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INTRODUCTION



Les Cyanobactéries sont des microorganismes aquatiques de type procaryote a
photosynthése oxygénée qui constituent le groupe phytoplanctonique dominant des masses d’eau
douce eutrophes dans le monde. Elles sont apparues sur terre environ 3 milliards d’années (Paerl et
Paul, 2012), ce qui leur a permis de coloniser une trés grande diversité d’écosystémes, de I’équateur
jusqu’aux pdles. Elles sont naturellement présentes (moins de 20000 cellules/mL) dans le milieu
aquatique sans qu’aucun probléme n’y soit associé. Cependant, lorsque les conditions sont
appropriées, de nombreuses espeéces de Cyanobactéries peuvent croitre rapidement et former des
efflorescences (Marmen ef al., 2016). Les proliférations de Cyanobactéries perturbent et
déséquilibrent le fonctionnement des écosystémes aquatiques par la biomasse qu’elles génerent
(Bernard, 2014). Elles ont une incidence négative sur la qualité de I’eau, en particulier, lorsque les
especes responsables ont la capacité a produire des toxines (Paerl et Otten, 2013) Ces toxines
contaminent les ressources, obligeant ainsi les distributeurs a des traitements contraignants et
coliteux, et limitant ainsi les ressources en eau potable (Misson, 2011).

Les Cyanobactéries produisent un vaste répertoire de métabolites secondaires dotés
d’activités biologiques diverses (Beversdorf ef al., 2017). Leur découverte est motivée par 1’intérét
croissant suscité par leurs applications pharmacologiques potentielles ou par leurs effets toxiques
sur la sant¢ humaine et animale. En raison de ce double intérét, une séparation artificielle et
arbitraire de ces métabolites est répertoriée dans la littérature comme cyanotoxines, d’une part, et
les autres composés bioactifs d’autre part (Agha et Quesada, 2014).

La plupart des métabolites secondaires sont synthétisés par la voie non ribosomale
(Rouhianen et al., 2010 ; Dixit et Suseela 2013). Cependant, d’autres molécules peptidiques sont
synthétisées par la voie ribosomale comme les microviridines et les cyanobactines (Arnison et al.,
2013). Ces peptides présentent diverses structures chimiques et différentes activités biologiques
(antibactériennes, antifongiques, anticancéreuses, des inhibiteurs de la trypsine...) (Bajpai et al.,
2010 ; Dixit et Suseela 2013).

Depuis plusieurs décennies, la problématique des Cyanobactéries fait 1’objet de nombreux
travaux dans le monde entier car elles sont productrices de toxines notamment dans les eaux douces.
A ce jour, plusieurs travaux concernant la recherche sur les cyanobactéries et leurs toxines ont été
réalisés sur le continent Africain. Entre autres, des intoxications animales associées aux
hépatotoxines de type microcystine ont été décrites au Mozambique (Pedro et al., 2011), en
Ouganda (Okello et al., 2010), au Maroc (El Ghazali et al., 2011). En Afrique du Sud, les études
concernant la recherche des microcystines dans différents cours d’eau ont ét¢ menées (Conradie et

Barnard, 2012).



En Céte d’Ivoire, les études menées sur le phytoplancton qui incluent les Cyanobactéries ont
permis de décrire la systématique, la culture, la détection moléculaire et les parameétres physico-
chimiques de I’eau associés a ces micro-organismes. Les études sur la systématique des
cyanobactéries et les paramétres physico-chimiques qui permettent de connaitre le fonctionnement
d’un cours d’eau ont été effectué sur la majorité des eaux en Cote d’Ivoire. Entre autres, la lagune
Ebrié (Seu-Anoi et al., 2013), les riviéres Boubo et Mé (Salla et al., 2011), les réservoirs d’Adzopé
et Agboville (Adon et al., 2011 ; 2012), le lac de Taabo (Groga, 2012), la lagune Aby (Seu-Anoi et
al., 2017), la lagune de Fresco (Konan, 2014), la lagune de Grand-Lahou (Komoé, 2010 ; Seu-
Anoi, et al., 2014) et la lagune Aghien (Humbert, 2012 ; Niamen-Ebrottié et al., 2017).

En revanche, celles portant sur la mise en culture et la détection moléculaire des Cyanobactéries ont
été essentiellement effectuées au niveau de la lagune Aghien (Coulibaly et al., 2014).

Par ailleurs, la lagune Aghien, la plus grande réserve d’eau douce a proximité d’Abidjan a
été identifiée par les autorités ivoiriennes comme une source alternative probable pour
I’approvisionnement en eau potable (Koffi et al., 2014 ; Amon et al., 2017) afin de répondre aux
besoins pressant de la population en eau potable. Alors que des études ont montrées la présence des
Cyanobactéries pouvant secréter des métabolites secondaires dans cette dite lagune. Ces études sont
a Petape préliminaire (Coulibaly et al., 2014). Au vu de ces résultats, le risque pour la santé
humaine est réel car li¢ a 1’utilisation directe de I’eau des lagunes par les populations locales.

En effet, Coulibaly et al. (2014) ont montré que les Cyanobactéries de la lagune Aghien ont
un potentiel génétique a produire des toxines, notamment les anatoxines (neurotoxines) et
microcystines (hépatotoxines). Ces dernicres représentent plus de la moitié des études menées sur
les cyanotoxines (Merel ef al., 2013) et sont les plus rencontrées dans les cours d’eau du monde
entier.

En absence de données concernant les autres métabolites secondaires produites par les
Cyanobactéries de la lagune Aghien, plusieurs questions se posent :

Question 1 : Les eaux douces, et particulierement celles de surface, représentent une ressource
vitale pour I’homme. C’est dans cette optique que la lagune Aghien pourrait venir en appoint aux
champs de captages existants pour I’approvisionnement en eau potable du District Autonome
d’Abidjan. Cependant, sa proximité avec de nombreux villages, plantations et fermes d’¢élevages
pourrait entrainer la dégradation de la qualité de ces eaux (Koffi et al., 2014). Les rejets de déchets
domestiques, les eaux de lessivage des terres agricoles, chargées de produits phytosanitaires sont
susceptibles de permettre la prolifération des Cyanobactéries.

De ce fait, quelles conditions pour le développement des Cyanobactéries dans la lagune Aghien ?

Quelles sont les Cyanobactéries présentes dans cette lagune ?



Question 2 : Les Cyanobactéries produisent de multiples métabolites secondaires qui peuvent étre
soit toxiques pour les animaux supérieurs (Pantelic ef al., 2013 ; Carmichael et Boyer 2016), soit
bénéfiques pour I’industrie pharmaceutique, agronomique et autres (Girandin, 2005). Ainsi, en
plus des microcystines et des anatoxines, quels sont les autres métabolites secondaires

potentiellement produits par les Cyanobactéries de la lagune Aghien ?

L’objectif général de cette étude a été d’identifier les Cyanobactéries de la lagune Aghien et
d’étudier leur potentiel a posseder des génes de métabolites secondaires.
Pour atteindre cet objectif, différents objectifs spécifiques ont été fixés a savorir :
- Isoler et cultiver les Cyanobactéries de la lagune
- Inventorier les Cyanobactéries présentes dans la lagune Aghien en général et en particulier
celles productrices de métabolites secondaires
- Rechercher les genes impliqués dans la synthése de certains métabolites dans les

¢chantillons environnementaux prélevés dans la lagune.

Le présent mémoire comprend trois parties.

La premicre partie est une synthese bibliographique traitant des connaissances relatives sur
le site d’étude et les Cyanobactéries. Elle donne également un état des lieux des connaissances
acquises sur les Cyanobactéries en général, et en particulier sur les métabolites secondaires
produits par celles-ci.

Le choix des sites d’étude ainsi que le matériel et les méthodes utilisés pour effectuer ce
travail constituent la deuxieéme partie.

La troisiéme partie présente les résultats obtenus et les discussions qui en découlent. Une
conclusion faisant la synthése de tous les résultats obtenus et des perspectives terminent cette

étude.



GENERALITES



I- Cyanobactéries

Les Cyanobactéries sont des microorganismes procaryotes, possédant une paroi cellulaire
rigide apparentée a celle des bactéries de type Gram négatif. Elles utilisent la photosynthése comme
processus de formation d’énergie métabolique a 1’aide du pigment photosynthétique de la
chlorophylle a et de pigments photosynthétiques intrinséques aux Cyanobactéries, la phycocyanine
ou la phycoérythrine. Chacun de ces pigments donnent une coloration aux Cyanobactéries : bleu-
vert dans le cas de la phycocyanine et rougeatre dans le cas de la phycoérythrine (Levi et al., 2006).
Ceci explique le nom « Cyanobactérie » donné a ces bactéries par I’association du préfixe ‘cyan’

pour la coloration bleu-vert générée fait par le processus de la photosynthese, et du mot bactérie.

I-1- Classification

Anciennement appelées algues bleues, cyanophycées ou cyanophytes, les Cyanobactéries
appartiennent au regne des bactéries dans I’arbre du vivant (Bernard, 2014). Ce sont des
organismes phylogénétiquement anciens, vivant dans un large éventail d’écosystemes (Whitton,
2012). Elles constituent un groupe particulierement difficile a classer. Leur systéme taxonomique a
¢té radicalement modifié, notamment avec I’introduction de la microscopie électronique, des
méthodes moléculaires et génétiques (Hoffman et al., 2005 ; Komarek et al., 2014).

Basées sur la classification de Komarek et Anagnostidis, (1989) et révisées par Komarek
et al. (2014), les Cyanobactéries peuvent étre divisées en huit ordres : Chroococcales,
Chroococcidiopsidales, Gloeobacterales, Oscillatoriales, Nostocales, Pleurocapsales, Spirulinales et
Synechococcales qui regroupent plus de 2000 especes.

- L’ordre des Chroococcales a ¢t¢ considérablement réduit dans la nouvelle
classification proposée par Komarek et al. (2014). Il regroupe plus de 120
especes (McGregor, 2013) et comprend uniquement les Cyanobactéries de
formes coccoidales qui ont des thylakoides plus ou moins irréguliers. Les
principaux genres sont Aphanothece, Chroococcus, Gloeocapsa, Gloeothece,
Gomphosphaeria, Microcystis, Radiocystis (Komarkova et al., 2010 ; Komarek
etal., 2011 ; Mares et al., 2013).

- L’ordre des Chroococcidiopsidales : Les individus de cet ordre vivent
généralement dans des environnements extrémes (Bahl et al., 2011). Cet ordre
comprend un seul genre : Chroococcidiopsis (Komarek et al., 2014).

- L’ordre des Gloeobacterales comprend un seul genre, Gloeobacter et deux
especes. Les cyanobactéries de ce taxon monophylétique sont les seules a ne pas

posséder de thylakoides (Komarek et al., 2014).



L’ordre des Oscillatoriales regroupe des Cyanobactéries filamenteuses, avec
des trichomes étroits et des arrangements de thylakoides complexes, il comprend
pres de 50 genres. Les principaux genres sont Arthrospira, Cyanothece, Lyngbya,
Microcoleus, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Plectonema,
Trichodesmium (Hynes et al., 2012 ; Strunecky et al., 2013).

L’ordre des Nostocales regroupe généralement des Cyanobactéries
filamenteuses, sans vrai embranchement, pouvant produire des hétérocystes et
des akinetes, selon les conditions environnementales qui prévalent. Le taxon
compte plus de 100 genres et environ 270 especes marines et d’eau douce. Les
genres les plus importants sont Aphanizomenon, Calothrix, Cuspidothrix,
Cylindrospermopsis, Dolichospermum (anciennement nommé Anabaena),
Fischerella, Gloeotrichia, Nodularia, Nostoc, Scytonema, Stigonema, Rivularia
(Whitton et Matteo, 2012 ; Komarek ef al., 2013 ; Johansen ef al., 2014).
L’ordre des Pleurocapsales est monophylétique, mais le séquengage des
différentes especes qui le compose est encore rudimentaire, car nombre d’entre
elles sont difficilement transférables en culture pure (Komarek et al., 2014). 11
comprend une vingtaine de genres dont le plus connu est Pleurocapsa (Whitton,
2011).

