée par le rapport de
I'absorbance a 260 nm et 280 nm, a donné des wabirl.92, 1.90 et 2.12 des trois

échantillons, respectivement. Un rapport d’envitdh est généralement acceptable.
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1.4. Traitement des séquences de 'ARNr 16S

1.4.1. Analyse statistique de qualité

Avec la technologie Illumina Miseq, deux librairiggar échantillon ont été

construites, il s’agit d'un séquencage des deuwéscatun segment d’ADN avec un
chevauchement des séquences au centre ce qui peemetconstruire un brin d'une
longueur supérieure a chacun des deux brins iriticast ce qu’on appelle paired-end.
Les analyses statistiques de qualité avec Fast@@ontré que les longueurs des lectures
des trois échantillons obtenues par illumina Misagent entre 35 et 301 pb (Tableau 9)
avec une majorité des séquences de longeur supéael®0 pb (Figures 21, 22, 23, 24, 25
et 26). Le nombre des séquences de faible qualitéut et le GC% varie entre 52 et 55%
(Tableau 9).

Tableau 9. Statistiques de base des séquences de 'ARNrl6&alsstchantillons des
cyanobactéries obtenues par FastQC.

Echantillon/lecture Nombre total Séquences de Longueur des GC%

de séquences faible qualité  séquences (pb)

13.10.2014 / lecture 1 369 687 0 35-301 52
13.10.2014 / lecture 2 369 687 0 35-301 53
09.11.2014 / lecture 1 355 398 0 35-301 54
09.11.2014 / lecture 2 355 398 0 35-301 55
22.11.2014 /lecture 1 407 004 0 35-301 52
22.11.2014 / lecture 2 407 004 0 35-301 53
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Figure 21. Distribution des longeurs ¢ séquences sur togtées séquences de 'ARNr1

de la lecture 1, échantillon 1.
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Figure 22. Distribution des longeurs des séquences sur tbes séquences de '’ARNr1¢

de la lecture 2, échantillon 1.
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Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figure 23. Distribution des longeurs dséquences sur toutes Ieéquences de '’ARNr1¢

de la lecture 1, échantillon 2.
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Figure 24. Distribution des longeurs des séquences sur thes séquences de '’ARNr1¢

de la lecture 2, échantillon 2.
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Distribution of sequence kngths over 3l sequences
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Figure 25. Distribution des longeurs des séqces sur toutes seséquences de 'ARNr1¢

de la lecture 1, échantillon 3.
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Figure 26. Distribution des longeurs des séquences sur ttes séquences de 'ARNr1¢

de la lecture 2, échantillon 3.
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1.4.2. Classification taxonomique

Les séquences du gene de I'ARNr 16S obtenues éntr&tées par plusieurs
logiciels pour la détermination de l'identité dgmoobactéries présentes dans le réservoir
Cheffia. A partir d'un nombre total de 1,132,089 sences brutes, apres traitement, plus
de 53% des séquences initiales on été retenuete@lab0). Néanmoins, plus de 130,000
séquences par échantillon ont été conservéesadask de la classification taxonomique,
environ 99.19 % des séquences retenues (271 AS¥Espondait aux cyanobactéries

(Tableau 10) avec élimination de 57 séquencedaélels aux chloroplastes.

Tableau 10.Résultats de l'analyse des séquences de I'ARNrd@&nues par illumina

Miseq.
Echantillons 13.10.14 09.11.14 22.11.14
Lectures brutes (nombre) 369 687 355 398 407 004
Lectures assemblées (%) 91,09 90,25 90,74
Lectures retenues aprés débruitage (%) 54,68 52,48 52,82
Lectures affiliées aux cyanobactéries (%) 99,44 5809, 98,55

Les analyses des données statistiques ont mongrdeguséquences affiliées aux
cyanobactéries dans les trois échantillons sorttiltli®es entre trois ordres dominants :
Chroococcales (34,6%INostocales (33,3%) et Oscillatoriales (31,9%). pearcentages
de 0.013% et 0.008% correspondaient aux ordres &gsechococcales et

Chroococcidiopsidales, respectivement.

Au total, 28 genres de cyanobactéries ont été iftsnf Microcystisreprésentait la
premiere position des séquences (34.2%) suivigsmgénre®\phanizomenoi(20.1%) et
Planktothrix  (20.0%). Les genres Planktothricoides Cylindrospermopsis
Sphaerospermopset Pseudanabaenétaient présents mais constituaient une minorité de
la population des cyanobactéries ; les pourcentsgsles suivants : 8.6%, 7.1%, 6.0% et
2.4%, respectivement. La fraction des cyanobactédentifiées avec un pourcentage
inférieur a 1% correspondait aux genf@eseofilum(0.4 %), Cyanobium(0.4 %) et
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Phormidium(0.4 %). Les cyanobactéries identifiées avec unrqesiage inférieur a 0.1%
appartenaient aux genresOscillatoria, Leptolyngbya Pantalinema Synechocystjs
MerismopediaGloeocapsaProchlorothrix Nodosilinea TychonemaChroococcidiopsis
Aliterella, Scytonema Tolypothrix Nosto¢ Calothrix, Rivularia, Arthrospira et

Dolichospermum

1.4.3. Abondance relative

Le plus grand nombre des ASVs a été observé dansomamunauté des
cyanobactéries du premier prélevement (135 AS\M8y; slu troisieme échantillon (116
ASVs) par contre la communauté du deuxieme préleneiam montré le plus faible nombre
(57 ASVs). La composition taxonomique des troisaitiions a montré des différences
des valeurs d'abondance relative (Figures 27-28yrdie des Nostocales a été
completement absent au deuxieme point d'écharmigige (c.-a-d. 09.11.14) tandis que le

premier et le troisieme sont plus similaires.
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Figure 27.Abondance relative des cyanobactéries du rése@lmffia au niveau ordre.
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Figure 28. Abondance relative des cyanobactéries du réseBlmffia au niveau genre.

1.5. Localisation des genes reliés a la synthéses dexines

Les toxines communes ; MCs, NODs, ANAs, CYNs et STont été recherchées
par amplifications des génes correspondants avearderces spécifiques. Les résultats de
I'amplification ont donné un résultat positif aviecpaire d’amorce HEPE/HEP&blant le
genemcyE (Figure 29) révélant ainsi I'éventuelle présencesdaches productrices des
MCs.

mcyE (472 ph)

Figure 29.Profil électrophorétique sur gel d’agarose 1.5% du gécyEdes trois
échantillons des cyanobactéries. M: Marqueur die t@NA ladder 1 kb plus) ; +C:
contrdle positif ; Ligne 1: échantillon 1 (13.10120) ; Ligne 2: échantillon 2 (09.11.2014);

Ligne 3: échantillon 3 (22.11.2014) ; - C: contrakgatif.
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1.6. Identification des microcystines par HPLC-PDAet LC-ESI-MS/MS

Les chromatogrammes obtenus par HPLC-PDA ont matgti pics bien définis
avec des spectres d’absorption UV a 232.2 nm (Rit288.1 nm (Pic 2), caractéristiques
des MCs, et des temps de rétention de : 7.783 tr8i8&7 min, respectivement (Figures
30-31). Sur la base du standard de la MC-LR ufils@ic 2 correspondait a la MC-LR.

s

Figure 30.Chromatogramme HPLC-PDA extrait a 238 nm des egtdes cyanobactéries
du réservoir Cheffia. (Abréviation: AU = unités bsorption).

T.783 Peak 1 8.817 Peak 2
J196.8
0.02—
- 232.2
IZI.IIIIII—-| 0.00
-0.02—
7 -0.02
-0.04—
- | T T T T |
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nm nm

Figure 31.Spectre d’absorption et temps de rétention des pies obtenus avec HPLC-
PDA a 238 nm des extraits des cyanobactéries @éuvais Cheffia. (Abréviation: AU =
unités d’absorption).

L’analyse par LC/ESI-MS/MS a confirmeé lidentité eMC-LR pour le Pic 2, le
spectre a montré le pic d’ion parent de la MC-LR/Z(=995) et les masses des ions

produits apres dissociation induite par collisidralfleau 11, Figure 32). Par contre, le
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spectre de la fragmentation du pic 1 n’a pas mdaesréragments caractéristiques des MCs
(Figure 33).

Tableau 11.Fragments produits par LC/ESI-MS/MS caractéristiogde la MC-LR.

m/z Fragment

599.27 [Arg + Adda + Glu + H]

866 [M + HJ - Glu

553 Mdha + Leu + MeAsp + Arg + H
977 MH' - H,O

967 MH" - CO

553 Mdha + Ala + X + MeAsp + Arg + H
470 Ala + X + MeAsp + Arg + H

397 Glu + Mdha + Ala+ X p H

303 [MeAsp + Arg + NH + 2H]
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Figure 32.Spectre electrospray de la MC-LR (m/z 995.42) détpar LC/ESI-MS/MS

dans les extraits des cyanobactéries du réserveifi@. (Abréviations: m/z =
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masse/charge, MC-LR: Microcystine-LR).
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Figure 33.Spectre electrospray du pic 1 détecté par LC/ESIMES
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2. Isolement, identification morphologique, étude mléculaire et phylogénie
2.1. Isolement des cyanobactéries et identificatiamorphologique

Au total treize (13) souches de cyanobactériegtinisolées (Figure 34). Selon les
criteres morphologiques de Komarek et Anagnosii&99, 2005), les souches isolées
appartenaient a deux ordres: Oscillatoriales eto@tuccales. Elles ont été identifiees
comme : Geitlerinema (G.) amphibium (4 souches)Lyngbya (L.) nigra (1 souche),
Lyngbya sp. (1 souche),L. cincinnata (1 souche), Microcoleus sp. (1 souche),
PseudanabaenéP.) rosea(l souche)Aphanothecsp. (2 souchesMicrocystis(M.) flos-

aquae(1 souche) evlicrocystissp. (1 souche).