L’ordre des Spirulinales comprend trois genres : Spirulina, Halosprulina et
Glaucospira. La « spiruline » alimentaire, principalement composée
d’ Arthrospire platensis, est trés différente phylogéniquement et cytologiquement
du genre Spirulina. Elle appartient plutét au genre Arthrospira de I’ordre des
Oscillatoriales (Komarek et al., 2014).

L’ordre des Synechococcales est composé de Cyanobactéries unicellulaires,
coloniales ou filamenteuses qui sont marines ou d’eau douce. Cet ordre
comprend plus de 70 genres. Les principaux genres sont Aphanocapsa,
Chamaesiphon, Coelomoron, Coelosphaeriopsis, Coelosphaerium, Leptolyngbya,
Limnothrix, Geitlerinema, Thermosynechococcus, Merismopedia,
Planktolyngbya, Prochloron, Pseudanabaena, Prochlorococcus, Romeria,

Siphonosphaera, Snowella, Synechococcus, Wolskyella et Woronichiana (Loza et
al., 2013 ; Komarek et al., 2014).



I-2- Caractéristiques morphologiques

Les Cyanobactéries présentent une grande diversité de formes et de tailles (Bernard, 2014).
Elles sont cependant regroupées en trois grands types d’organisation morphologique : unicellulaire,
coloniale et filamenteuse pluricellulaire (Figure 1). Les Cyanobactéries unicellulaires peuvent
présenter des formes de type sphérique, cylindrique ou encore ovoide. La multiplication cellulaire
de ces individus se fait par fission binaire (Bernard, 2014). Les formes unicellulaires peuvent
¢galement former des agrégats au sein d’un mucilage suite a des divisions cellulaires multiples et
former des colonies de forme plus ou moins régulicre selon les espéces considérées

Les formes filamenteuses peuvent étre pluricellulaire, unisériée (une seule série de cellules
jointives) ou plurisériée (plusieurs séries de cellules jointives), avec ou sans gaine et ramifications.
La paroi cellulaire peut étre entourée d’'un mucilage.

Elles possédent des caractéristiques propres aux procaryotes dont I’absence de noyau, de
plaste ou de mitochondrie, et la présence de peptidoglycanes. Elles possedent également des
caractéristiques propres aux algues, dont la capacité a synthétiser de la chlorophylle a (et non de la
bactériochlorophylle comme les autres procaryotes photosynthétiques) ainsi que des caroténoides.

Au cours de I’évolution, les Cyanobactéries ont été les premiers organismes procaryotes
dotés de deux photosystémes capables d’utiliser I’eau comme donneur d’électron et de produire de
I’oxygene. Les photosystémes de type I et II sont similaires chez les Cyanobactéries et le
phytoplancton eucaryote. Chez ces derniers, les deux photosystémes I et II sont localisés a
I’intérieur de la membrane des thylacoides. Chez les Cyanobactéries, les antennes collectrices de
I’énergie lumineuse, appelées phycobilisomes sont attachées en périphérie de ces membranes
(Bernard, 2014). Les phycobilisomes sont constitués de phycobiliprotéines, organisées en un
assemblage de disques radiaires, formant une structure tridimensionnelle. Il existe quatre types
principaux de phycobiliprotéines : I’allophycocyanine, la phycocyanine, la phycoérythrine et la
phycoérythrocyanine. La nature des chromophores (phycocyanobiline, phycoroubiline,
phycoerythrobiline) constituant les phycobiliprotéines détermine les longueurs d’onde de la lumiére
pouvant étre captées puis utilisées pour la photosynthese.

Elles possedent plusieurs types de réserves. Les réserves azotées sont constituées par la
cyanophycine (polypeptide formé d’arginine et d’asparagine). Leurs réserves carbonées sont
formées par de ’amidon cyanophycéen et des gouttelettes lipidiques, et leurs réserves phosphorées
se présentent sous forme de granules de polyphosphate. Certaines Cyanobactéries possedent par
ailleurs des granules d’acide poly-B-hydroxybutirique, ainsi que des carboxysomes (contenant
I’enzyme RuBisCo) et permettant la fixation du carbone inorganique.

La reproduction des Cyanobactéries est uniquement asexuée et elle repose sur une simple

multiplication végétative (voie amitotique ou scission binaire) ou sur la formation de cellules
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différenciées (nanocystes, akinétes). Chez les formes filamenteuses, les trichomes se brisent au
niveau de dégénérescences cellulaires appelées nécridies et donnent ainsi de nouvelles extrémités
pour la division cellulaire et la formation de trichomes et filaments. Chez les formes filamenteuses
avec différenciation cellulaire, il existe également un mode de propagation par hormogonies qui

donneront de nouvelles colonies.



Unicellulaires Filamenteuses

Unicellulaires coloniales Filamenteuses avec différenciation
et / ou ramification

Figure 1 : Morphotypes de Cyanobactéries. Collection de Cyanobactéries, Institut Pasteur Paris

Echelle : 10 pm
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I-3- Adaptation des Cyanobactéries

Certaines Cyanobactéries sont dotées de caractéristiques morphologiques, physiologiques et

métaboliques leur permettant d’optimiser leur croissance et leur reproduction dans certaines

conditions environnementales :

Fixation de I’azote atmosphérique : de nombreux genres filamenteux (Anabaena, Nostoc,
Aphanizomenon...) possedent la faculté de différencier des hétérocystes, (cellules
spécialisées dans la fixation aérobie du diazote (N2) et sa transformation en azote
assimilable grace a la nitrogénase. La fixation de N2 par des Cyanobactéries dépourvues
d’hétérocystes est ¢également possible de nuit pour certains genres (Synechococcus,
Gloeothece, Plectonema, Microcoleus) qui ont développé le systéme de séparation
temporelle (Roland, 2012). La capacit¢ a fixer 1’azote atmosphérique confeére aux
Cyanobactéries un avantage sur les autres especes phytoplanctoniques dés que les ressources
en azote minéral deviennent limitantes dans le milieu.

Forme coloniale ou filamenteuse : de nombreux genres de Cyanobactéries sont organisés
sous forme de filaments ou de trichomes (Anabaena, Planktothrix, Oscillatoria...) qui
peuvent étre assemblés en faisceaux (Aphanizomenon), ou sous forme de colonies
(Microcystis, Aphanothece...). Cette organisation les rend plus difficiles a consommer par la
plupart des organismes brouteurs du zooplancton.

Différentiation de cellules de résistance : certains genres cyanobactériens (Anabaena,
Nostoc...) sont capables de différencier des cellules spécialisées appelées akinetes qui leur
permettent de résister dans des conditions environnementales défavorables.

Protection contre les Ultraviolet (UV) : les Cyanobactéries sont munies de dispositifs de
protection contre les UV (Sommaruga et al., 2009). Elles utilisent des mécanismes actifs
de réparation de I’ADN, des acides aminés proches de la mycosporine, des gaines
polysaccharidiques absorbantes et des photoantioxydants comme les caroténoides.

Adaptation chromatique : en fonction de la nature de la lumiére disponible pour réaliser la
photosynthese, les Cyanobactéries sont capables de modifier, au niveau transcriptionnel,
I’expression de geénes impliqués dans la synthése des phycobilisomes et définissant la
composition qualitative de ces derniers (Kehoe et Gutu, 2006). Ce mécanisme, qualifié¢ de
mécanisme d’adaptation chromatique complémentaire (ACC), correspond a une évolution
du ratio cellulaire entre la phycocyanine et la phycoérythrine. Ce type d’adaptation a été
mis en évidence chez de nombreuses Cyanobactéries possédant la phycoérythrine
(Tandeau de Marsac, 1977).

Mobilité verticale et horizontale : les phénomeénes de migration verticale des

cyanobactéries jouent un rdle important dans leur capacit¢ a dominer les habitats. Ces
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migrations sont dépendantes de la présence ou non de vésicules a gaz, du volume de ces
vésicules, du taux de synthése/dégradation des composés photosynthétiques produits et
enfin de la taille des colonies (Carey et al., 2012). De nombreuses espéces de
Cyanobactéries planctoniques (Planktothrix, Anabeana, Microcystis...) possédent des
vésicules a gaz, fournissant la flottabilité et permettant la migration verticale des
cyanobactéries entre les eaux de surface lumineuses et les eaux plus profondes riches en
¢léments nutritifs. Dans des conditions de forte luminosité, des hydrates de carbone, issus
de la photosynthése, sont produits et accumulés dans les cellules, entrainant par conséquent
une perte de flottabilité (Sotton, 2012).

- Production de métabolites secondaires : De nombreux genres cyanobactériens synthétisent
de multitudes métabolites secondaires (Beversdorf et al., 2017) dont certains sont toxiques

pour les organismes, et d’autres non toxiques a potentiel thérapeutiques.

I-4- Habitat

Les Cyanobactéries sont répertoriées dans la plupart des habitats, aussi bien dans les milieux
aquatiques que dans les milieux désertiques. Ce sont les seuls organismes photosynthétiques
susceptibles de vivre dans des eaux thermales dépassant la température de 56°C et rencontrées dans
des eaux a toutes les valeurs de pH. Elles poussent ¢galement sur les rochers ou elles vivent en
symbiose avec les champignons tels les lichens. Elles peuvent étre endolithes, perforant les roches
pour s’y réfugier, ou bien endophytes se trouvant dans les feuilles de fougéres aquatiques.
Lorsqu’elles sont strictement aquatiques, elles peuvent étre planctoniques, vivant alors dans la
colonne d’eau, ou benthiques, étant, dans ce cas, fixées ou treés proches des divers substrats (roches,

coraux, algues, animaux...) ou se développant méme a I’intérieur des sédiments (Mezouari, 2017).

I-5- Facteurs de croissance des Cyanobactéries
I-5-1- Température

La température est un parametre trés important dans la mesure ou les occurrences de blooms
sont le plus souvent répertoriées durant les mémes périodes qui correspondent aux températures
optimales de croissance de certains genres de Cyanobactéries. L’augmentation de la fréquence
d’occurrence de ces genres serait liée aux phénomenes des changements climatiques et plus
particulierement & 1’augmentation des températures (Reichwaldt et Ghadouani, 2012). La
biomasse des Cyanobactéries augmente avec la température car une croissance algale rapide est
observée pendant les moments chauds en été (Kosten et al., 2011).

La température de I’eau joue un role important, notamment en ce qui concerne la solubilité

des sels et des gaz dont, entre autres, 'oxygéne nécessaire a 1’équilibre de la vie aquatique

(Adamou et al., 2015). Elle a une influence directe sur le comportement des différentes substances
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contenues dans 'eau et a une grande influence sur l'activité biologique (Dahles, 2013). En effet, les
cyanobactéries ont en général un taux de croissance optimal a des températures supérieures a 25°C.
Elles possedent méme 1’optimum de croissance aux températures les plus élevées considérant tous

les autres groupes phytoplanctoniques (Paerl et al., 2011).

I-5-2- Intensité lumineuse

La lumiére est un autre parameétre important pour la croissance des Cyanobactéries. Elle
fournit 1’énergie pour la croissance algale (Liu et al., 2013). Les conditions lumineuses sont
déterminantes non seulement a I’initiation et a la durée des blooms de Cyanobactéries, mais
favorisent également la dominance de ces bactéries quand la disponibilité de la lumiére est plus
longue (Zhang et al., 2012). Une exposition intermittente a de hautes intensités lumineuses conduit
a des taux de croissance cyanobactériennes atteignant presque le maximum (Ndong, 2014). De plus,
les Cyanobactéries sont équipées de pigments pour capter I'intensité et la qualité de la lumiere, et

certaines sont connues pour leur adaptation chromatique (Silva, 2014).