Figure 34. Culture des cyanobactéries obtenues aprés 2 maselathent et de
purification. a : Aphanothecesp. CR10, b ‘Aphanothecesp. CR11, c M. flos-aquae
CR13, d :Microcystissp. CR12, e Microcoleussp. CR8, f:Lyngbyasp CR6, g :L.
cincinnata CR7, h:P. roseaCR®9, i: G. amphibiumCR2, j: G. amphibiumCR3, k:G.
amphibiumCR4, |:G. amphibiumCR1, m:L. nigra CR5.

Les caractéristiques morphologiques des isolatsdamrites ci-dessous.

Souche 1

Identification taxonomique : G. amphibiumCR1

Caractéristigues morphologiques :les trichomes forment un tapis fin et mince (Fegur
35. A). lls sont droits ou ondulés, sans ramifmatide 1.77 - 2.97 um de largeur, sans
étranglements aux parois transversales, unisén@shiles, sans paroi et composés
uniguement de cellules cylindriques de 1.96 - 4738 de longueur, sans aérotopes mais
avec des granules (Figure 35.B).
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Figure 35.Photographies de la soucBeamphibiumCR1 isolée du réservoir Cheffia.—
partie du tapis ; B — détail du trichome.

Souche 2

Identification taxonomique : G. amphibiumCR2

Caractéristigues morphologiques les trichomes ont une largeur de 1.7 - 2.5 unsaht
unisériés, mobiles, sans gaine, groupés en tapései minces (Figure 36.A). llsont
simples,droits ou ondulés, cylindriques sur toute la languavec des étranglements aux
parois transversales. lls sont composés uniquederellules cylindriques plus longues
que larges (Figure 36.B), d’une longueur de 1.3156 um ; les cellules contiennent des

granules bleu-vertes.

Figure 36.Photographies de la soucBeamphibiumCR2 isolée du réservoir Cheffia.-A
tapis bleu-vert ; B-morphologie du trichome.
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Souche 3

Identification taxonomique : G. amphibiumCR3

Caractéristigues morphologiques :les trichomes sont de couleur bleu-verte brillagite
forment un tapis (Figure 37.A), ils ont une largdarl.52 - 2.92 um, ils sont cylindriques,
unisériés, mobiles, sans gaine, plus moins drs#ss étranglements; possédent des corps
polaires (Figure 37.B), et sont composés uniquemertellules cylindriques qui sont plus

longues que larges, leur longueur est de 1.441-|3r8.

Figure 37.Photographies de la soucBeamphibiumCR3 isolée du réservoir Cheffia.-A

tapis bleu-vert ; B- morphologie du trichome.

Souche 4

Identification taxonomique : G. amphibiumCR4

Caractéristigues morphologiques :le thalle est diffluent, fasciculé, formant un &pi
(Figure 38.A). Les trichomes ont une largeur deB1.2.54 um, avec une gaine, sans
ramification, de couleur bleu-verte brillante, 8snt unisériés, droits avec ondulations,
sans étranglements aux parois transversales, c@splescellules cylindriques avec des
granules. Les cellules sont principalement plugl@s que larges, de 1.82 - 3.59 um de
longueur, rarement isodiamétriques et sans aére{épgure 38.B).
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Figure 38.Photographies de la soucBeamphibiumCR4 isolée du réservoir Cheffia.-A

tapis bleu-vert ; B- morphologie du trichome.

Souche 5

Identification taxonomique : L. nigra CR5

Caractéristiqgues morphologiques les trichomes forment un tapis (Figure 39.A), dsts
droits ou légérement ondulés, sans étranglemeRrtpawis transversales, de 12.82 - 17.84
um de largeur, jusqu'a 19.22 um dans les filamérgsplus agés, isopolaires avec des
enveloppes qui contiennent un seul trichome. Lésegasont fines et dures, ouvertes a la
fin, incolores ou de couleur bleu et Iégerementadies du trichome dans les filaments
ageés. Les filaments sont mobiles par glissenlesd. cellules sont courtes, discoides, de
1.95 - 5.15 um de long, avec un contenu granukdides aérotopes. La reproduction se
produit par désintégration du trichome en courtesmiogonies mobiles avec l'aide de
nécridies (Figure 39.B).

Figure 39.Photographies de la souchenigra CR5 isolée du réservoir Cheffia.— partie

du tapis ; B — détail du trichome.
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Souche 6

Identification taxonomique : Lyngbyasp. CR6

Caractéristigues morphologiques :le thalle est fasciculé (Figure 40.A). Trichomes de
13.00-19.36 pm de largeur, isopolaires avec desirtaisons identiques et des gaines qui
contiennent un seul trichome. Les gaines sont fietesigides,incolores, cylindriques,
ouvertes a la fin. Les cellules sont de couleusegthleu-verte clairement courtes que
larges, de 1.9 - 5.2 um de longueur. La majorite fdaments ont une largeur de 15.03 -
22.92 um, sans étranglements aux parois transeersdl mobiles par glissement. Des
hormogonies se développent a partir de la fin delsames sous forme de cellules courtes
(Figure 40.B).

Figure 40.Photographies de la soudhgngbyasp. CR6 isolée du réservoir Cheffia.-A

agrégation des trichomes en taplisu-vert ; B- morphologie du trichome.

Souche 7

Identification taxonomique : L. cincinnataCR7

Caractéristigues morphologiques :le thalle est formé de filaments enchevétrés (leigur
41.A). Les trichomes ont une largeur de 13.46 -6@9um, ils sont cylindriques,
légérement ondulés, isopolaires et possédent dasgé&ments aux parois transversales.
Les filaments ont une largeur de 15.43 — 20.36 gompacts et superposés en groupes.
Les gaines sont fermes, épaisses, de couleur jaunertes et contiennent un trichome.
Les cellules sont discoides, 2.09 - 4.62 um de,lemgours plus courtes que larges. Le
contenu cellulaire est granulaire, les aérotopes isoes (Figure 41.B). La reproduction se
produit par désintégration des trichomes en honescytpartir du filament entier.
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Figure 41.Photographies de la soudhecincinnataCR7 isolée du réservoir Cheffia.-A

tapis bleu-vert ; B-morphologie du trichome.

Souche 8

Identification taxonomique : Microcoleussp. CR8

Caractéristigues morphologiques :a I'observation macroscopique, elle forme un tapis
fasciculé vert olive (Figure 42.A). Les trichomesnsde 3.08 - 5.17 um de largeur;
ondulés ou enroulés comme un vis, avec des étraeghs aux parois transversales
(Figure 42.B). Les filaments sont mobiles et endsud’'une gaine ferme et épaisse,
homogéne, ouverte a la fin, hyaline et comprendseul trichome (Figure 42.C). Les
filaments sont de 3.75 - 7.67 um de largeur, ui@isgrcylindriques et isopolaires,
composés de cellules majoritairement isodiamétsaquefaiblement longues que larges, de
3.09 - 6.02 um de longueur et contiennent des @@est Les cellules apicales sont
coniques sans calyptras et la reproduction se prpdwn fragmentation du trichome en
hormocytes immobiles (Figure 42.D).
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Figure 42.Photographies de la soudiiécrocoleussp. CR8 isolée du réservoir Cheffa.

— partie du tapis avec des filameatglulés ou enroulés en spiral® — détails des
filaments et des cellules apicales, C — gaineulselD —hormocytes

Souche 9

Identification taxonomique : P. roseaCR9

Caractéristigues morphologiques :elle forme des tapis fins et des colonies groupées de
couleur rouge-violacée (Figure 43.A), composés mehdmes droits ou légerement
incurvés, de 1.61 - 2.67 um de largeur, sans gawe; des étranglements aux parois
transversales. Les filaments sont simples, sangfications, composés uniquement de
cellules cylindriques, de 1.67 - 3.89 um de longusans aérotopes (Figure 43.B). La
reproduction se produit par désintégration en tdlsolitaires. Les trichomes sont trés
mobiles par rotation.
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Figure 43.Photographies de la soudReroseaCR9 isolée du réservoir Cheffia.-Atapis

rouge-violacé ; B- morphologie du trichome.

Souche 10

Identification taxonomique : Aphanothecap. CR10

Caractéristigues morphologiques : les colonies sont irrégulieres, microscopigues a
macroscopiques, bleu-vertes, entourées d’un muiliag incolore et distinct a la marge
(Figure 44. A), contiennent des cellules principseat sphériques ou ovales, de 1.07 -
1.98 um de diametre, avec des vésicules a gaz, le coetdnie couleur bleu-verte péle et
entourées d’enveloppes individuelles. Les envelsgmnt fermes, délimitées et colorées

en bleu-vert foncé (Figure 44.B).

Figure 44.Photographies de la soucAphanothecesp. CR10 isolée du réservoir Cheffia.

A —apparence de la colonie —Brganisation des cellules et morphologie.
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Souche 11

Identification taxonomique : Aphanothecsp. CR11

Caractéristigues morphologiques :les colonies sont sphériques, de contour irrégulier
microscopiques, mucilagineuses et forment des agglations granulaires visibles a I'ceil
nu (Figure 45.A). Le mucilage est incolore et hoamog sans contour rétractif, délimité a
la marge et suit le contour irrégulier de la coforlies cellules sont sphériques, de 0.90 -
1.36 um de diametre, de couleur bleu-verte brillante aleplégérement distantes les une

des autres, sans vésicules a gaz, possedent sa@gegtanulations fines avec un contenu

plus ou moins homogeéne et sont entourées d’'unéheandividuelle mince (Figure 45.B).

Figure 45.Photographies de la soucAphanothecsp. CR11 isolée du réservoir Cheffia.

A —morphologie de la colonie ; Borganisation des cellules.

Souche 12

Identification taxonomique : Microcystissp. CR12

Caractéristigues morphologiques : les colonies sont macroscopiques, lenticulaires,
faiblement allongées, tridimensionnelles, regrogpdans des masses macroscopiques,
flottantes, gélatineuses, de couleur bleu-vertatiennent des cellules entourées d'un

mucilage fin (Figure 46.A) et formant des agrégadsforte densité. Les cellules sont

sphériques, de 4.02 - 5.97 um de diamétre, se@l#taiu en paires aprés division, avec des
enveloppes individuelles, le contenu est souvemhdgene, de couleur verte olive ou

brune avec des aérotopes (Figure 46.B). La divisedllaire se produit par fission binaire

dans trois plans perpendiculaires.
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Figure 46.Photographies de la souckiécrocystissp. CR12 isolée du réservoir Cheffia. A
morphologie de la colonie ; Barrangement des cellules et morphologie, grarudes

olive ou contenu brun, aérotopes.

Souche 13

Identification taxonomique : M. flos-aquaeCR13

Caractéristigues morphologiques : & I'observation macroscopique, des groupes de
colonies forment une couche de biomasse gélatineleseverte flottante. Les colonies
sont sphériques, avec un contour irrégulier, mayp&jues a macroscopiques. Le
mucilage est incolore, faiblement distant des gesuge cellules et délimité par une ligne
faiblement réfractive (Figure 47.A). Les cellulesssphériques ou hémisphériques apres
division, de 3.98 - 5.74am de diametre et entourées d’enveloppes individsadpaisses.
Le contenu cellulaire apparait granulaire de caulerte olive ou brune avec aérotopes
(Figure 47.B).
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Figure 47.Photographies de la souckle flos-aquaeCR13 isolée du réservoir Cheffia. A

—morphologie de la colonie ; B arrangement des cellules et morphologie, grarugdds

olive ou contenu brun, aérotopes, mucilage.

2.2. Analyse Blast

L’'analyse BLAST a montré des pourcentage d’idenétévés, entre 97.26 et
99.91%, entre les séquences du gene de 'ARNr 88Sduches isolées au cours de cette
étude et 27 autres souches appartenant aux ordresoddccales, Oscillatoriales et

Synechococcales disponibles sur GenBank (Tablepu 12
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Tableau 12. Identité (%) des séquences du géne de 'ARNr 188 das souches des
cyanobactéries isolées du réservoir Cheffia etslaarrespondances les plus proches
disponibles sur Genbank (NCBI).

Souche (Numéro  Correspondancedes plus Couverture des Pourcentage
d’accession) proches (Numéro d’accession) séquences identité (%)
requétes (%)
G. amphibiunCR1 Geitlerinemaamphibiuml013- 82 99.39
(OM401262) 0021 (KY550458)
Anagnostidinemamphibium 98 99.13
NRERC-450 (MN179486)
PseudanabaenaestianaNRERC- 98 99.13
303 (MN145866)
Limnothrixsp. B15 (GQ848190) 98 99.13
G. amphibiunCR2  Geitlerinemaamphibiumi013- 83 99.74
(OM401263) 0021 (KY550458)
PseudanabaenaestianaNRERC- 99 99.56
303 (MN145866)
Limnothrixsp. B15 (GQ848190) 100 99.56
Anagnostidinemamphibium 100 99.49
NRERC-451 (MN179485)
Jaaginemasp. TAU-MAC 0110 96 97.59
(MNO062656)
G. amphibiunCR3 Geitlerinemaamphibiuml013- 85 99.91
(OM401264) 0021 (KY550458)
Anagnostidinemamphibium 100 99.70
NRERC-450 (MN179486)
PseudanabaenaestianaNRERC- 100 99.70
303 (MN145866)
Limnothrixsp. B15 (GQ848190) 100 99.70
Jaaginemasp. TAU-MAC 0110 97 97.71
(MN062656)
G. amphibiunCR4  Geitlerinemaamphibiuml013- 85 99.91
(OM401265) 0021 (KY550458)
Limnothrixsp. B15 (GQ848190) 100 99.85
Anagnostidinemamphibium 100 99.70
NRERC-450 (MN179486)
PseudanabaenaestianaNRERC- 100 99.70
303 (MN145866)
Jaaginemasp. TAU-MAC 0110 98 97.73
(MNO062656)

82



Chapitre 3. Résultats

Tableau 12.(suite)

Souche (Numéro Souches les plus proches (NumércCouverture des Pourcentage

d’accession) d’accession) séquences identité (%)
requétes (%)
L. nigraCR5 Phormidiumcf. irriguum CCALA 99 99.85
(OM401266) 759 (FN813343)
Oscillatoriasp. UIC 10045 93 99.35
(KF444211)
LyngbyamartensianaH3b/33 95 97.78
(JN854141)
Lyngbyasp CR6  Phormidium cf. irriguunCCALA 97 99.85
(OM401267) 759 (FN813343)
Oscillatoriasp. UIC 10045 90 99.28
(KF444211)
LyngbyamartensianaH3b/33 92 97.73
(JN854141)
L. cincinnataCR7 Phormidiumcf. irriguum CCALA 97 99.63
(OM401268) 759 (FN813343)
Oscillatoriasp. UIC 10045 91 99.04
(KF444211)
Lyngbyamartensianad3b/33 93 97.50
(JN854141)
Microcoleussp. Microcoleussp. HTT-U-KK5 99 99.40
CR8 (OM401269) (EF654070)
P. roseaCR9 Pseudanabaena limnetidam1 100 99.27
(OM401270) (LC434121)
Limnothrix redekeCCAP 1459/29 100 99.05
(HE974998)
Arthronema gygaxian® TCC 393 100 98.39
(AF218370)
Aphanothecsp.  Synechococcusp. CACIAM 66 100 99.11
CR10 (MG272380)
(OM401271)
Cyanobiunmsp. JJM10D4 100 98.96
(AM710359)
Aphanotheceninutissima 100 97.41
2L.T34S03 (FM177488)
Microcystiselabeng AB001724) 100 97.26
Aphanothecep. 4SS (MH341432) 86 97.79
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Tableau 12.(suite)

Souche (Numérc Souches les plus proches (Numéro  Couverture  Pourcentage

d’accession) d’accession) des séquencesdentité (%)
requétes (%)
Aphanothecesp. Synechococcusp. CENA108 100 98.96
CR11 (EF088334)
(OM401272)
Cyanobiunsp. JJ22K (AM710364) 100 98.30
CyanobacteriunDC-1 (JF966674) 100 98.30
Cyanodictyorsp. JJCD (AM710382) 100 98.22
Aphanocapsa salin8AG 33.79 100 98.07
(KM020007)
Aphanothecesp. 4SS (MH341432) 87 97.89
Microcystissp.  Synechococcusp. CENA108 100 98.08
CR12 (EF088334)
(OM401273)
Cyanobiunmsp. JJM10D5 (AM710380) 100 98.00
M. flos-aquae  Microcystis flos-aqua€HAB541 100 99.77
CR13 (KJ818189)
(OM401274)
Sphaerocavum brasiliens&CIBt3094 100 99.32
(KY460548)
Synechocystisp. SAG 45.90 100 99.47
(KM019995)

2.3. Phylogénie

L’arbre phylogénétique obtenu a partir de 'analBs&AST comprend cing groupes
(Figure 48). Le groupe A comprend les séquencesaashedMicrocoleussp. etLyngbya
spp. Ce groupe est composé de deux sous-groupes-gsoupe | consiste a la souche
Microcoleussp. CR8 et une autre soudileerocoleusdu GenBank, HTT-U-KKS5 ; le sous-
groupe Il contient toutes les souchgsmgbyaavec une séquence d’'une souche du méme
genre :L. martensianaH3b/33, et deux autres séquences des geDeedllatoria et
Phormidium(Oscillatoria sp. UIC 10045 ePh. cf. irriguum CCALA 759). Le groupe B
consiste uniqguement a la séquence de la sodhdélos- aquaeCR13 et une séquences
d'une souche de la méme espedd, flos-aquae CHAB541, et celles des genres
Synechocystiset Sphaerovacumdu GenBank $ynechocystissp. SAG 45.90 etS.
brasilienseCCIBt3094). Le groupe C est représenté par leshasG. amphibiumavec
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des séquences des souches appartenantGauxmphibium Limnothrix Jaaginema
Pseudanabaenat Anagnostidinemale groupe D contient les deux picocyanobactéries
des genreg\phanotheceet la souche identifiée sur la base des criteregphologiques
comme Microcystis sp. avec des séquences des souches appartenangeares
CyanobacteriumCyanobium Synechococcus\phanotheceCyanodictyon Aphanocapsa

et Microcystis de la base de données GenBank. Le groupe E torsisa souche
Psedanabaenat des séquences du GenBank des espé&chimineticaliml, L. redekei
CCAP 1459/29 eArthronema gygaxianll TCC 393.