I-5-3- Conductivité

La conductivité permet de mesurer la capacité de I’eau a conduire le courant entre deux
¢lectrodes. En effet, elle permet d’apprécier la quantité des sels dissous dans I’eau, donc de sa
minéralisation. La conductivité €lectrique dépend des charges de matiéres organiques endogenes et
exogenes, génératrices de sels aprés décomposition et minéralisation et également avec le
phénomene d’évaporation qui concentre ces sels dans 1’eau. La conductivité dépend de la
température de I’eau, elle est plus importante lorsque la température augmente. Elle permet donc
d’apprécier la quantité des sels dissous dans 1’eau. Une conductivité élevée traduit le plus souvent
une salinité ¢levée (Rodier et al., 2009). Une conductivité supérieure a la norme peut démontrer de
I’influence des activités humaines via notamment 1’apport de sels (Atanle et al., 2013). Lesquels

seront a la base du developpement des Cyanobactéries.

I-5-4- Turbidité

La turbidit¢ d’une eau est due a la présence des particules en suspension, notamment
colloidales : argiles, limons, grains de silice, matieres organiques, etc (Rodier et al., 2009). Elle
peut limiter la photosynthése aux premiers meétres en empéchant la pénétration de la lumiere
jusqu’aux Cyanobactéries, ce qui freinent 1’utilisation des nutriments et la production d’oxygene
dissous dans les couches d’eau engendrant ainsi une diminution trés nette du peuplement

cyanobactérien (Dahles, 2013).
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I-5-5- Potentiel Hydrogene

Le pH en milieu aquatique est essentiellement fonction de la composition chimique de la
solution aqueuse et de ’activité des organismes (I’activité de certains organismes peut varier d’une
maniére exceptionnelle en fonction du pH de I’eau) (Mezouari, 2017).

Le pH a tendance a augmenter pendant les périodes de forte production primaire lorsque la
concentration en CO, diminue sous I’effet de sa consommation par le phytoplancton et d’échanges
relativement lents avec le CO, atmosphérique. De plus, lors de la photosynthése, la consommation
d’ions H+ va également contribuer a 1’augmentation du pH. Ainsi, la mesure du pH est un bon
indicateur des phases d’activité biologique et de I’intensité de 1’activité photosynthétique.
Cependant, certains rejets industriels et les apports d’eaux continentales entrainent des variations de

pH qui indiquent alors une pollution (Salla, 2015).

I-5-6- Teneurs en sels nutritifs

Les sels nutritifs sont les différentes formes minérales de 1’azote et du phosphore essentielles
a la croissance du phytoplancton et pour le bon fonctionnement de sa machinerie cellulaire. Ils sont
présents naturellement dans les milieux aquatiques, cependant certaines activités humaines (usage
abusif d’engrais, rejets d’eaux usées...) contribuent a enrichir les cours d’eau en nutriments (Issola,

2010).

I-5-6-1- Phosphore et phosphate

Les phosphates participent a la diminution de la dureté de 1’eau. Le phosphore joue un rdle
important dans le développement des especes phytoplanctoniques. Il est susceptible de favoriser
leur multiplication dans les réservoirs, les grosses canalisations et les eaux de surface ou elles
contribuent a I’eutrophisation. C’est un phénomene évolutif au cours duquel le milieu s’enrichit en
mati€res nutritives d’une maniere excessive avec comme conséquence des surcolits importants pour
la production d’eau potable (Yéo, 2015).

Il y a peu de risque de prolifération de fleurs d’eau si la concentration de phosphore total est sous
10-20 pg/L, mais le risque de dominance par les Cyanobactéries est avéré lorsque le phosphore total
est de 30 pug/L ou plus (Downing et al., 2001).

De plus, la présence de phosphore est essentielle pour la croissance et la prolifération des
Cyanobactéries. Utilisé sous forme d’orthophosphates, le phosphore est identifié comme étant la
substance critique puisqu’il est 1’élément limitant en milieu aquatique dulcicole. Lorsque la
disponibilité en nutriments est réduite, les Cyanobactéries font appel a certains mécanismes tels la
capacité de fixer ’azote atmosphérique et la constitution de réserves sous forme de granules de

polyphosphate et de cyanophycine (Silva, 2014). Ainsi les cellules stockent du phosphore en
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conditions non limitantes (prés des sédiments) et 1'utilisent quand les conditions de lumicre

deviennent favorables.

I-5-6-2- Nitrates et nitrites

Les principales formes d’azote dissous dans les eaux naturelles sont les ions ammonium
(NH4"), nitrites (NO,") et nitrates (NO3"). L’azote est un élément nutritif essentiel a la vie des
végétaux et des animaux. L.’azote des nitrates, des nitrites et de I’ammoniaque est métabolisé¢ pour
fournir essentiellement des protéines, les acides nucléiques et les polymeéres des parois cellulaires.
Dans le milieu aquatique, tout comme I’ammonium et les nitrites, les nitrates sont assimilés par les
bactéries, les champignons, les algues et les plantes (Yéo, 2015). Les nitrates sont dangereux apres

réduction en nitrites.

I-6- Proliférations massives de Cyanobactéries

Les Cyanobactéries naturellement présentes peuvent dans certaines circonstances favorables
a leur développement se multiplier rapidement (Figure 2). Ce phénomene est appelé efflorescence,
fleur d’eau ou encore bloom en anglo-saxon. Bien que les blooms puissent se reproduire
naturellement et fassent partie du cycle annuel de développement des espéces phytoplanctoniques,
certaines peuvent produire des blooms nuisibles. En particulier, les Cyanobactéries peuvent former
des masses et écumes vertes toxiques flottant sur la surface de I’eau pouvant atteindre une €paisseur
de plusieurs centimeétres le long des bords du plan d’eau (Havens et al., 2008). Au fur et & mesure
que les sources d’eau douce s’enrichissent en nutriments, en particulier en phosphore, la
communauté phytoplanctonique évolue souvent vers la domination des Cyanobactéries (Guellati,
2018).

Suivant les especes, une efflorescence peut apparaitre et disparaitre trés vite lors de
conditions favorables changeantes. C’est dans ces conditions de fort développement de biomasse
que les Cyanobactéries toxiques peuvent provoquer des effets délétéres sur la faune environnante ou
la santé humaine. La dynamique des populations est difficile a caractériser en 1’état actuel des
connaissances scientifiques. Seul un suivi régulier des paramétres environnementaux et des

caractéristiques des populations cyanobactériennes pourrait permettre de I’évaluer.
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Figure 2 : Efflorescences de Cyanobactéries sur la lagune Aghien

Photo : Yao D.R
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I-6-1- Facteurs favorisant les efflorescences

Les proliférations de Cyanobactéries sont le plus souvent associées a trois facteurs
physicochimiques principaux (Levi et al., 2006) tels que des concentrations élevées en nutriments,
température de I’eau et le pH.

- La stabilité de la colonne d’eau est un phénomeéne caractéristique des eaux calmes et
stagnantes comme les eaux des barrages qui sont généralement stratifiées. Cette stabilité au
moment du développement de I’efflorescence permet la sélection des especes les plus
compétitives.

- Les conditions météorologiques favorables telles que I’ensoleillement, la direction de vent

dominant, la température de I’air et la pluie sont corrélées aussi bien avec le développement

des Cyanobactéries qu'avec la quantité de toxines produites (Brient ef al., 2004).

I-6-2- Conséquences biologiques et écologiques des efflorescences

Le développement soudain, en masse de ces organismes peut avoir différentes conséquences
sur leur environnement proche avec divers effets négatifs. Ainsi la surabondance de ces populations
crée des impacts liés a :

- D’ombrage : la biomasse produite en surface inhibe les conditions optimales de luminosité
pour les autres especes phytoplanctoniques.

- la dominance : la biodiversité¢ de I’écosysteme est fortement déséquilibrée. La population
dominante inhibe le développement des autres populations de la communauté
phytoplanctonique.

- D’anoxie : les fortes consommations en oxygene des Cyanobactéries appauvrissent le milieu.
Ces conditions d’anoxie peuvent étre fatales pour les végétaux et les animaux. Mais cette
consommation massive d’oxygéne peut étre également une conséquence indirecte des
efflorescences, causée par la dégradation de ces grandes quantités de mati¢re organique par
les bactéries.

Les efflorescences peuvent interférer de maniére mécanique et/ou chimique sur 1’écosystéme, par
exemple, I’apport soudain et massif d’¢lément comme I’ammoniaque est toxique pour de nombreux
organismes. Enfin, certaines espéces sont capables de produire lors de telles proliférations des

cyanotoxines en quantités suffisantes pour constituer un risque pour les humains et la faune.

I-7- Cyanobactéries de la Cote d’Ivoire
En Coéte d’Ivoire, les études menées exclusivement sur les Cyanobactéries sont rares. Les

¢tudes sur le phytoplancton de lagune en Cote d'Ivoire ont concerné principalement la lagune
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d'Ebrié (Seu-Anoi et al., 2013) et dans une moindre mesure, les lagunes de Grand-Lahou (Komoé
et al., 2009 ; Seu-Anoi et al., 2014), Aby (Seu-Anoi et al., 2017), Fresco (Konan, 2014) et Tendo
(Adou, 1999). Dans la lagune Tendo, 134 taxa répartis en Chlorophyta (55%), Euglenophyta (22%),
Cyanoprocaryota (14%), Chrysophyta (7%), Pyrrhophyta (1%) et Rhodophyta (1%) ont été
recensés. Dans le complexe lagunaire Ebri¢, 139 taxa regroupés en cinq embranchements dont les
Bacillariophyta (45%) I’emportent sur les Cyanoprocaryota, les Pyrrhophyta, les Chlorophyta et les
Euglenophyta. Enfin, dans le complexe lagunaire de Grand-Lahou, 319 taxa dont 44% de
Bacillariophyta, 27% de Chlorophyta, 14% de Dinophyta, 11% de Cyanoprocaryota et 4%
d’Euglenophyta ont été signalés (Seu-Anoi, 2012).

Des études menées par Yéo (2015) ; Coulibaly et al., (2017) ; Niamien-Ebrottié et al.,
(2017) ont montré une variabilit¢ du phytoplancton. 24 taxa répartis en six embranchements
(Cyanoprocaryota, Bacillariophyta Chlorophyta, Dinophyta, Haptophyta, Euglenophyta) avec une
dominance des Cyanoprocaryota (88,66%) (Yéo, 2015). Les Cyanobactéries recensées dans la
lagune Aghien sont des genres fréquemment et généralement retrouvés en Cote d’Ivoire. Les genres
trouvés sont Anabaena, Aphanocapsa, Oscillatoria, Planktothrix, Microcystis, Pseudanabaena,

Cylindrospermopsis, etc (Kouassi et al., 2015).

II- Quelques Cyanobactéries potentiellement productrices de métabolites secondaires

I1-1- Genre Microcystis

Les Cyanobactéries du genre Microcystis sont constituées de cellules sphériques de 0,8 a 7
um de diameétre, contenant des vésicules a gaz. Ces cellules sont regroupées sous forme de colonies
par un mucilage incolore (Misson, 2011).

Ce genre est ubiquiste puisqu’on le trouve sur tous les continents, des régions froides aux
régions tropicales (Misson, 2011 ; Meissner ef al., 2014). Au cours de la derni¢re décennie, la prise
de conscience de la prolifération de cyanobactéries toxiques a pris de 1'ampleur et les rapports sur
ces événements (O’Neil et al., 2012 ; Paerl et Paul, 2012).

En zone tropicale, les blooms de Microcystis peuvent persister tout au long de 1’année,
contrairement aux lacs tempérés ou leur prolifération a lieu essentiellement en été. Microcystis se
développe principalement en eaux douces, et tout particuliecrement dans les masses d’eau eutrophes
en lacs et étangs. Cependant, des blooms de Microcystis ont également été observés en eaux
saumatres (Albay et al., 2005). Dans les systémes tempérés, cet organisme hiverne dans le benthos
et, en été, monte a I'épilimnion ou il peut s'accumuler pour former des efflorescences a la surface de
I'eau (Harke et al., 2016). Les proliférations de Microcystis surviennent généralement lorsque la

température de 1’eau dépasse 15 ° C (Jacoby et al., 2000) et ’apparition de proliférations a été lice
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a la charge anthropique en ¢léments nutritifs (Dolman et al., 2012). Cette niche écologique assez

peu restrictive explique 1'ubiquité de Microcystis.

II-2- Genre Planktothrix

Le genre Planktothrix est un organisme filamenteux, uniséri¢, non ramifié, constitué
exclusivement de cellules végétatives et dépourvu de gaine mucilagineuse. Il posséde des trichomes
en général rectilignes, solitaires munis de nombreuses vésicules a gaz. Les cellules sont de formes
cylindriques et plutdt courtes, de diametre entre 3,5 et 10 um. La distinction des especes est parfois
difficile, elle se fait en fonction de la couleur, du diamétre, du degré de constriction entre les
cellules, de la forme de la cellule apicale et de son apex (Strunecky et al., 2013).

Ce genre fait partie de I'ordre des Oscillatoriales qui ont des filaments généralement droits,
solitaires et planctoniques dans la majorit¢ des cas (Komarek et al., 2014). Planktothrix,
typiquement planctonique, est souvent basé dans les milieux assez riches du point de vue trophique.

P. rubescens et P. agardhii sont les deux seules especes cosmopolites de ce genre
(Kurmayer et al., 2016). Les deux sont potentiellement toxiques et peuvent causer des fleurs d’eau.
L’espece Planktothrix agardhii, tout particuliecrement, a une trés large répartition, proliférant dans
de nombreux sites, lorsque les nutriments sont abondants (avide d’azote et de phosphore). Elle
supporte assez bien la turbulence et est tres efficace dans des conditions limitantes en lumiére. Ce
taxon peut produire des biomasses impressionnantes, visibles par la couleur verdatre qu’elles
conferent a I’eau quand elles sont en suspension et évidentes lorsqu’elles s’accumulent en surface
(souvent en fin de prolifération). Dotées de la capacité a se mouvoir activement dans la colonne
d’eau, P. rubescens se développe souvent dans le métalimnion. Ceci est aussi possible grace a
l'adaptation de leurs systémes photosynthétiques a de faibles intensités lumineuses et a leur
tolérance pour de faibles températures (Vareli et al., 2009). De fortes concentrations de cette
cyanobactérie toxique peuvent passer inapercues lorsque la transparence de l'eau de surface reste
bonne. De plus, le risque est d'autant plus grand que la majorité des prises d'eau potable se situent a
profondeur suffisante pour éviter les algues épilimnétiques mais pas toujours celles se distribuant
dans le métalimnion (Paulino et al., 2009). Certains auteurs font I’hypothése que la production de
microcystines chez les souches productrices (dans ce cas de Planktothrix rubescens et P. agardhii)
favoriserait le potentiel de colonisation et de dominance dans le milieu. Ainsi, par la production de
toxines, Planktothrix aurait un role de constructeur de niche a I’échelle écosystémique, ce qui peut
résulter en une plus grande habilité & monopoliser les ressources, plus de rétrocontrole positif, et en

une résilience accrue dans des conditions environnementales stables (Kurmayer et al., 2016).
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II-3- Genre Anabaena

Le genre Anabaena est un organisme filamenteux, unisérié et sans gaine mucilagineuse. 11
est muni de trichomes solitaires, droits, enroulés ou spiralés. Les cellules sont sphériques, en forme
de tonneau ou cylindriques. La plupart du temps, une constriction est marquée au niveau des
cloisons, le diameétre est compris entre 5 et 10 um. Anabaena est capable de se développer en
cellules différenciées. Ce genre posséde des hétérocystes intercalaires, jamais terminaux parfois
groupés en série ainsi que des akinétes contigus ou éloignés des hétérocystes, parfois en série. Plus
de vingt espéces européennes sont identifiables, mais seulement si le trichome présente
simultanément au moins un hétérocyste et un akinéte (Komarek et al., 2014).

Le genre Anabaena fait partie de I'ordre des Nostocales, caractérisés par leur morphologie
filamenteuse et leurs cellules différenciées. Contrairement au genre Microcystis, le genre Anabaena
est treés hétérogene. Quatre vingt-seize espéces reconnues ont €té recensées sur la base de données
Algaebase. La reproduction se fait surtout par fragmentation des trichomes. Plusieurs especes (sub.
Dolichospermum) possedent des aérotopes pour maitriser leur flottabilité (Guiry et Guiry, 2008).

La plupart des especes d’Anabaena sont planctoniques et inféodées a des eaux stagnantes.
Fixateur d'azote atmosphérique, Anabaena supporte bien des milieux carencés en azote dissous et
est souvent associé¢ a des milieux mésotrophes a méso-eutrophes. Anabaena est plus exigeant en
lumieére que d'autres cyanobactéries filamenteuses (ex. Planktothrix, Pseudanabaena...) d'ou sa
prédilection pour des milieux calmes, transparents, voire stratifiés. Parfois, certains Anabaena
présentent des régions apicales trés vacuolisées (peut-étre en fonction des conditions de milieu)

(Leitao et Couté, 2005).

III- Métabolites secondaires

Les Cyanobactéries sont connues pour produire une vaste gamme de petits peptides et des
oligopeptides (Welker et Von Dohren 2006). La plupart de ces composés sont considérés comme
des métabolites secondaires, car aucune fonction des cellules primaires (par exemple la
reproduction) n'a été liée a leur syntheése a ce jour. L'ensemble des rdles de ces métabolites n’est pas
encore bien connu méme s’il est généralement admis que ces composés doivent donner un avantage
a 'organisme producteur dans son environnement. Parmi les exemples connus, on peut citer les
molécules appelées ‘suncreens’ comprenant la scytonémine et la mycosporine qui permettent aux
cyanobactéries de se protéger des rayonnements UV (Gao et Garcia-Pichel, 2011).

Les métabolites secondaires des Cyanobactéries présentent une extraordinaire diversité
structurale (Nunnery et al., 2010 ; Mejan et Ploux, 2013) et sont étudiés pour des applications.

Leur étude permet de découvrir de nombreuses pistes pour 1’identification de nouvelles molécules
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thérapeutiques (Nunnery et al., 2010). Certains des métabolites peuvent aussi étre utilisés comme
biocarburants (Hellier et al., 2016).

Il existe également de nombreux métabolites secondaires qui sont toxiques pour les animaux
supérieurs et sont appelés cyanotoxines (Pantelic et al., 2013). Le risque qu’ils posent pour
I’environnement et pour I’homme en a fait un des axes de recherche principaux concernant I’étude
des métabolites secondaires des Cyanobactéries d’eaux douces. La présence de ces toxines dans ces
eaux représente un risque pour la vie animale et humaine (Gugger et al., 2005 ; Cadel-six et al.,
2007 ; Pantelic et al., 2013), surtout lors de I’apparition des efflorescences. Une Cyanobactérie
peut produire plusieurs toxines. La production de celles-ci peut étre variable selon I’espéce ou le
genre considéré (Méjean et al., 2014). Ces cyanotoxines présentent un large éventail de toxicités
(Harke et al., 2016) : hépatotoxines, neurotoxines et dermatotoxines. Malgré les avancées
méthodologiques en chimie analytique (Chen et al., 2012) ou en biologie moléculaire (Rantala-
Ylinen et al., 2011), la prédiction de la production des cyanotoxines en milieux naturels restent
encore a I’heure actuelle problématique.

La synthese des métabolites secondaires se fait par 4 voies :

Voies de synthése ribosomales de peptides hautement modifiés apres traduction (RiPP) :

bactériocine, cyanobactine, terpeéne, pigment, sidérophore...

Voies non ribosomales des peptides (NRPS) : aeruginosine, aecruginoguanidine...

Voies de synthése des polykétides (PKS) : hydrocarbone, olefin ...

Voies de synthése hybrides NRPS/PKS : microcystine...

I11-1- Hépatotoxines

Ce sont les toxines de Cyanobactéries qui sont le plus fréquemment rencontrées lors de
proliférations. Elles sont impliquées dans de nombreux épisodes d’intoxication. Chez les vertébrés,
I’organe cible est essentiellement le foie, ou elles provoquent d’importantes lésions via
I’inactivation des protéines phosphatases 1, 2 A et 3 (Sivonen et Jones, 1999) induisant lors
d’intoxications aigués une dégénérescence du cytosquelette des hépatocytes, une lyse cellulaire et la
mort des individus intoxiqués par hémorragie hépatique. D’autres organes tels que les reins ou les
intestins peuvent &tre également altérés. Les hépatotoxines regroupent les microcystines, les

nodularines et la cylindrospermopsine.

ITI-1-1- Microcystines
Dans les milieux naturels les blooms liés aux Cyanobactéries hépatoxiques (Anabaena,

Microcystis, Planktothrix) comprennent un mélange de cellules toxiques possédant les génes pour la
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synthése des microcystines et de cellules non toxiques ne les possédant pas ou possédant un cluster
de génes incomplet ou inactivé (Ostermaier ef al., 2012). Les microcystines (MCs) sont constituées
de sept acides aminés, dont deux sont inhabituels, la N-méthyldehydroalanine (Mdha) et 1’acide
(28, 38, 8S, 9S)-3 amino-9 méthoxy- 2, 6,8-triméthyl-10 phényldéca-4,6- diénoique (Adda) et deux
acides aminées variables en position X et Z qui attribuent le nom de la toxine (Figure 3). L’acide
aminé¢ Adda joue un role essentiel dans la toxicité de la molécule. A ce jour, plus de 246 analogues
structuraux de microcystines ont été identifiés, le plus commun étant la microcystine LR (MC-LR)
(Spoof et Arnaud, 2017). Cette toxicité a conduit I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a
proposer une recommandation pour 'eau potable de 1 mg/L pour le variant hydrophile commun, la
microcystine-LR. Les microcystines sont des inhibiteurs puissants des phosphatases eucaryotes de
types 1 et 2A (Kuniyoshi et al., 2013). Ces toxines pénétrent au niveau du foie via les canaux
biliaires et entrainent une modification de la phosphorylation des protéines. Les microcystines sont
¢galement suspectées d’étre des promoteurs de tumeur (Van Apeldoorn et al., 2007). La
prolifération de Microcystis contenant de la microcystine a provoqué de nombreux déces et
empoisonnements graves chez le bétail, les animaux domestiques et la faune (Stewart et al., 2008).
Les rapports sur les maladies humaines causées par les microcystines sont €galement bien
documentés, avec les principales voies d'exposition, notamment la consommation directe d'eau de
boisson et I'ingestion accidentelle d'eau ou le contact avec la peau lors de I'utilisation récréative des
masses d'eau. Une voie d'exposition moins largement rapportée est l'inhalation qui pourrait résulter
d'une activité de loisir & proximité des proliférations (Wood et Dietrich, 2011). Chez ’homme, le
cas le plus grave de toxicité décrit a ce jour fait suite a la dialyse de patients insuffisants rénaux
avec de I’eau contaminée aux microcystines conduisant a la mort de 60 patients de neurotoxicité
aigué et d'hépatotoxicité subaigu€¢ a Caruaru, au Brésil, en 1996 (Azevedo et al., 2002). Un
traitement potentiel prometteur utilisant la cholestyramine pour lier de maniére compétitive les
microcystines et faciliter leur excrétion a été utilis€ avec succés pour traiter un chien atteint de

cyanotoxicose et constitue une voie prometteuse pour les recherches futures (Rankin et al., 2013).
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Figure 3 : Structure de microcystine (American Chemical Society 2017)

Position 1 : D-alanine

Position 2 : Acide aminé variable

Position 3 : Acide D-érytro-pB-méthylaspartique,

Position 4 : Acide aminé variable

Position 5 : Acide (2S, 38, 8S, 95)-3 amino-9 méthoxy- 2, 6,8-trimeéhyl-10 phényldéca-4,6- diénoique
Position 6 : Acide D-glutamique

Position 7 : N-méthyle hydroalanine (Mdha)
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III-1-2- Nodularines et cylindrospermopsines

Les nodularines sont des heptapeptides cycliques présentant des analogies de structure avec
les microcystines, dont le groupement Adda. Elles sont essentiellement produites dans les milieux
salins (Gehringer ef al., 2012). Sept variantes ont été décrits a ce jour (Neilan ef al., 2013 ;
Lahrouni et al., 2015). Les nodularines ont été identifiées pour la premicre fois au sein du genre
Nodularia (Sivonen et Jones, 1999). En raison de sa similarité structurelle avec les microcystines,
les nodularines peuvent présenter des mécanismes moléculaires de toxicité similaires a ceux des
microcystines (Lahrouni ef al., 2015).