"'H—lll 69_Microcolens_sp_CREB |
' EF654[J?D _Microcaoleus_sp HTT U_KKS I
] IMNBS4141 Lyngbyva martensiana_H3b_ 33
0.991, [KF444211_0Oscillatoria_sp_UIC_10045 A
)M401268_Lynghbya_cincinnata_CR7 ]
os OM401267_Lyngbyva sp CRE
[ | OM401266_Ly nI a_nigra_CRS
FMBE13343_ Phormi dium _cf imiguum_ CCALA 759
,3"[1—14 1274 Microcystis_flos_aquae CR13
KI818189 NI]D’DE\SI]S flos_aquae_CHABS41 B
o EMDLQBQS Synechocystis sp SAG_45 90
KY 460548 Sphaerocavum_brasiliense_CCIBt3094
0.45 MMOG2656_Jaaginema_sp_TAU _MAC 0110
E:J848190_Limnothrix_sp_B15
OM401265_Geitlerinema_am phibium_CR4
KY550458 Geitlerinema_amphibium_1013_0021
OM401262_Geitlerinema_amphibium _CR1 C
D M401263_Geitlerinem a_am phibium_CR2
8 n4n1 |4 Geitlerinema_am phibium CR3
a MM145866_Psaudanabama_westiana_ NRERC_303
| OFMML79486_Anagnostidinema_amphibium NRERC 450
MMN179485 Anagnostidinema_amphibium_ NRERC 451
JF966674 Cyanobacterium_DC_1
FAOM4A01271_Aphanothce_sp CR10
AM710359_Cyanobium_sp_JIM10D4
MG 272380_Synechococcus_sp_CACIAM_66
OM401272_Aphanothce_sp_CR11
OM401273 Microcystis sp CR12
AMT710380_Cyanobium_sp_JIM10DS

=

MH341432_Aphanothece_sp_4S5

AM710364 Cyanobium_sp_JI22K
AM710382_Cy anodictyon_sp_JIICD

o ?(MD?UDD? Aphanocapsa_salina_SAG_33_79
ofAB001724 Migocystis_elabens
FM177488_Aphanothece_minutissima_2LT34503
C434121_Pseudanabaena_limnetica_Lim 1

OM401270_Pseudanabaena_rosea_ CR2 E
HE974998_Limnothrix_redeiei CCAP_ 1458 29
AF218370_Arthronema_gygaxiana UTCC 393
JO1859 Escherichia_coli

0.3

Figure 48. Arbre phylogénétique des souches des cyanobacisoikges du réservoir
Cheffia sur la base des séquences de I’ARNr E88herichia col(J01859) a été utilisé

comme groupe externe. Les souches isolées au dewette étude sont marquées en rose.
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2.4. Génotypes toxiques

Le screening moléculaire des genes responsablessgathése des toxines a donné
un résultat positif avec le genecyE spécifique des MCs/NODs pour la souche
Aphanothecesp. CR11 (Figure 49.A). Cependant, aucune south@anné un résultat
positif pour les génes des STXstA sxtGet sxtl, Figure 50), des ANAs et des CYNs

(anaCetcyrJ, respectivement, Figure b1

mcyE (472 pb)

Figure 49. Gel I'électrophorése des genessponsables de la synthese des MCs des
souches isolées du réserv@heffia. A: mcyE B: mcyA M: Marqueur de taille (DNA
ladder 1 kb plus), +C: contrble positif; Ligne G. amphibiumCR1; Ligne 2:G.
amphibiumCR2; Ligne 3:G. amphibiumCRS3; Ligne 4:G. amphibiumCR4; Ligne 5:L.
nigra CR5; Ligne 6:Lyngbyasp. CR6; Ligne 7:L. cincinnataCR7; Ligne 8:Microcoleus

sp. CR8; Ligne 9P. roseaCR9; Ligne 10:Aphanothecasp. CR10; Ligne 11Aphanothece

sp. CR11; Ligne 12Microcystissp. CR12; Ligne 13M. flos-aquaeCR13; - C: contrdle

négatif.
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M0 11 12 13 C- M

Figure 50. Gel I'électrophorése des genes responsables dgnithése des STXdes
souches isolées du réserv@ineffia. A:sxtA B: sxtl, C: sxtG M: Marqueur de taille (DNA
ladder 1 kb plus), +C: contrdle positif; Ligne G. amphibiumCR1; Ligne 2:G.

amphibiumCR2; Ligne 3:G. amphibiumCRS3; Ligne 4:G. amphibiumCR4; Ligne 5:L.

nigra CR5; Ligne 6:Lyngbyasp. CR6; Ligne 7:L. cincinnataCR7; Ligne 8:Microcoleus
sp. CRS8; Ligne 9P.roseaCR?9; Ligne 10Aphanothecesp. CR10; Ligne 11Aphanothece
sp. CR11,; Ligne 12Microcystissp. CR12; Ligne 13M. flos-aquaeCR13; - C: contrdle

négatif.
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Figure 51. Gel d’électrophorese des genes responsables sisthese des ANAst des
CYNs des souches isolées du résen@ieffia. A:anaC B: cyrJ. M: Marqueur de taille
(DNA ladder 1 kb plus), +C: controle positif; Ligrie G. amphibiumCR1; Ligne 2:G.

amphibiumCR2; Ligne 3:G. amphibiunCR3; Ligne 4:G. amphibiunCR4; Ligne 5:L.

nigra CR5; Ligne 6:Lyngbyasp. CR6; Ligne 7:L. cincinnataCR7; Ligne 8:Microcoleus
sp. CRS; Ligne 9P.roseaCR9; Ligne 10Aphanothecsp. CR10; Ligne 11Aphanothece
sp. CR11; Ligne 12Microcystissp. CR12; Ligne 13M. flos-aquaeCR13; - C: contrble

négatif.
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Notre étude visait a déterminer la composition de dommunauté des
cyanobactéries dans le réservoir Cheffia, un résesubtropical dans le Nord-Est de
I'Algérie. Les travaux antérieurs dans ce plan d’'aa sont concentrés sur I'étude des
parametres physico-chimiques de I'eau et de larsiiédedes cyanobactéries en se basant
soit sur les caracteres morphologiques des popuakatiaturelles (Naseit al, 2004) ou sur
I'identification moléculaire de souches isoléesssaunlture (El Herry, 2009). Notre étude
tente, par des techniques modernes, de contribleercaractérisation de la communauté
des cyanobactéries dans cet écosysteme et des gha@snenvironnementaux majeurs

affectant leur développement, la température etdéisments.

L'identification de la communauté des cyanobactérsur la base de leur
morphologie a montré que la plupart des morphotygepeuvent pas étre distingués au
niveau spécifique. D’un autre coté, la méthode éeabarcodage de 'ARNr 16S a permis
I'identification du phylum des cyanobactéries agacces et la détermination de 22 genres
non détectés par des techniques traditionnellesndsmbre important parmi ces derniers,
Tolypothrix, Nostoc Rivularia, Arthrospiras  Synechocystis, Pseudanabagena
ChroococcidiopsisCyanobiumet Roseofilumsont d’une importance majeure a cause de
leur capacité de production de MCs (Blaha et Mak§al999; Domingo®t al, 1999;
Oudraet al, 2002; Metcalf et Codd, 2012; Pereiea al, 2012; Magana-Arachchi et
Wanigatunge, 2013; Richardsen al, 2014). Cependant l'identification des especes par
cette méthode n’est pas possible a cause desdinitéa résolution taxonomique du géne
de 'ARNr 16S a ce niveau pour les cyanobactéerfeligls et al, 2019). Ainsi, les
approches moléculaires sont plus informatives gealuer la structure de la communauté
naturelle (Steffenet al., 2012) et par suite, on reporte l'importance et &sdin de
I'utilisation de ces meéthodes pour comprendre lgsachiques des populations des

cyanobactéries dans la colonne d’eau.

Les parametres physico-chimiques ont indiqué gseedix du réservoir, au cours
de la période de notre étude, offraient des camdtipropices au développement des
cyanobactéries du fait que le phosphore et I'apateété démontrés comme étant des
facteurs liés au développement massif des cyanaiestd'eau douce (Jankowiek al,
2019) et le taux de croissance plus élevé des bpatéries a des températures supérieures
a 20 ° C (Paerl et Huisman, 2008). En se basantstlassification trophique définie par
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la concentration du PT de I'OECD (1982), le résar@heffia est classé dans la catégorie
des eaux hypereutrophes (concentration du PT>1d@re)gce qui reflete de la pollution
anthropogénique dans cet écosysteme.

La température de l'eau et l'eutrophisation sond Facteurs majeurs affectant le
développement des cyanobactéries (O’Neil, 2012erlIRa Paul, 2012) ; par conséquence
nos résultats peuvent étre, probablement, expligaéd'état trophique de I'eau dans cet
écosysteme. Les formes filamenteuses (Reynolds6)138s especes de Nostocales
(Salmasoet al, 2015), Microcystis (Belykh et al, 2013 ; Deutschet al, 2020) et
Planktorhtix (Bukowska et al, 2017) ont été considérées caractéristigues dex ea
hypereutrophes. Nos résultats sont en concordamee ees données ; les espéeces
dominantes dans nos échantillons sont des membsegahredicrocystis Planktothrix
Aphanizomenoet Planktothricoides Le genreMicrocystisest également favorisé par des
températures élevées (Sejnohova et Marsalek, 2@@Yaines études ont attribué la
dominance des Nostocales a la disponibilité du phae (Kolzawet al, 2014 ; Gkeliset

al., 2017) et la possibilité d’étre renforcée par ¢imentation des températures de I'eau
(Salmascet al, 2015). Ainsi, le réchauffement climatique estsidaré comme un facteur
majeur favorisant la nouvelle diffusion des Nostesales régions tropicales aux régions
subtropicales et tempérées (Antueesl, 2015). Cet ordre a été également identifié dans
nos échantillons en pourcentage élevé. Par conségukeffet de la température doit étre
pris en considération dans les futures investigatidu développement des cyanobactéries
dans cet écosysteme. En effet, I'Algérie est lesdayplus grand de I'Afrique et du bassin
Méditerranéen, qui sont parmi les régions les pkosées aux changements climatiques
(Niang et al, 2014). La réponse des différents taxons aux a@raegts climatiques est
encore non claire (O'Nedt al, 2012), cependant il a été suggéré que quelqxesda
commeMicrocystis sont plus sensibles aux changements de tempenadurrapport aux
autres (Rigoset al, 2014).

De plus une distribution et une diversité variablies cyanobactéries ont été observées
entre les échantillons. Cependant notre travdiéaéalisé sur un court intervalle de temps,
ce qui indique que d'autres études avec un écloamidge plus large couvrant toute
'année et I'ensemble de la colonne d'eau sont ss@@@s pour explorer les facteurs

déterminant la composition des communautés desobgateries dans cet écosysteme.
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La communauté des cyanobactéries identifiees cormajiréles génotypes MCs
producteurs. Des études antérieures ont démonééagorésence des genasy dans les
cellules est, généralement, corrélée avec leurcitépa synthétiser les MCs (Panksatp
al., 2020). Kokeret al. (2017) ont observé la cooccurrence de plus d'umreyé/Cs
producteur AnabaenaMicrocystiset Planktothrixdans les lacs eutrophes et hypertrophes.
Comme suggéré par les mémes auteurs, cette comépldgi plusieurs genres MCs
producteurs a été favorisée par des eaux richemigiments. En effet, les MCs peuvent
étre retrouvées dans tous les ordres des cyanadikeact@boal et Puig, 2005 ; Izaguired
al., 2007) et la plupart des taxons MCs producteupaidignnent aux genrédgicrocystis,
Planktothrix Nosto¢ Anabaena/Dolichospermumt AnabaenopsigMerel et al, 2013 ;
Bernardet al, 2017).

Microcystis un des genres dominants, a montré la cooccurmmdé& morphotypes. Cette
étude est le deuxieme rapport décrivant un nombp®itant des espéces du méme genre,
Microcystis apres Krsti et al. (2017) ou 9 morphotypes du méme gervee §eruginosa,

M. botrys, M. flos-aquae, M. ichthyoblabe, M. nad M. protocystis, M. smithii, M.
viridis et M. wesenbergjiont été identifiés dans le lac Dojran (un lacg@piie stable), fYR
Macedonia. Cette donnée est tres importante eretedertoxicité, comme la majorité des
morphotypes identifiés sont reconnus comme MCs ymiedirs: M. aeruginosa M.
ichthyoblabe(Lee et al, 2018) etM. novacekii(Songet al, 1998) ; ainsi la concentration
des toxines dans cet écosystéme peut augmentes fiabms se produisent dans le future
puisque il a été confirmé que la croissance descespdes eaux eutrophes est plus intense
que celle des eaux mesotrophiques (Lurkbgl, 2018) ; ou si de nouveaux taxons sont
producteurs de différentes especes chimiques tesgiqu

Bien que dans la plupart des cas, les souch&siatecystisavec les génascyproduisent
des MCs (Qiuet al, 2013 ; Falcone-Diast al, 2020), ceci n’est pas le cas pour les
souches d@lanktothrix(Christianseret al, 2006). Cependant, la toxicité Be agardhiia
été récemment confirmée dans un plan d’eau en iglgér barrage Ain Zada (Saouek

al., 2017). La toxicité des souches ddicrocystis est aussi bien connue dans les
écosystemes Algériens, le lac Oubeira (Natrial, 2008) et le lac des oiseaux
(Bouhaddadaet al, 2016), ainsi que dans les pays voisins de ménoeslittons
climatiques : au Maroc, le réservoir lac Lalla @&doust (Samoudet al, 2016), le
réservoir Yaacoub Al Mansour (Ait Hammeti al, 2018), le réservoir Mansour Eddahbi,

le réservoir Almassira (Doumat al, 2010), les lacs Aguelmam Azizgza et Dayet
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Afourgah (Doumeet al, 2017); les réservoirs Tunisiens ; Hjar, Nebhdoamine, Séjnene
(Fathalliet al, 2011) et le barrage Lebna (El Hegtyal, 2008) aussi bien qu’en Egypte
(Mohamed et al, 2015).Anabaena/Dolichospermu(Verel et al, 2013 ; Bernarct al,
2017) etNostoc(Oudraet al, 2009) sont considérés aussi parmi les productaeajsurs
des MCs. Effectivement, l'identification de la MAQRLdans nos échantillons, a confirmé

que les cyanobactéries dans ce réservoir produseMCs.

Les souches isolées ont été identifiées sur la daseritéeres morphologiques,
moléculaires et phylogénétiques. Les résultats wmntré que les classifications
morphologiques et phylogénétiques peuvent étreonpatibles. C’est le cas de la souche
Microcystis sp. CR12, affiliée au genrMlicrocystis sur la base de caractéristiques
morphologiques selon la description de ce genres d@nManuel de Bergey de
Bactériologie DéterminativéHolt et al, 1994). En effet, le genmdicrocystis possedent
les caractéristiques suivantes: des cellules cesoi@vec aérotopes et une structure
coloniale entourée d'un mucilage (Otsuka al, 2001). Des différences entre les
caractéristiques moléculaires et morphologiques é&étlargement reportées (Komarek,
2010; Willameet al, 2006; Leeet al, 2014), en plus, il a été démontré que la base de
données GenBank contient des erreurs de clasgficdes especes (Komarek, 2010). Des
souches dans les collections de culture ont étkerdgat misidentifiées, et peuvent étre
trouvées dans d’autres collections de culture shifisrents noms (Komérek, 2010). En
outre, avec les nombreuses modifications de lan@xee des cyanobactéries et de la
nomenclature, il N’y a pas une possibilité pourajgy ces corrections ou ajuster les bases
de données (Komarek, 2006). En plus, le nombreségaences du gene de 'ARNr 16S
disponibles actuellement dans I'ensemble des bdseatonnées est néanmoins faible, et
des études de systématique supplémentaires saegsa@®s pour clarifier les ambiguités

taxonomiques actuelles (Lopesal, 2012).

Trois clades ont été obtenus a partir des souchsesQdcillatoriales confirmant
I'origine polyphylétique de cet ordre (Valérat al, 2009). Les souches ddicrocystis
obtenues ont été mixées dans 'arbre phylogénégtnéont pas pu étre identifiees comme
un groupe monophylétique ce qui confirme égalent@rgolyphylie des Chroococcales
(Litvaitis, 2002; Seo et Yokota, 2003).
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Notre étude a révelé pour la premiére fois la présele génotype toxique du genre
Aphanothecelans le réservoir Cheffia. Des souches de picodautéries productrices de
MCs ont été isolées du réservoir Tabocas danstéaGaruaru (Brézil) ou le premier
incident d’intoxication humaine a été observé (Dogoiset al, 1999). Quelques études
ont également montré que des souches de picocyaradba peuvent produire des MCs en
culture mais aucune étude n'a exploré la présemceg@&hes de toxicitgSliwinska-
Wilczewskaet al, 2018.

Le groupe des picocyanobactéries est capable desgroduire des blooms qui sont
responsables de la mort d’'une grande partie dealmef et de la flore benthiques
(Sliwi niska-Wilczewskeet al, 2018). Les blooms de picocyanobactéries les @ludiés

ont été observés dans le Nord de la Méditerrangdaguines Comacchio (Nord-Ouest de
la cOte AdriatiquejSorokin et Zakuskina, 2010Les blooms ont causé la mortalité de la
végétation de fond et de la faune benthique ettteple ressources précieuses de poissons
(anguille et mulet) et de mollusques (Mureirial, 2005) SelonSliwi aska-Wilczewskaet

al. (2018, les blooms de picocyanobactéries est un nough@anomene qui nécessite des
études approfondies et bien que les effets du @maegt climatique sur les blooms des
picocyanobactéries soient complexes, la plupartdigsées actuelles suggérent que ce

processus semble augmenter 'amplitude et la frécpide ces évenements.
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Dans le but de réaliser des investigations de maposition de la communauté des
cyanobactéries dans le réservoir Cheffia du NotdAlitgrien, une approche polyphasique
a été utilisée. En conclusion, les eaux du résefbeffia ont été caractérisées par un état
hypereutrophe, accompagné d’'une grande diversitg ldacomposition de la communauté
des cyanobactéries. Cinq ordres ont été identifié€€hroococcales, Oscillatoriales,
Nostocales, Synechococcales et Chroococcidiopsigede@ niveau générique, 28 genres
ont été identifies avec la dominance des taxonsarégpant aux genreblicrocystis
Aphanizomenort Planktothrix Ainsi, il a été reporté pour la premiere fois ypation
élevée des Nostocales, ce qui signale un éventigtldz changement climatique sur la
composition des cyanobactéries étant donné qugéifd, peut étre considérée comme un

point chaud pour ce phénomeéne.

Une association multiple de souches productricesogimes, caractéristique des
eaux riches en nutriments, a été observée. Cetteiaion peut étre grave en terme de
toxicité si plusieurs ou de nouveaux congénéres sgentuellement, produits. Cependant,

la production la MC-LR, la variante la plus toxigaeété confirmée.

Les méthodes cultures-dépendantes ont permis fifdeion d'un génotype
toxique appartenant aux picocyanobactéries, unpgraie cyanobactéries qui est souvent

négligé bien que sa toxicité soit d’une grande irtge.