La cylindrospermopsine est un alcaloide atypique de 415 Da. Elle est constituée d'un
fragment de guanidine tricyclique combiné a I’hydroxyméthyluracile. Comme il s’agit d’une petite
molécule, elle est susceptible de traverser la membrane plasmique par diffusion simple. Seuls trois
variantes de cette toxine ont été identifiées (Lahrouni et al., 2015). Elle a été caractérisée chez
Cylindrospermopsis raciborskii pour la premiére fois (Van Apeldoorn et al., 2007), mais un

nombre croissant de taxa sont décrits comme synthétisant la cylindrospermopsine ou ses dérivés.

ITI-2- Neurotoxines

Elles ciblent la jonction neuromusculaire. Elles sont essentiellement produites par les genres
planctoniques Anabaena et Aphanizomenon, mais également par le genre benthique Phormidium.
Les neurotoxines de Cyanobactéries se regroupent en deux familles principales : les anatoxines et

les saxitoxines.

III-2-1- Anatoxines

Les anatoxines sont des alcaloides de faible poids moléculaire, spécifiques des
cyanobactéries (Van Apeldoorn et al., 2007). La production d’anatoxines a ¢t¢ mise en évidence
chez plus de dix genres jusqu’a récemment, cette famille de toxines a principalement été décrite
chez les Nostocales appartenant aux genres Anabaena et Aphanizomenon ainsi que chez les
Oscillatoriales appartenant au genre Phormidium. Ces toxines qui étaient trouvées peu fréquemment
sont désormais fréquemment observées, notamment dans les biofilms a Phormidium qui se
développent dans les rivieres (Quiblier et al., 2013).

L’effet des facteurs physico-chimiques tels la température, I’intensité lumineuse, la
concentration en nutriments (Heath et al., 2014) ou encore la concentration en métaux lourds
(Harland et al., 2013) est avérée sur la production de ’anatoxine-a (Wood ef al., 2017) mais reste
encore aléatoire. En effet, la réponse a ces stimuli est généralement souche-dépendante et tous les
verrous qui régulent les mécanismes généraux de la production d’anatoxine-a sont encore loin
d’étre levés (Neilan et al., 2013 ; Méjean et al., 2014 ; Pearson et al., 2016). Cependant Jiang et
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al. (2015) ont réussi a détecter des transcrits de anaA, anal, anaF et anaG chez Cuspidothrix
issatschenkoi alors que I’anatoxine-a n’a pas été détectée dans cette souche. Cela pourrait suggérer

une régulation de la cyanotoxine a un niveau post-transcriptionnel.

II1-2-2- Saxitoxines et dérivées

La famille des saxitoxines est composée de la saxitoxine, de la neosaxitoxine et de leurs
dérivés. Les saxitoxines constituent une famille trés diverse de toxines communément appelées
toxines paralysantes, et sont responsables du syndrome intoxication paralysante par fruits de mer
(IPFM). Ces toxines ont été décrites pour la premicre fois chez les dinoflagellés marins, mais on les
retrouve chez un nombre croissant de Cyanobactéries d’eau douce appartenant aux genres
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Anabaena, Lyngbya et Phormidium.

La saxitoxine est une trialkyle tétrahydropurine d’une grande solubilité et stabilité¢ dans
I’environnement (Bernard, 2014). Ces toxines inhibent les canaux sodium voltage dépendants

bloquant ainsi I’influx nerveux.

II1-2-3- p-N-méthylamino-L-alanine (BMMA)

Sa distribution au sein des Cyanobactéries est extrémement large puisque pres de 95 % des
souches testées sont identifiées comme capables de produire ce métabolite toxique (Bernard,
2014). Cette large distribution ainsi que les risques associés sont actuellement en cours
d’évaluation. Un isolat de Microcystis provenant d'une lagune de Sao Paulo (Brésil) produirait une
gamme de neurotoxines paralysantes pour les mollusques et crustacés (PSP) (Sant’Anna et al.,
2011). Cependant, lors du séquengage du génome de I’isolat, aucun géne de biosyntheése de
saxitoxine n’a été identifié, ce qui laisse planer un doute sérieux sur le véritable statut de
Microcystis 'agent responsable. Bien que I'é¢tude de la B -N-méthylamino-L-alanine (BMAA) soit
devenue une question quelque peu controversée (Holtcamp, 2012 ; Otten et Paerl, 2015), des
¢tudes suggerent également que la majorité des Cyanobactéries, y compris Microcystis, peuvent
produire BMAA (Cox et al., 2005), alors que de nombreux autres chercheurs n'ont pas réussi a
identifier ce composé (Faassen, 2014). Le BMAA est un acide aminé non protéique qui a été li¢ a
des maladies neuro dégénératives, y compris la sclérose latérale amyotrophique, la maladie de
Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Banack et al., 2010 ; Holtcamp, 2012). Le mode exact de
toxicité de la BMAA est toujours a 1'¢tude, ’enquéte la plus méthodique a ce jour a peut-étre été
menée par Reveillon ef al. (2014), qui ont réanalysé un certain nombre d'isolats de Cyanobactéries,
incluant Microcystis aeruginosa PCC 7806, déclarés producteurs de BMAA. Notamment, en
utilisant une chromatographie d'interaction hydrophile trés sensible et spécifique couplée a la
spectrométrie de masse en tandem, ils n'ont détect¢ de¢ BMMA dans aucune culture. L'acide 2,4-
diaminobutyrique, deux formes libres et liées, a été détecté dans toutes les cultures. Il peut s'agir du
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compos¢ identifié comme BMAA dans des études antérieures utilisant d'autres méthodes
analytiques.

Au-dela des toxines directes, il a également été démontré que le genre Microcystis produit
des composés qui agissent comme un systéme endocrinien des perturbateurs, bien qu'ils ne soient
pas mortels pour la péche, ces composés régulent les éléments génétiques associ€s a la maturité et a

la différenciation sexuelles (Rogers et al., 2011).

III-3- Dermatotoxines

Les symptomes dermatotoxiques liés a la présence de Cyanobactéries ont principalement été
décrits en milieu marin et semblent peu fréquents en eau douce. Un certain nombre d’alcaloides ont
¢té 1solés de Cyanobactéries marines et sont suspectés d’étre a 1’origine de dermatites. 1 s’agit de
lyngbyatoxines, d’aplysiatoxines et de la debromoaplysiatoxine, ces deux dernieres étant également
suspectées d’€tre promotrices de tumeur et activateurs de la protéine kinase C (Van Apeldoorn et
al., 2007). Les lipopolysaccharides (LPS) sont des endotoxines constitutives de la paroi cellulaire de
CB ou autres bactéries Gram négatives (Bernard, 2014). Elles sont constitué¢es d’un sucre et d’un
lipide, et sont responsables de réactions allergiques et toxiques chez les animaux et les humains et a

I’origine d’irritations cutanées.

I11-4- Autres métabolites secondaires

Le terme métabolisme secondaire est généralement utilisé pour désigner les voies
métaboliques qui ne sont pas directement impliquées dans la croissance, le développement ou la
reproduction de l'organisme. Les métabolites secondaires Cyanobactériens présentent une structure
chimique diverse et différentes bioactivités, comme les anti-cancers, les antifongiques, les anti-
bactéries, les inhibiteurs de la trypsine, les neurotoxiques et les hépatotoxiques (Dixit et Suseela,
2013).

La plupart de ces composés sont synthétisés par la voie non ribosomale, cependant certains
d’entre eux sont synthétisés par la voie ribosomale tels que les microviridines et les cyanobactines
(Arnison et al., 2013). Ces métabolites produits par les Cyanobactéries sont subdivisés en sept
classes principales de peptides en fonction de leurs caractéristiques structurelles (Tableau I). On
distingue les aeruginosines, les anabaenopeptines, les cyanobactines, les cyanopeptolines, les
microginines, les microviridines et les microcystines (Agha et Quesada, 2014).

L'inhibition de la protéase, qui est utilisée comme mécanisme de protection contre le
paturage chez les plantes terrestres, est un effet qui a également été observé pour de nombreux
métabolites (Welker et Von Dohren, 2006). Quelques exemples de peptides présentant une
inhibition de protéase sont la microcystine, la cyanopeptoline, l'aeruginosine, l'anabaenopeptine, la

microviridine et la microginine.
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Tableau I : Principales classes de peptides de Cyanobactéries et leurs réponses bioactives

Métabolites Bioactivités Références
Cyanopeptolines Inhibiteur de la trypsine Martin et al., 1993
Aeruginosines Inhibiteur de la trombine et la trypsine Kodani et al., 1998
Anabaenopeptines Inhibiteur de la carboxypeptidase Itou et al., 1999
Microviridines Elastase/ inhibiteur de la protéase Rohrlack et al., 2003
analogue de la trypsine
Microginines Inhibiteur de I’enzyme de conversion de Numann et al., 1997
I’angiotensine I
Cylamides Anti-cyanobactérien / anti-algale Todorava et al., 1995
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II1-4-1- Cyanopeptolines

Les cyanopeptolines sont des peptides cycliques produits par la voie non ribosomale, tout
comme les microcystines. Plusieurs variantes de ce métabolite ont été décrites, car une variation
survient a presque tous les acides aminés présents, a I'exception du résidu Ahp (3-amino-6-hydroxy-
2-pipéridone) qui caractérise le peptide et la thréonine (Figure 4). L'activité forte et sélective des
nouvelles variantes de cyanopeptoline en a fait des candidats potentiels pour le développement de
médicaments contre les troubles métaboliques et d'autres maladies (Mazur-Marzec et al., 2018).
Cependant, peu d’informations sont disponibles sur leur production, leur régulation et leur
absorption par les vertébrés (Faltermann ef al., 2014). Bien que considérés comme non toxiques
depuis longtemps (Beversdorf et al., 2017), il a été démontré récemment que certaines variantes
sont toxiques pour le poisson-zébre (Faltermann ef al., 2014) et le zooplancton (Pereira et Giani,
2014). Parmi les cyanopeptolines, on trouve des scyptolines, des micropeptines, des

anabaenopeptilides, des aeruginopeptines et des aeruginopeptolines.