Ainsi, une attention particuliere doit étre attéleud la surveillance de I'eutrophisation dans
cet écosysteme et un plan de gestion des décHemsiret industriels doit étre mis en
place. Les méthodes de traitement de I'eau dangamsysteme doivent également tenir

compte de la présence des souches de picocyanoéscté

En perspectives,

e cette étude a été conduite sur une courte périteterecherches supplémentaires
sur de longues périodes ou des étuntewitro et éventuellement sur d’autres
habitats sont nécessaires pour déterminer les ufactgesponsables des
changements de la composition de la communautéyisobactéries pour une
meilleure gestion des écosystemes. De plus, cesédsnouvrent la voie a une

compréhension plus approfondie des mécanismesjaoersts a la dynamique de la
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biodiversité et des conséquences du changementadbeiodiversité sur le

fonctionnement des écosystémes ;

il est important d’étudier avec attention le rdles ggcocyanobactéries dans les

écosystemes aquatiques ;

des études portant sur la phylogénie et la phylp@gégdie des cyanobactéries dans
les écosystemes Algériens par isolement et miseudmre est une étape tres

importante, au profit de la recherche scientifique

enfin, les cyanobactéries ont eégalement diverseplicagions d'intérét
biotechnologique, ainsi un nouvel axe de recherpeet étre ouvert pour

I'exploration et I'exploitation de ces ressourcesunelles.
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Annexe 1. Composition des milieux de culture
1. Milieu BG11 (Rippkaet al, 1979)

Composition mL/L d'H >0
Solution StOCK | ....ve e 10
SOIULION STOCK 11 .. e e 10
Solution stock I ... e, 10
Solution StOCK VI ...oieeee e L

* Solution stock |

Composition g/L dH 0
NANGs .o e 407
Ca(ND)2¢4HO ..o e e e e e D9
MOSQETHIO ot e 2.5

¢ Solution stock Il

Composition g/L dH 0
KoHP O e e e 3.1
N O P 2.1

¢ Solution stock IlI

Composition mL
Solution Fe (2.6 g FegbH,0 dissous dans 100 mL 0.1 N HCI) .......... 10
Solution EDTA (3.9 g EDTA-Nadissous dans 100 mL 0.1 N NaOH) ... 9.5



* Solution stock VI

Composition

CNBWOL2HIO o 0.33 g/100 mL
. (NHg)5M0702424H,0 ... 0,88 .9/100 M
B e 1.20 g/100 mL
CZNSQLTHIO o 2.87 g/100 mL
CCANQ) 2 AH2O e, 1.55 g/100 mL
L CONQ)296HO ..o e e 1,46 .0/100 ML
CCUSQEHO e 1.25 g/100 mL
NISQNH)2SOEB6H0 ..o e e e 1.98 g/100 mL
10. Cr(NQ)ze9H20 .. e 0.41 g/100 mL
L Vo0 ettt e e e 0.089 g/1000 mL
12. KAI(SO)Se12HO ..o v e eeiiee e 4.74.9/100 ML
13 HBO3 v e e e 3,10 ¢/1000 ML
14, MNSQrHO e 2.23 g/1000 mL

© 00 N O O » W N P

Ajouter 10 mL des solutions 1-12, et 100 mL desitsohs 13 et 14 jusqu’a 1 L d36.



2. Milieu LB
Composition

Tryptone ..........

Extrait de levure

SodiUm ChIOTUIE ... e

pH=7,0 + 0,2

3. Milieu SOC

Composition

Tryptone ..........

Extrait de levure

g/L d'H,0
10

5

10



Annexe 2. Composition du vecteur pCR 2.1-TOPCG®

10 ng/puL d’ADN du plasmide dans :

50% Glycérol

50 mM Tris-HCI, pH 7.4 (& 25°C)

1mM EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique)
1 mM DTT (dithiothréitol)

0.1% % Trion X-100

100 pg/mL BSA

Rouge de phénol
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Abstract

Eutrophication is considered the most important ewatjuality problem in
freshwaters and coastal waters worldwide. One @fkey consequences of eutrophication
is the occurrence of potentially toxic cyanobaetdhat represent a serious threat to the
environment and public health.

Addressing the issues of cyanobacteria and toxadymtion is critical for the effective

management of the water environment and the mimitioiz of health risks associated with
cyanotoxins. Therefore, a reservoir used for drigkwater; Cheffia reservoir, North-
Eastern of Algeria; have been studied with respedhe diversity of cyanobacteria and
screened for the presence of toxin encoding genes.

The morphological characteristics and 16S rRNA geihdenaturing gradient gel
electrophoresis bands of the field samples revealddrge diversity of cyanobacteria
belonging to tow orders, Chroococcales and Osgiilaies.PCRAnalyses for the presence
of cyanotoxins showed the presence of theyE gene belonging to the microcystin
synthesis gene cluster.

Microcystins have also been implicated as inhikitof protein phosphatase 1 and
2A and they are suspected to be involved in thenptmn of primary liver cancer in
humans. The presence of microcystin producing dyacterial forms in this water body
indicates the crucial need for chronic drinking evastudies. Moreover, the research
dealing with toxicology of cyanobacteria will lead the successful establishment of a
monitoring program.



Environmental Science and Pollution Research (2022) 29:27624-27635
https://doi.org/10.1007/5s11356-021-17528-w

RESEARCH ARTICLE q

Check for
updates

Morphological, molecular, and biochemical study of cyanobacteria
from a eutrophic Algerian reservoir (Cheffia)

Lamia Benredjem’ - Hajira Berredjem - Akila Abdi' - Maria Cristina Casero? - Antonio Quesada? - Bruno Fosso® -
Marinella Marzano? - Graziano Pesole®* - Joana Azevedo® - Vitor Vasconcelos®®

Received: 19 May 2021 / Accepted: 10 November 2021 / Published online: 4 January 2022
© The Author(s), under exclusive licence to Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2022

Abstract

The cyanobacteria management in water bodies requires a deep knowledge of the community composition. Considering
the reliable and thorough information provided by the polyphasic approach in cyanobacteria taxonomy, here we assess the
cyanobacterial community structure of the Cheffia reservoir from Algeria. Cyanobacteria were identified on the basis of
morphological traits and next-generation sequencing (NGS); toxins-related genes were localized in addition to the identifica-
tion of toxins; temperature and nutrient level of water samples were also determined. The polyphasic approach was essential
for cyanobacteria investigation; 28 genera were identified through 16S rRNA metabarcoding with the dominance of taxa
from Microcystis (34.2%), Aphanizomenon (20.1%), and Planktothrix (20.0%), and morphological analysis revealed the
association in this water body of five species within the genus Microcystis: M. aeruginosa, M. novacekii, M. panniformis, M.
ichthyoblabe, and M. flos-aquae. The presence of mcyE genotypes was detected; moreover, HPLC-PDA and LC-ESI-MS/
MS revealed the production of microcystin-LR. Results obtained in our study are very important since this ecosystem is used
for water supply and irrigation; as a consequence, a good water management plan is essential.

Keywords Algeria - Cyanobacterial diversity - Hypereutrophic water - NGS - Polyphasic approach - Toxins

Introduction

Cyanobacteria are prokaryotic and oxygenic organisms
that thrive across many aquatic and terrestrial habitats
(Whitton, 2012; Codd et al. 2017). Eutrophication, pro-
moted by human activities related to urban, agricultural,
and industrial development, and climate change are the
main factors determining the cyanobacteria develop-
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ment (O’Neil et al. 2012; Gonzélez and Roldan, 2019).
This phenomenon is a major concern for the sanitary and
environmental agencies due to their potential to produce
cyanotoxins posing undesirable effects to human and envi-
ronmental health (Metcalf and Codd, 2012; Moreira et al.
2012; Bouma-Gregson et al. 2018; Wu et al. 2019). The
first step, to reduce the effects related to cyanobacteria out-
grow, is the identification of the cyanobacterial community
in the water body. The microscopic analysis of morpholog-
ical characteristics is traditionally used in the classification
of cyanobacteria (Komarek and Anagnostidis, 1999, 2005;
Komirek, 2013); yet, the high morphological variability
and the low number of phenotypic characters used lead
to serious identification issues (Bittencourt-Oliveira and
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Piccin-Santos, 2012). Thus, the application of polyphasic
taxonomy ensures the accurate identification of cyanobac-
teria (Niibel et al. 1997; Komarek, 2016). DNA metabar-
coding, with the application of high-throughput sequenc-
ing technology, is a promising method to deeply explore
cyanobacterial diversity (Ramos et al. 2017; Casero et al.
2019). Moreover, detection of toxins production in envi-
ronmental samples is, also, very important for the moni-
toring of water resources (Lee et al. 2015). For this pur-
pose, amplification by polymerase chain reaction (PCR) of
specific genes related to toxins production is a rapid and
effective technique (Belykh et al. 2015; Kurmayer et al.
2017) as well as biochemical analysis.

Increasing levels of eutrophication and cyanobacteria
development are expected due to climate change, in par-
ticular in the southern Mediterranean and islands (Mariani
et al. 2015). Cheffia reservoir, in Algeria, is a water body
used for drinking, industrial, and irrigation water. The
organic pollution in this reservoir appears to be consider-
able (Harrat and Achour, 2010). Indeed, this reservoir is
connected with the Bounamoussa River which receives
inputs from industrial, urban, and agricultural sectors
with low treatment levels. Hence, the present study aims
to investigate the cyanobacteria community in this sub-
tropical ecosystem using morphological analysis, massive
sequencing, toxins-related genes amplification, and chemi-
cal features in addition to the determination of physic-
chemical characteristics of water.

Materials and methods
Study site description and sampling

The study was conducted in Cheffia reservoir (36°07'N
and 8°03'E) located in the North-East of Algeria (Agence
National des Ressources en Eau, 2004).

The sampling was carried out on 3 different dates at
irregular intervals spread over the period October—Novem-
ber 2014. Samples for physical-chemical quality analysis
were collected with a polyethylene bottle from a depth
of about 30 cm below the water surface, stored at 4 °C,
and processed within 24 h. Cyanobacterial samples were
collected directly or concentrated from the water surface
with plankton net (20-pm mesh size); subsamples for mor-
phological analysis were fixed in the field with Lugol’s
iodine solution and stored at 4 °C in the dark. For molecu-
lar analysis, the remaining samples were filtered through
fiberglass filters (0.7 pm approx., Millipore) then stored
at—20 °C. For toxins analysis, 100 mL of water was fil-
tered on GF/F filters and analyzed immediately.