I11-4-2- Aeruginosines

Les aeruginosines sont une famille de peptides chimiquement diversifi€ée connue a ce jour,
isolées uniquement de Microcystis et Planktothrix (Fewer el al., 2013). Elles constituent une classe
de tétrapeptides linéaires trés variables, caractérisées par la présence de deux résidus peu communs,
Hpla (4-hydroxy acide phényllactique) et Choi (2-carboxy-6-hydroxyoctahydroindole), en positions
(1) et (3), respectivement (Figure 5). Elles sont des inhibiteurs spécifiques des sérine protéases
telles que la thrombine et la trypsine (Anas et al., 2012). Par conséquent, elles sont considérées
comme des agents anti thrombotiques potentiels. La thrombine, une sérine protéase semblable a la
trypsine qui joue un role important dans la thrombose et I’agrégation plaquettaire. Il s’agit de
I’enzyme clé pour catalyser la formation de fibrine polymérisable a partir de fibrinogéne dans la
cascade de la coagulation sanguine (Fewer el al., 2013). Les propriétés physiologiques uniques des
aeruginosines proviennent principalement de la fraction 2-carboxy-6-hydroxyoctahydroindole
(Choi) qui est un acide aminé bicyclique (Ishida et al., 2009). Lorsque 1’aeruginosine se lie a une
protéase de type sérine, le fragment Choi interagit directement avec le site actif de la protéase, la
partie centrale qui détermine l'efficacité d'inhibition de 1'aeruginosine (Wang et Goyal, 2009). Les
trois genes correspondant a la biosynthese de Choi aerD, aerE et aerF ont été caractérisés dans les
cyanobactéries d’eau douce Planktothrix agardhii et Microcystis aeruginosa via des expériences

d’alignement de séquences génétiques (Ishida et al., 2007).
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Figure 4 : Structure de cyanopeptoline (American Chemical Society 2017)
Position 1 : Thréonine

Position 2 : Ahp (3-amino-6-hydroxy-2-pipéridone)

Position 3 : Acide aminé variable

Position 4 : Acide aminé variable

Position 5 : Acide aminé variable
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Figure 5 : Structure d’aeruginosine (American Chemical Society 2017)
Position 1 : Hpla (4-hydroxy acide phényllactique)

Position 2 : Acide aminé variable

Position 3 : Choi (2-carboxy-6-hydroxyoctahydroindole),

Position 4 : Arginine
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I11-4-3- Microviridines

Les microviridines sont produites par la voie ribosomale chez Microcystis et Planktothrix
agardhii. quinze nouvelles variantes ont été détectées du geéne précurseur mdnA codant pour la
microviridine des squelettes qui difféerent par jusqu'a 4 positions d'acides aminés des isoformes
connues du peptide (Ziemert et al., 2010). Les microviridines étaient les premiers métabolites
tricycliques observés et sont parmi les plus grands oligopeptides produits par les Cyanobactéries

avec 13 a 14 acides aminés (1600-1900 Da) (Ziemert ef al., 2010 ; Weiz et al., 2014) (Figure 6).
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Figure 6 : Structure de microviridine A (American Chemical Society 2017)
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IV- Déterminisme de la production de toxines

Malgré les avancées méthodologiques en chimie analytique (Chen et al., 2012) ou en
biologie moléculaire (Rantala-Ylinen ef al., 2011), la prédiction de la production des cyanotoxines
en milieux naturels restent encore complexe. Différents facteurs environnementaux et mécanismes
intrinseéques aux Cyanobactéries peuvent intervenir et favoriser ou non la production de
microcystine.

Tout d’abord, la production de toxine peut €tre variable selon 1’espéce ou le genre considéré
(Méjean et al., 2014). Ensuite, la diversité génétique intraspécifique joue un role important dans ce
déterminisme. Au sein méme d’une prolifération mono-spécifique, plusieurs génotypes peuvent
coexister. Certains génotypes possédent les genes impliqués dans la biosynthese de ces
cyanotoxines et d’autres non. En paralléle de I’évolution de la biomasse d’un bloom, la succession
ou la dominance de ces différents génotypes peut varier dans le temps et dans 1’espace, et par
conséquent conditionner la production de I'une de ces cyanotoxines. Ce phénomene est bien connu
pour les microcystines (Sabart ef al., 2010). Cette évolution spatio-temporelle via la succession des
différents génotypes résulte aussi des facteurs de croissance et de compétition entre souches
toxiques et non-toxiques (Misson, 2011). Il semblerait ainsi que les souches toxiques soient plus
compétitrices que les non-toxiques en situation de forte intensité lumineuse, de forte disponibilité en
nutriments, de faible concentration en CO, dissous (Waal ef al., 2011) et d’augmentation de la
température (Davis et al., 2009).

En plus des facteurs interspécifiques ou génétiques, 1’état physiologique de la cellule peut
aussi influencer la synthése de ces cyanotoxines. Par exemple, il est communément admis que la
production de microcystines est maximale durant les phases de croissance exponentielle et/ou
lorsque les conditions de croissance sont optimales (Legrand, 2017).

Les facteurs environnementaux de régulation de la production de cyanotoxines sont encore mal
connus, principalement a cause d’un manque de standardisations et d’interprétations communes des
¢tudes déja réalisées (Neilan et al., 2013). Néanmoins, I’azote semble particulierement affecter la
production des microcystines. Une étude combinant approches in situ et expérimentales a mis en

¢vidence une corrélation entre la limitation en azote et un faible quota cellulaire en microcystine

(Horst et al., 2014).

IV-1- Voies de biosynthese des cyanotoxines
Les voies de biosynthése des cyanotoxines sont non-ribosomales et impliquent des
complexes enzymatiques dont les genes sont organisés en modules. La régulation de la synthése de

ces enzymes influence de manicre qualitative et quantitative la production de toxines (Dittman et
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al., 2013). L’organisation modulaire des domaines d’adénylation constitue une source de diversité
des métabolites. Les genes impliqués peuvent subir des événements de recombinaisons génétiques
homologues impliquant un méme cluster de génes ou des clusters différents. Ces événements
peuvent survenir au sein d’un méme génome ou provenir d’ADN libre d’autres Cyanobactéries via
des transferts horizontaux (Dittman ef al., 2013). Ces événements contribuent a accroitre la
diversité des genes impliqués dans la synthése des toxines et donc la diversité des toxines elles-

mémes.

IV-2- Biosyntheése des microcystines

Cette biosynthése est codée par un cluster de 10 genes (mcyA a mcyJ) organisés en 2
opérons, dont la transcription est régulée par un promoteur central commun et bidirectionnel. Cette
synthése fait intervenir différentes enzymes qui assemblent et modifient les acides aminés
composant la microcystine. Elles sont composées des polykétides synthases, des peptides
synthétases non ribosomales et d’enzymes impliquées dans le « tailoring » de certains acides
aminés. L export des microcystines serait possible par le géne mcyH codant pour un transporteur de
type ABC (Dittman et al., 2013) (Figure 7). L’inactivation d’un seul de ces 10 genes est suffisante
pour bloquer la synthése des microcystines (Legrand, 2017). Des différences sont notables entre les
genres Anabaena, Microcystis et Planktothrix comme la présence, I’ordre des génes, 1’orientation et

le nombre d’opérons.
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IV-3- Role écologique de la microcystine

Identifier et comprendre les potentiels rdles écologiques des cyanotoxines pourraient a terme
aider au développement de nouvelles stratégies de management vis-a-vis des Cyanobactéries
toxiques (Pearson et al., 2016). Cependant, les roles écologiques des cyanotoxines a 1’heure
actuelle, n’ont pas encore été clairement identifiés dans la littérature.

De nombreux travaux de recherche mettent en évidence différents rdles possibles que
pourraient avoir les microcystines dans leur environnement. Tout d’abord, les microcystines
pourraient étre impliquées dans les interactions biotiques. Les impacts sur divers niveaux trophiques
décrits précédemment, associés a 1’augmentation de production de microcystines en présence de
producteurs primaires ou de prédateurs, sont a I’origine de I’hypotheése d’un role allélopathique de
ces microcystines. Ces molécules serviraient a limiter la compétition pour les ressources ainsi que la
prédation et le parasitisme. Certains auteurs vont plus loin et émettent I’hypothese que la production
de microcystines chez les souches productrices (dans ce cas de Planktothrix rubescens et P.
agardhii) favoriserait le potentiel de colonisation et de dominance dans le milieu. Ainsi, par la
production de toxines, Planktothrix aurait un role de constructeur de niche a [D’échelle
€cosystémique, ce qui peut résulter en une plus grande habilité a monopoliser les ressources, plus de
rétrocontrdle positif, et en une résilience accrue dans des conditions environnementales stables
(Kurmayer et al., 2016). Par conséquent, la toxicité ne correspondrait pas a la fonction premiere de
ces molécules.

Les microcystines pourraient aussi avoir un role de messager extracellulaire au sein des
différentes colonies de Microcystis (Pearson et al., 2016). Cette hypothese s’appuie sur le fait que
les microcystines peuvent étre relarguées dans le milieu. De plus, un ajout de microcystines dans le
milieu de culture peut conduire a des changements phénotypiques au sein de colonies de
Microcystis et a la synthese d’autres métabolites secondaires (Gan et al., 2012). Les microcystines
pourraient donc bien jouer un role de molécule signal, induisant notamment la régulation de leur
propre production. De plus, ces microcystines sont principalement présentes au sein des cellules
productrices et ne sont relarguées dans le milieu que lorsque ces dernicres sont lysées. Ainsi, la
détection de microcystines dans le milieu extérieur pourrait donc €tre pergue comme un signal
d’une importante mortalité cellulaire (Schatz et al., 2007). En réponses, les cellules encore vivantes
s’agrégeraient plus facilement, augmenteraient leur vitesse de division, la production de pigments et
de microcystines afin d’améliorer leur survie dans un contexte environnemental défavorable ayant
entrainé la mort de leurs congéneres (Misson, 2011).

Les importantes quantités présentes au sein des cellules productrices laissent envisager que
les microcystines pourraient aussi avoir un role intracellulaire, en étant un messager intracellulaire

ou en modulant la stabilité et/ou la fonction de certaines protéines (Zilliges et al., 2011). Les
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microcystines possedent aussi des propriétés chélatrices et méme sidérophore. En effet, la meilleure
assimilation du fer pour les souches toxiques, combinée a un meilleur taux de survie de ces
derniéres en cas de carence en fer laisse présager un role de protection des cellules toxiques par les
microcystines dans un milieu séveérement carencé en fer (Alexova et al., 2011).
La régulation de la synthése de microcystine par le stress oxydatif est a ’origine de la derniére
fonction intracellulaire hypothétique attribuée aux microcystines. En effet, lors d’un surplus
d’énergie lumineuse, les photosystémes des Cyanobactéries utilisent 1’oxygeéne comme accepteur
d’¢lectron de substitution dans le but de dissiper I’énergie excédentaire emmagasinée par les
photosystémes (Latifi ef al., 2009). Ce processus induit aussi la formation de ROS, en quantité
proportionnelle a I’intensité lumineuse regue. La production de ROS pourraient étre aussi induite
par une carence en fer (Latifi et al., 2009). Ainsi, le surplus de lumiére et la disponibilité en fer
pourraient, par conséquent, jouer indirectement sur la production de microcystines, via le
déclenchement d’un stress oxydatif. Ainsi, une souche de Microcystis toxique s’est montrée plus
résistante a la présence de peroxyde d’hydrogeéne que son homologue muté spécifiquement sur un
gene de microcystine (souche PCC7806 et son mutant AmcyB) : le mutant présentait une importante
dépigmentation démontrant la dégradation de son appareil photosynthétique (Zilliges et al., 2011).
Ces différents travaux ont conduit a ’émergence d’un role hypothétique de protection contre le
stress oxydatif (Alexova et al., 2011 ; Zilliges et al., 2011). Ainsi, ce role pourrait s’exprimer via la
liaison des microcystines a différentes protéines impliquées dans le métabolisme primaire des
especes productrices (Zilliges ef al., 2011).

Actuellement, dans la littérature, aucune de ces diverses hypothéses n’est prédominante et
les différents roles évoqués pourraient étre le fruit de différentes étapes de I’évolution et de la
diversification des toxines au cours du temps, permettant I’acquisition de différentes fonctions qui

ont un réel intérét dans le contexte naturel (Pearson et al., 2016).