Chemical and physical analysis

Temperature (Temp) was determined in situ using Hanna
Instruments handheld meter (Hi 98,129). Ammonium
(NH,*, mg L") concentrations were analyzed using the
Spectroquant Merck method following ISO 7150-1.
Nitrates (NO;~, mg L") and nitrites (NO,™, mg L™ con-
centrations were assessed spectrophotometrically using
Merck Kits, analogous to the DIN 38,405-9 methods.
Total phosphorus (TP, mg L") levels were determined
using the ammonium molybdate spectrometric method
(ISO 6878: 2004).

Morphological characterization

Microscopic observations were performed out under an
Olympus BH-2 photomicroscope (Leica Microsystems,
Germany), at 125 X and 500 X magnifications. The iden-
tification of cyanobacteria morphospecies was performed
based on morphological traits according to Koméarek and
Anagnostidis (1999; 2005) and Komarek (2013).

Total DNA extraction and amplifications

Total genomic DNA was extracted from filters using the
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions modified
by Lezcano et al. (2016). Purified DNA was preserved
at —20 °C until being applied to PCR analysis and
sequencing.

The 16S rDNA was amplified by PCRs with specific
primers for cyanobacteria, CYA359F and CYA781R (a/b)
(Table 1) according to the method of Niibel et al. (1997).

The presence of the following genes: mcyE, cyrJ, anaF,
and sxtl, related to the production of the common tox-
ins: hepatotoxin microcystin (MC), cylindrospermopsin
(CYN), anatoxin (ANA), and saxitoxin (STX), respec-
tively, was checked by PCRs using specific primer pairs
(Table 1). The following strains: M. aeruginosa UAM 247,
Aphanizomenon issatchenkii SP 33, A. gracile UAM 529,
and A. ovalisporum UAM 290, from the Autonoma de
Madrid University culture collection (Spain), were used
as positive controls for the production of MCs, ANAs,
SAXs, and CYNs, respectively. The reaction mixes were
made up as master mixes, containing 2-pl loading buffer,
1.2 pl MgCl,, 0.5 pl deoxynucleotide triphosphate mix
(2 mM), 1 pl of each forward and reverse primer (10 mM),
1 pl of genomic DNA, 0.1 pl Tag DNA polymerase, and
Milli-Q water yielding a total volume of 18 pl. Thermal
cycling was performed on a Peltier thermal cycler PTC
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Table 1 Primer sets used for PCR amplification

Target Primer pair Sequence (5°-3’) Size (bp) Reference

16S rRNA CYA359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG 422 Niibel et al. (1997)
CYA781Ra GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
CYA781Rb GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT

mcyE HEPF TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC 472 Jungblut and Neilan (2006)
HEPR AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT

sxtl sxtaf AGCGCTGCCGCTATGGTTGTCG 960 Casero et al. (2014)
sxtar ACGCAATGAGGGCGACACCAC

cyrJ cynsulF cylnamR ACTTCTCTCCTTTCCCTATC 656 Mihali et al. (2008)

GAGTGAAAATGCGTAGAACTTG

anaF atxoaf TCGGAAGCGCGATCGCAAATCG 461 Ballot et al. (2010)

atxar GCTTCCTGAGAAGGTCCGCTAG

200 (MJ Research, Inc., San Francisco, CA). Afterwards,
PCR products were visualized by 1.5% agarose gel elec-
trophoresis with GelRed staining and UV illumination and
compared with a molecular weight marker (GeneRulerTM
1 kb DNA ladder).

lllumina-based sequencing and sequences
processing

The 16S rRNA gene amplicons from each sample were
quantified by fluorimetry with PicoGreen (Invitrogen, CA,
USA), pooled at equimolar concentrations and subjected to
a 2x 250 bp paired-end sequencing on the Illumina MiSeq
platform (Parque Cientifico de Madrid, Madrid, Spain).

The raw Illumina MiSeq reads of the 16S rRNA were first
quality checked by using FastQC (Available online: http://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). PCR
primers were removed from raw reads by applying cutadapt
(Martin, 2011) and the resulting sequences were merged
by using FLASH (Magoc and Salzberg, 2011). Following
the obtained merged sequences were denoised into ASVs
(amplicon sequence variants) (Callahan et al. 2017) by
applying DADA?2 (version 1.10.1) (Callahan et al. 2016).
ASVs were taxonomically annotated by using BioMaS
(Fosso et al. 2015) and the release 138 NR 99 of the SILVA
database (Pruesse et al. 2007). ASVs assigned as chloroplast
were removed from subsequent analysis. Relative sequence
abundances were calculated based on the total number of
sequences and ASVs per sample. The raw 16S rRNA dataset
is available at Sequence Read Archive (SRA) under study
PRINAG612648.

Toxins analysis
Filters were extracted twice with methanol 50% (v/v) by
sonication for 5 min at 60 Hz, in an ice bath. After centrifu-

gation (4995 g, 5 min, 4 °C), the supernatants were vacuum
dried (<35 °C; < 150 mbar) and the dry crude extracts were

@ Springer

dissolved in 1.5 mL of methanol 50%. Samples were subse-
quently analyzed by high-performance liquid chromatography
with a photodiode array detector (HPLC/PDA) then by liquid
chromatography—electrospray ionization mass spectrometry
(LC-ESI-MS/MS). The HPLC/PDA system used a Waters®
Alliance 2695 HPLC system (Milford, MA) coupled with a
PDA 2998 detector following the method described by Churro
et al. (2017). MCs were identified on the basis of their UV
spectra (200-300 nm) and retention time with an Empower
2™ Chromatography Data Software. The standard used was
the MC-LR (Cyano Biotech GmbH, Berlin).
LC-ESI-MS/MS analysis was carried out in full scan
(270-2000 m/z) and collision-induced dissociation (CID)
using a Liquid Phase Chromatograph Finnigan Surveyor
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), coupled with a spec-
trometry detector (MS Mass LCQ FleetTM ion trap), with
electrospray (ESI) interface, including a Surveyor LC pump,
a Surveyor auto-sampler, and a surveyor photoelectric dio-
dearray (PDA) detector. Separation was achieved using C,q
Hypersil Gold column (100x4.6 mm L.D., 5 pm, Thermo-
Scientific) kept at 35 °C. The flow rate was set at 0.7 mL/min.
The eluents used were acetonitrile (mobile phase A) and water
(mobile phase B) both acidified 0.1% formic acid (v/v). The
gradient program started at 45% A (held for 5 min), increas-
ing to 90% A in 12 min, turning back to initial conditions in
5 min to equilibrate until 25 min. The injected volume was 10
pL in loop partial mode. The positive ionization mode param-
eters were as follows: capillary voltage, capillary temperature,
tube lens, and normalized collision energy maintained at 22 V,
350 °C, 120 kV, and 35, respectively (Mayumi et al. 2006).
Data were processed using XcaliburTM version 2 Software.
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Table 2 Physical and chemical characteristics of Cheffia reservoir
water during the period October—November 2014

Sampling date 13 Oct. 2014 09 Nov. 2014 22 Nov. 2014
Temp (°C) 29 22.5 21

NO,™ (mg L™ 0.42 3.15 1.07

NO,™ (mg L™ 12.92 14.31 11.65

NH,* (mg L™ 2.39 1.61 0.62

TP (mg L™ 2.02 6.30 3.49
Results

Water analysis

Selected water quality parameters data throughout the sam-
pling study period are presented in Table 2. The water tem-
perature on the sampling site showed high values with a
mean of 24.0 °C. High values of nutrients were observed,
with total inorganic nitrogen and total phosphorus concen-
trations between 13.34-19.07 mg N L™ and 2.02-6.30 mg
P L7, respectively.

Morphological analysis

Based on taxonomic keys, the cyanobacterial community of
Cheffia reservoir was composed of 6 genera from Chroococ-
cales and Oscillatoriales (Figs. 1 and 2), of which Microcys-
tis was characterized with wide morphospecies diversity;
some of them are identified at the species level as M. aerugi-
nosa, M. novacekii, M. panniformis, M. ichthyoblabe, and M.
flos-aquae. Microcystis, Planktothrix, and Planktothricoides
were found from all samples (Table 3).

Analysis of metabarcoding libraries

To assess the qualitative cyanobacteria composition from
three samples at Cheffia reservoir, we used high-through-
put Illumina sequencing of cyanobacterial 16S rRNA gene
(V3-V4 region). The total number of raw reads generated
across all samples was 1,132,089. Overall, 271 ASVs were
inferred, and according to the taxonomic classification,
57 16S rRNA chloroplast sequences were identified and
removed from further analysis.

Cyanobacterial reads in all three 16S rRNA datasets
belonged to five orders: Chroococcales, Oscillatoriales,
Nostocales, Synechococcales, and Chroococcidiopsidales. A
total of 28 cyanobacteria genera were identified. Microcystis
represented the most abundant genus through 16S rRNA
sequencing accounting for 34.2% of the reads followed by
the heterocystous diazotroph Aphanizomenon (20.1%) and
the filamentous solitary trichomes Planktothrix (20.0%).
Planktothricoides, Cylindrospermopsis, Sphaerospermopsis,

and Pseudanabaena were still present in this ecosystem,
while in minority, at proportions of 8.6%, 7.1%, 6.0%, and
2.4%, respectively. The fraction of identified cyanobacte-
ria with a percentage less than 1% included members of
Roseofilum (0.4%), Cyanobium (0.4%), and Phormidium
(0.4%), and the fraction of identified cyanobacteria with a
percentage less than 0.1% included members of Oscillato-
ria, Leptolyngbya, Pantalinema, Synechocystis, Merismope-
dia, Gloeocapsa, Prochlorothrix, Nodosilinea, Tychonema,
Chroococcidiopsis, Aliterella, Scytonema, Tolypothrix, Nos-
toc, Calothrix, Rivularia, Arthrospira, and Dolichospermum.

According to the relative abundance values (Fig. 3), dif-
ferences in cyanobacteria community composition were
registered between samples; the first and the third sampling
time points (i.e., 13.10.14 and 09.11.14) are more similar
compared to the second sample.

Toxin-related genes amplification

The presence of genes encoding for toxins MCs, CYNs,
ANAs, and STXs in the investigated community was tested
in PCR by using the HEPF/HEPR, cynsulfF/cylnamR, Anx-
genF/AnxgenR, and sxtIf/sxtlr primer pairs. Positive PCR
results were obtained only for HEPF/HEPR, suggesting the
occurrence of MCs producing cyanobacteria (Fig. 4).

Microcystins identification

Two major peaks were detected by HPLC-PDA (Fig. 5)
with UV spectra characteristic of microcystins; peak 1 was
characterized by a spectrum of absorption at 232.2 nm and
a retention time at 7.783 min and peak 2 which followed
the standard of MC-LR pattern: spectrum of absorption at
238.1 nm and retention time at 8.817 min. The spectrum of
LC/ESI-MS analysis (Fig. 6) shows the m/z of the parent
ion peak (995) of microcystin-LR and m/z of product ions
after collision-induced dissociation. Indeed, the fragmenta-
tion pattern of the m/z ion of the second peak did not show
any product ions characteristics of MCs.

Discussion

This study aimed to assess the cyanobacterial community
in a subtropical reservoir from Algeria, Cheffia reservoir,
by using an integrated approach including morphological
descriptions, next-generation sequencing, genetics charac-
teristics, and toxin analysis. Combining both morphological
and molecular techniques contributed to better estimating
the composition of the cyanobacteria community, whereas
the microscopic observation underestimates extant cyano-
bacteria diversity (Li et al., 2019) but allows the cyano-
bacteria identification up to the species level; however,

@ Springer



27628 Environmental Science and Pollution Research (2022) 29:27624-27635

Fig. 1 Optical light microscopy micrographs of the observed colonial aquae, h—q Microcystis sp. Tentative taxonomic classifications were
cyanobacterial morphotypes in Cheffia reservoir. a M. aeruginosa, performed according to Komarek and Anagnostidis (1999)
b M. novacekii, ¢ M. panniformis, d—e M. ichthyoblabe, f-g M. flos-
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Fig.2 Optical light microscopy
micrographs of the observed
filamentous cyanobacterial mor-
photypes in Cheffia reservoir. a
Planktothrix pseudagardhii, b
P. agardhii, ¢ Planktothricoides
raciborskii, d Phormidium

sp., e—g Oscillatoria sp., h
Aphanizomenon sp. Tenta-

tive taxonomic classifications
were performed according to
Komarek and Anagnostidis
(2005) and Komirek (2013)

Table 3 Cyanobacteria taxa identified through morphological inves-
tigation from Cheffia reservoir during the period October—November
2014

Taxa 13 Oct. 2014 09 Nov. 2014 22 Nov. 2014

M. aeruginosa X X
M. novacekii X

ol

M. panniformis
M. ichthyoblabe
M. flos-aquae

ol

Hooxox M

Microcystis sp.

P. pseudagardhii
P. agardhii
Planktothricoides

Lo B B

Oscillatoria

Eo T B T R B

Phormidium

Aphanizomenon X

molecular analysis is more representative for diversity but
serves only for delimiting cyanobacteria taxa at the genus
level (Komaérek, 2010). In fact, the morphological technique
allowed a finer resolution of five morphospecies within the
Microcystis genus; additionally, 22 genera emerged dur-
ing the molecular study. Reviewing the scientific literature
showed that a considerable number of these taxa namely,
Tolypothrix, Nostoc, Rivularia, Arthrospira, Synecho-
cystis, Pseudanabaena, Chroococcidiopsis, Cyanobium,
and Roseofilum are of most importance due to their abil-
ity to microcystins production (Blaha and Marsélek, 1999;

Domingos et al. 1999; Oudra et al. 2002; Metcalf and Codd,
2012; Pereira et al. 2012; Magana-Arachchi and Waniga-
tunge, 2013; Richardson et al. 2014).

Physico-chemical parameters indicated that waters in this
ecosystem during the period study offered suitable condi-
tions for the development of cyanobacteria because of the
fact that phosphorus and nitrogen have been demonstrated
as factors related to the success of freshwater cyanobacteria
(Jankowiak et al. 2019) and increased cyanobacterial growth
rates at temperatures exceeding 20 °C (Paerl and Huisman,
2008). In fact, Cheffia reservoir fell into the hypertrophic
level, according to the trophic classification defined by TP
concentration of OECD (1982). Microcystis (Belykh et al.
2013; Deutsch et al. 2020), Filamentous forms (Reynolds,
1996), Planktothrix (Kokocinski et al. 2010; Steffen et al.
2014; Bukowska et al. 2017), and Nostocales species (Sal-
maso et al. 2015) were found to be characteristic of hypere-
utrophic water which corroborate with our results. Moreo-
ver, global warming is found to be a factor with a major role
in favoring the recent spread of Nostocales from tropical
to subtropical and temperate regions (Sukenik et al. 2012;
Antunes et al. 2015; Budzynska et al., 2019). Actually, sce-
narios of climate change are considered in both Africa and
the Mediterranean basin, which are amongst the most vul-
nerable areas to climate change and forecasts are indicating
a quite remarkable temperature increase (Niang et al. 2014);
so, the effect of the temperature should be considered in
cyanobacterial development research in this ecosystem in
the future. Furthermore, the variable cyanobacteria distri-
bution observed between samples highlights that further
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Fig.3 Relative abundances
(expressed as %) of cyanobac-
teria in Cheffia reservoir at the
genus level. Only taxa with a
relative abundance equal or
higher to 1% in at least one-time
point were shown. Rare taxa
were collapsed in other

Fig.4 PCR amplification of
mcyE gene fragment with HEPF
/HEPR primer set. Lanes 1,
positive control; lane 2, 13 Oct.
2014; lane 3, 9 Nov. 2014; lane
4, 22 Nov. 2014; lane 5, nega-
tive control; M, DNA Marker

Fig.5 UV spectra and retention
times of peaks detected by
HPLC-PDA from cyanobacte-
rial biomass extracts obtained
from Cheffia reservoir (abbre-
viation: AU, absorption units)

investigations using more sampling sizes covering the full
annual range and the full water column are needed to explore
factors determining cyanobacteria community composition.
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from the same genus, Microcystis, after Krsti€ et al. (2017)
where 9 morphospecies (M. aeruginosa, M. botrys, M. flos-
aquae, M. ichthyoblabe, M. novacekii, M. protocystis, M.
smithii, M. viridis, and M. wesenbergii) were identified in
Lake Dojran (a stable eutrophic lake), fYR Macedonia. In
terms of toxicity, most morphospecies identified are recog-
nized as MC producers: M. aeruginosa, M. ichthyoblabe
(Mowe et al. 2015; Lee et al. 2018), and M. novacekii (Song
et al. 1998).

Moreover, the community of cyanobacteria identified
included putative MCs producers. Also, it was demon-
strated that the occurrence of mcy genes in cells is, gener-
ally, correlated with their ability to synthesize microcys-
tin (Panksep et al. 2020). Koker et al. (2017) observed

the co-occurrence of more than one MC producer genus,
Anabaena, Microcystis, and Planktothrix in eutrophic and
hypertrophic lakes. As suggested by the same authors, this
complexity of several genera MC producers was favored
by the nutrient-rich waters. While in most cases, strains of
Microcystis with mcy genes produce MCs (Nishizawa et al.
1999; Kaebernick et al. 2001; Tillett et al. 2001; Mikalsen
et al. 2003; Qiu et al. 2013; Falcone-Dias et al. 2020), this
is not the case for Planktothrix strains (Kurmayer et al.
2004; Christiansen et al. 2006). However, the toxicity of
P. agardhii was recently confirmed in Algerian water bod-
ies (Saoudi et al. 2017). Toxicity from Microcystis strains
is also well known in Algerian ecosystems, Oubeira lake
(Nasri et al. 2008), and Lake des oiseaux (Bouhaddada
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et al. 2016), and in neighboring countries with the same
climatic conditions, Morocco, Lalla Takerkoust lake res-
ervoir (Oudra et al. 2001; Samoudi et al. 2016), Yaacoub
Al Mansour reservoir (Ait Hammou et al. 2014; Ait Ham-
mou et al. 2018), Mansour Eddahbi reservoir, Almassira
reservoir (Douma et al. 2010), Aguelmam Azizgza and
Dayet Afourgah lakes (Douma et al. 2017); from Tuni-
sian reservoirs; Hjar, Nebhana, Joumine, Séjnéne (Fath-
alli et al. 2011), and Lebna Dam (EIl Herry et al. 2008);
and in Egypt (Abdel-Rahman et al. 1993; Mohamed et al.
2003; Mohamed et al. 2015). Nostoc and Oscillatoria are
also considered among major MC producers in Moroccan
(Oudra et al. 2009) and Egyptian (Brittain et al. 2000)
water bodies. Effectively, the identification of MC-LR
from this water body confirmed that cyanobacteria in this
reservoir are MC-producers.

Conclusion

Cyanobacteria in the Cheffia reservoir from the North-East
of Algeria was investigated by morphological, molecular,
and chemical methods. This ecosystem was characterized
by a hypereutrophic level; the polyphasic approach used
was successful for the identification of five cyanobacterial
orders: the Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales, Syn-
echococcales, and Chroococcidiopsidales. PCR screening
of toxin-related genes revealed the mcyE gene and the pro-
duction of MC-LR, the most toxic congener, was confirmed
by chemical analysis. In conclusion, it is crucial to keep a
monitoring system in this ecosystem and a decision tool to
react against toxins patterns and concentrations.
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