V- Toxicocinétique et toxicodynamique des microcystines
V-1- Toxicocinétique
La toxicocinétique est 1’étude de la cinétique d’une substance toxique lors de son passage

dans un organisme biologique. Elle comprend 1’absorption, la distribution, la biotransformation et
I’élimination de la substance a 1’¢tude (Ouellet, 2012). Il n’y a pas ou trés peu de données sur la
toxicocinétique des cyanotoxines chez les humains, les données présentées dans les sections
suivantes se référent surtout a des animaux de laboratoire.

- L’absorption d’une substance toxique est sa pénétration a I’intérieur des cellules. Elle peut
se faire par diverses fagons telles que la diffusion passive par liposolubilité¢ transmembranaire, le

transport actif, la diffusion a travers des pores aqueux, la pinocytose et la phagocytose (Van Coillie,
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2011). Les principales voies d’exposition aux cyanotoxines chez 1’humain sont I’ingestion d’eau ou
de nourriture contaminée, 1’inhalation et le contact cutané.

- Apres leur absorption a différents lieux, les toxines sont distribuées via le systéme
circulatoire (sang et/ou lymphe) dans les divers organes et tissus. Chez les mammiferes, apres une
absorption par voie orale, les MCs sont véhiculées par la circulation sanguine d’ou elles sont
extraites principalement par les hépatocytes qui possédent des transporteurs de I’acide biliaire
(Zeller et al.,2011).

- Suite a leur absorption et a leur distribution, la plupart des toxines sont bio-transformées par
I’organisme en métabolites. Ceux-ci sont en général moins toxiques que les composés d’origine ;
toutefois, dans certains cas, leur toxicité est parfois amplifiée suite a leur biotransformation (Van
Coillie, 2011 ; Ouellet, 2012). La métabolisation des MCs s’effectue au niveau du foie ou elle a
lieu par conjugaison. Celle-ci se fait avec le glutathion (GSH) et la cystéine (Cys). La conjugaison
des MCs avec le GSH est réalisée par le glutathion S-transférase qui forme des composés plus
polaires que les MCs, des MCs-GSH.

- L’¢limination est I’étape finale de la toxicocinétique. La toxine peut €tre éliminée sous sa
forme d’origine, de métabolites et/ou de conjugués. L’¢limination prend diverses voies dans
I’organisme, la principale est 1’'urine, mais il y a aussi une excrétion aux niveaux de la bile
hépatique, des feces et autres. L élimination par voie urinaire est plus rapide et représente 9,2 % de
la dose alors que 1’élimination fécale plus lente (apres six jours) représente 14,5 %. Enfin, 60 % des
quantités excrétées ont la forme d’origine tandis que 40 % sont des dérivés conjugués de la MC qui

s’averent plus hydrophiles que cette dernicre (Ouellet, 2012).

V-2- Toxicodynamique

La toxicodynamique étudie les mécanismes d’action des substances toxiques dans
I’organisme et permet ainsi de comprendre le pourquoi de la toxicité (Van Coillie, 2011).

La toxicité se manifeste par une liaison covalente irréversible formée entre la toxine et les
protéines phosphatases, en particulier dans les hépatocytes, ce qui entraine des dommages ultérieurs
a la structure cellulaire (Feurstein et al., 2010) et peut entrainer une maladie du foie ainsi qu'une
néphrotoxicité (Harke et al., 2016).

A D’intérieur des cellules, les microcystines peuvent avoir plusieurs effets. L’action la plus
importante est I’inhibition des protéines phosphatases de type 1 et 2A (PP1 et PP2A) (Kuniyoshi et
al., 2013 ). La fixation des microcystines sur les protéines phosphatases se fait en deux étapes

(Figure 8).
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Figure 8 : Fixation de la microcystine LR sur la phosphatase

Le radical Mdha de la microcystine interagit avec une cystéine. Il se forme un complexe microcystine /
protéine phosphatase. Le radical Adda se place alors dans un sillon hydrophobe. La microcystine inhibe la
protéine phosphatase qui ne peut plus catalyser I’hydrolyse des groupements phosphate de certaines

protéines.
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La premiere étape fait intervenir des interactions de faibles énergies de type Van der Walls et
¢lectrostatiques entre la toxine et les protéines phosphatases. Cette premiére étape permet un
rapprochement entre I’acide aminé méthyldéhydro-alanine (Mdha) de la toxine et la cystéine 273 de
PP1 ou 266 de PP2A qui réagissent alors et forment une liaison covalente. Suite a cette liaison
covalente, I’Adda se trouve dans un sillon hydrophobique de la partie catalytique de I’enzyme,
entrainant son inactivation. L’inhibition de la phosphatase est observée des la premicre étape qui
correspond a la formation du complexe phosphatase / microcystine par les liaisons de faibles
énergies (Hastie et al., 2005).

L’inhibition des deux phosphatases entraine une diminution de la synthese des protéines des
microtubules des hépatocytes (Van Apeldoorn et al., 2007). Il en résulte une déformation de ceux-
ci qui entraine ainsi une séparation des cellules du foie (hépatocytes) et conséquemment une
perturbation de la structure hépatique. Ceci induit une accumulation de sang au niveau du foie et
éventuellement la mort par hémorragie interne ou une insuffisance hépatique. A faible dose
d’exposition, 1’inhibition des phosphatases cause une prolifération cellulaire au niveau du foie, ce

qui entraine une hypertrophie de celui-ci (Gehringer et al., 2004).

V-3- Conséquences de I’action de la microcystine

Les conséquences de cette inhibition sont importantes car les PP1A et PP2A catalysent
I’hydrolyse des groupements phosphate sur les résidus sérine et thréonine de nombreuses protéines
dont I’actine et la cytokératine, protéines qui participent a 1’organisation du cytosquelette de la
cellule (Kuniyoshi et al., 2013). La mise en place du cytosquelette n’est pas possible quand les
protéines sont phosphorylées. Les microcystines étant des inhibiteurs de protéines phosphatases, les
protéines du cytosquelette restent phosphorylées et ne peuvent pas s’assembler, ce qui provoque une
désorganisation structurale de la cellule et a terme la mort de la cellule. L’inhibition des PP1A et
PP2A entrainent ¢galement la disparition des jonctions intercellulaires : les cellules ne forment plus
un tissu mais s’individualisent.

Derniérement, une autre cible intracellulaire a ét¢ mise en évidence : L’ATP-synthase
(Mikhailov et al., 2003). Les microcystines peuvent se fixer sur cet enzyme et ainsi I’inhiber. Le
mécanisme n’est pas caractérisé et les conséquences sur la physiologie cellulaire ne sont pas
connues. Malgré tout, il semble que les microcystines ont moins d’affinité pour cet enzyme que
pour les PP1A et PP2A. Pour l'instant, d’autres cibles intracellulaires n’ont pas été révélées
(Imanishi et al., 2005).

Des études ont montrés que les microcystines induisent aussi un stress oxydatif a I’intérieur
des cellules (Yin et al., 2005). Ce phénomene a été observé in vivo chez les poissons et les

rongeurs. Ces travaux ont conduit a I’émergence d’un rdle hypothétique de protection contre le

39



stress oxydatif (Alexova et al., 2011; Zilliges et al., 2011). Ainsi, ce role pourrait s’exprimer via la
liaison des microcystines a différentes protéines impliquées dans le métabolisme primaire des
especes productrices (Zilliges et al., 2011). Actuellement, dans la littérature, aucune de ces diverses
hypothéses n’est prédominante et les différents réles évoqués pourraient étre le fruit de différentes
étapes de 1’évolution et de la diversification des toxines au cours du temps, permettant I’acquisition

de différentes fonctions qui ont un réel intérét dans le contexte naturel (Pearson et al., 2016).
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I- Matériel d’étude
I-1- Type d’étude et criteres de choix du site d’étude

Il s’agit d’une étude expérimentale basée sur I'utilisation des techniques de bactériologie
classique (isolement et culture), de biologie moléculaire pour la détection des différents génes de
synthése des différents métabolites secondaires et de spectrométriec de masse pour le dosage des
nutriments et de la chlorophylle (a).

Quant au choix du site, il est a noter que la ville d’ Abidjan est exclusivement approvisionnée en
eau portable par la nappe phréatique dite du terminal continental. Cette nappe est devenue
insuffisante pour cette population qui grandit au fil des années. Ainsi, la priorité actuelle de I’Etat
Ivoirien est de trouver une source supplémentaire pour répondre aux besoins pressants en eau de la
ville d’Abidjan. C’est ainsi que la lagune Aghien a été identifiée comme une source potentielle pour
I’approvisionnement des populations en eau potable.

La lagune Aghien connait un développement de blooms de Cyanobactéries qui posent de graves
problémes pour la production d'eau potable pour la ville d’Abidjan et pour les villages environnants
qui utilisent les eaux de la lagune pour de multiples usages, d’une part et ces Cyanobactéries ne sont
pas seulement nuisibles, elles produiraient des métabolites d’utilit¢ pharmacologique et
biotechnologique d’autre part. Six stations d'échantillonnage ont été prospectées, quatre d'entre elles
¢tant le long d'un transect situé¢ sur la plus grande diagonale de la lagune, et les deux autres a

proximité de deux villages.

I-2- Cadre et période d’étude

Cette étude a été effectuée sur une période de 22 mois. A cet effet, différentes structures ont
servi de cadre d’étude, a savoir, I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI) site d’Adiopodoumé,
I’Institut Pasteur de Paris (IPP) a la Collection des Cyanobactéries, I’Institut de Recherche et
Développement (IRD) et I’'Université Nangui Abrogoua.

- La préparation des milieux utilisés a été réalisée a 1’Unité de Production des Intrants de
Laboratoire (UPIL) de I'IPCI.

- L’isolement et la mise en culture des Cyanobactéries ont été réalisés a I’Unité de Chimie et
de Microbiologie Environnementale de I’IPCI.

- Le dosage des nutriments et de la chlorophylle (a) a été réalisé a I’Institut de Recherche et
Développement (IRD) sise a I’Université Nangui Abrogoua.

- Le Laboratoire d’Environnement et de Biologie Aquatique de I’Universit¢ Nangui
Abrogoua a contribué a I’identification taxonomique des Cyanobactéries.

- Les analyses moléculaires ont été réalisées au laboratoire de la Collection des

Cyanobactéries de I’'IPP.
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I-3- Milieu d’étude
I-3-1- Localisation du site d’étude

La lagune Aghien est située dans la partie Sud-Est de la Cote d'Ivoire entre 5°20 et 5°30
latitudes Nord et 3°50 et 3°55 longitudes Ouest. Elle est située a environ 5 km au Nord de
Bingerville et a une superficie de 19,5 km®. Elle est alimentée par deux affluents principaux, les
rivieres Djibi et Bété, et communique avec la lagune Potou par un canal naturel dans lequel s'écoule

l'eau de la riviere Mé (Konan ef al., 2017), avec des bassins versants de 72 km?.

I-3-2- Climat et pluviométrie

Le climat de la zone d’étude est celui du littoral septentrional du Golfe de Guinée. C’est un
climat équatorial de transition caractérisé par une grande saison des pluies et une grande saison
séche alternant avec une petite saison des pluies et une petite saison seéche (Traoré ef al., 2012 ;

Effebi et al., 2017).

La grande saison séche qui s’é¢tend de Décembre a Mars, est dominée par les vents
continentaux secs ou harmattan. La température et la salinité atteignent les valeurs les plus

élevées.

La grande saison des pluies s’étend d’Avril a Juillet, avec des précipitations abondantes et
presque continuelles, ce qui entraine la baisse de la salinité. Le rayonnement solaire

diminue trés nettement, ainsi que la température de 1’air et I’évaporation.

La petite saison seche s’étend d’Aolt a Septembre. Les pluies y sont rares et faibles et

I’évaporation conserve des valeurs basses. La salinité augmente au cours de cette saison.

La petite saison des pluies, due aux averses orageuses, s’étend d’Octobre a Novembre. Les

précipitations retrouvent des valeurs €levées sans atteindre celles de la grande saison des
pluies. Les apports continentaux sont prédominants (apres la grande saison des pluies) et
sont caractérisés par la crue des fleuves (Como¢) et rivieres (M¢é, Djibi et Bété) associés.

C’est une zone pluvieuse avec des précipitations interannuelles supérieures a 1500 mm

(Traoré et al., 2012 ; Effebi et al., 2017).

I-3-3- Relief et végétation
Dans cette zone, on distingue trois ensembles géomorphologiques individualisés (Angui et al,
1984) :
- les hauts plateaux en deux niveaux, de 40 a 50 m et 100 a 120 m, représentés par les buttes
du Continental Terminal au Nord de la lagune Ebrié,
- les bas plateaux d’altitude allant de 8 a 12 m, constituent les affleurements du cordon littoral
quaternaire,
- les plaines et les lagunes qui constituent I’ensemble le plus affaissé.
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Trois grands types de paysage végétal se partagent la région étudiée : la forét, la savane et les
formations hydrophiles des zones marécageuses en bordure des lagunes d’eau saumatre.
L’ensemble est abondamment transformé par les cultures industrielles (palmiers et hévéas en
savane, palmiers, caféiers, cacaoyers et ananas en forét, bananeraies dans les bas-fonds tourbeux) et

par les cultures vivrieres itinérantes.

I-3-4- Pédologie et géologie

La géologie de la zone est marquée par la formation sédimentaire constituée de roches
détritiques du tertiaire et quaternaire. La lagune Aghien est encastrée dans le continental terminal
compos¢ de sable, d’argile et gres ferrugineux. On note la présence des vases (matieres organiques
et particules fines minérales) et de sable du quaternaire sur les bordures Est de la lagune Aghien
(Delor et al., 1992). Deux catégories de sols occupent la région. Il s’agit des sols a sesquioxydes
(sols ferralitiques lessivés en bases) et des sols hydromorphes, notamment les sols tourbeux ou sols
humiques a gley indifférenciés, ou pseudo-gley indifférenciés et sur alluvions a dominance sableux
(Cheroux et Roose, 1966). Les formations du socle cristallin et cristallophyllien sont constituées de
gneiss fin a biotite et amphibole (Delor ef al., 1992). Deux types d’aquiferes sont rencontrés dans la
lagune d’Aghien en I’occurrence, les aquiferes discontinus du socle et les aquiferes continus de

bassins sédimentaires (Konan et al., 2017).

I-3-5- Occupation du sol et activités anthropiques

La lagune Aghien se situe dans une zone couverte par la forét dense sempervirente et
ombrophile. Cette forét est fortement dégradée au profit des activités anthropiques et des
installations humaines, hormis la partie située au Nord-Est du systeme lagunaire, la forét classée de
Nguechis. Les cultures et/ou jacheéres occupent la quasi totalité du bassin. Elles sont essentiellement
constituées de cultures de rente (palmier a huile, hévéa) réalisées par le CNRA (Centre National de
Recherche Agronomique) et qui s’étendent sur de grandes surfaces. Par ailleurs, les riverains
s’adonnent également a des activités agricoles et d’¢levages. De ce fait, la mangrove est détruite au
profit des grandes plantations industrielles et des plantations villageoises (Figure 9 A). Les
principales cultures réalisées par ceux-ci sont celles de maraichers, de palmiers a huile, de caféiers,
de cacaoyers, d’hévéa, et de bananiers (plantain) (Koffi et al., 2014). Les activités économiques
liées au milieu lagunaire sont constituées essentiellement de la péche, de la pisciculture, du
transport et de ’exploitation de carrieres de sables. Les eaux lagunaires sont également utilisées
pour le lavage des aliments (Figure 9 C), la baignade et aussi dans les teintureries et tannages

traditionnels (Traoré et al., 2012).
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Figure 9 : Lagune Aghien et les activités anthropiques

A) Plantations d’hévéa autour la lagune
B) Dechets aux abords directs de la lagune
C) Lavage des aliments dans la lagune

(Photo : Yao D. R)
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I-4- Matériel de mesure des parametres physico chimiques sur le terrain et dosage de
nutriments
I-4-1- Matériel de mesure des parametres physico chimiques sur le terrain

Une pirogue motorisée et un GPS (Global Positioning System) de marque GARMIN®etrex
2 ont été utilisés respectivement pour les déplacements sur la lagune et pour déterminer les
coordonnées géographiques.

Une sonde multi paramétre de marque YSI®exo 2 (Figure 10 A) muni de capteurs a permis

de mesurer la température, le pH, la conductivité et la turbidité de 1’eau de la lagune.

I-4-2- Matériel utilisé pour le dosage des nutriments
Un minéralisateur de marque HT 200 S a été utilisé pour la digestion des composés azotés.
Un spectrophotometre de type HACH® LANGE DR 600 a été utilisé pour le dosage des
nutriments (Figure 10 B).
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Figure 10 : Matériel de mesure des parmetres physico-chimiques sur le terrain et dosage
des nutriments

A : Sonde Multi parameétre de marque YSI® exo 2 avec ordinateur

B : Spectrophotometre HACH LANGE DR 600 (Photo : Yao D. R)

47



I-5- Matériel de prélevement des échantillons d’eaux

Les échantillons d’eau qui ont servi a I’isolement et a I’identification microscopique ont été
prélévés a I’aide d’un filet a plancton de 20 um de vide de maille équipé a son extrémité d’un
collecteur. Ce collecteur a permis de récupérer 100 mL d’eau obtenue apres un trait de filet a
chaque station afin de concentrer la population des Cyanobactéries (Figure 11 A).

Pour la conservation des échantillons destinés a la microscopie des Cyanobactéries, des
tubes de collecte de type Falcon® de 50 mL de capacité ont été utilisés.

Un préleveur intégré (Figure 11 B) a permis de prélever les échantillons d’eau de la surface
jusqu’a un metre de profondeur. Ces échantillons ont servi au dosage des nutriments, de la
chlorophylle a et la recherche des genes de synthese de métabolites secondaires.

Les différents échantillons d’eau prélevés ont été recueillis dans des flacons en verre stériles
de 1 litre de capacité. Une glaciére contenant des accumulateurs de froid a servi a la conservation

des échantillons prélevés pendant le transport.

I-6- Matériel d’analyse
I-6-1- Matériel de filtration

Un dispositif de filtration comportant une rampe de filtration de marque SARTORIUS® et
une pompe a vide de marque TELSTAR® ainsi que différents filtres ont servi a la filtration des
échantillons d’eau.

Des filtres millipores de 0,45 um de porosité et 47 mm de diamétre et des filtres en fibre de
verre de type Whatman® GF/C 1,2 um de porosité et de 47 mm de diamétre ont été utilisés.

Un congélateur de marque NASCO® a ét¢ utilisé pour la conservation des filtres a -20°C au

Centre de Ressources Biologiques de I'TPCI jusqu’a la réalisation des analyses.

I-6-2- Matériel d’identification des Cyanobactéries
Pour I’identification des Cyanobactéries, le matériel utilisé est composé :
- D’un microscope de type OLYMPUS® BX40 muni d’une chambre claire pour ’observation
des genres de Cyanobactéries ;
- Des lames porte-objet et des lamelles couvre-objet pour les montages au microscope ;

- D’un appareil photo numérique utilisé pour les photographies des genres observés.
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Figure 11 : Matériel nécessaire pour le prélevement d’eau de la lagune
A)Préleveur avec un filet a plancton

B) Préleveur intégré (Photo : Yao. D. R)
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I-6-3- Matériel de dosage de la chlorophylle (a)
- Un spectrophotomeétre de type HACH® LANGE DR 600 a été utilisé pour le dosage des
nutriments et de la chlorophylle (a).
- Une cuve pour spectrophotométre de 1 cm de trajet optique a servi pour recueillir le

surnageant obtenu apres extraction de la chlorophylle (a).

I-6-4- Matériel d’isolement et culture des Cyanobactéries
1-6-4-1- Matériel de préparation de milieu

Une balance de précision de marque Denver® Instrument série SI-602 a permis de faire les
pesées de produits chimiques déshydratés destinés a la préparation des milieux pour les
Cyanobactéries. Un agitateur magnétique de marque Velp scientifica® a permis d’homogénéiser les
produits chimiques et un pH-métre de marque HANNA® a servi pour mesurer le pH du milieu
obtenu avant I’autoclavage. Un autoclave de marque Systec a permis la stérilisation des milieux
préparés.

Des flacons stériles en verre de 1 litre de capacité ont été utilisés pour le conditionnement
des milieux de culture apres leur préparation. Un réfrigérateur de marque Hisense® a servi pour la

conservation des milieux de culture reconstitués.

I-6-4-2- Matériel d’isolement

Une loupe binoculaire ZEISS Stemi 305® a servi lors de [I'isolement direct des
cyanobactéries. Une micropipette P1000 de marque Eppendorf® a été utilisée pour réaliser les
différentes dilutions lors des ensemencements. Des plaques de 8 et 96 puits ainsi que des

erlenmeyers de 15 mL ont été utilisés pour la mise en culture des Cyanobactéries.

I-6-5- Constituants du milieu de culture des Cyanobactéries
Le milieu liquide utilisé est le milieu BG11 modifié, constitué a partir de produits chimiques

déshydratés de marque Merck, Millipore Corporation® :

- Le nitrate de sodium (NaNO3), M = 84,99 g/mol ;
Le monohydrogénophosphate de phosphate (K,HPO4), M = 136,09 g/mol ;
- Le sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,, 7H,0), M = 246,48 g/mol ;
- Le Chlorure de calcium dihydraté (CaCL,, 2H,0), M = 147,02 g/mol ;
- L’acide citrique monohydraté (C¢H;oFeNO7), M =210,10 g/mol ;
- L’EDTA disodique (C;oH1403N2Nay, 2H,0), M =426,76 g/mol ;
- Le carbonate de sodium (Na,CO3), M =105, 99 g/mol et

- Le citrate de fer ammoniacal (CsH;;F.NO7), M = 265 g/mol et la solution métallique.
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La solution métallique est composée de constituants chimique de marque Merck, Millipore
Corporation® :
L’acide borique (H;BOs), M = 61,83 g/mol ;
Le chlorure de manganese II (MnCl,, 4H,0), M = 197,90 g/mol ;
- Le sulfate de zinc heptahydraté (ZnSO4, 7H,0), M =2 87,54 g/mol ;
- Le molybdate de sodium dihydrate (Na;MoO4, 2H,0), M = 241,95 g/mol ;
- Le sulfate de cuivre pentahydraté (CuSO4, SH,0), M = 249,68 g/mol et
- Le nitrate de cobalt (IT) hexahydraté CO(NO3)2, 6H,O, M = 291,04 g/mol.

Pour la constitution des milieux solides, le Past Agar B (Bio-Rad®) et I’ Agarose (Promega

Corporation®) ont été utilisés.

I-6-6- Matériel d’analyses moléculaires
I-6-6-1- Matériel d’extraction et amplification

Pour les extractions d’ADN des échantillons, une hotte a été utilisée et a permis de protéger
aussi bien le manipulateur et I’échantillon de toute contamination
Une machine FastPrep®-MP Biomedical® (Figure 12 A) a servi a casser les cellules de
Cyanobactéries pendant ces extractions.

Un homogénéisateur de marque VORTEX-GENIX® a été utilis¢é pour ’homogénéisation des
différents réactifs.

Une centrifugeuse réfrigérée (Centrifuge 5424R, Eppendorf®) a été utilisé pour la séparation des
différentes phases.

Des micropipettes P1000, P200, P20, P10, P2 de marque Eppendorf® ont servi a distribuer les
différentes gammes de volume des réactifs et échantillons.

La qualité¢ et la quantit¢ de ’ADN ont été mesurées par spectrophotométrie avec un
NanoDrop DS-11+ (Thermo Fisher Scientific Inc®, MA, USA) (Figure 12 B), tandis qu’un
thermocycleur de marque Eppendorf® a servi pour les réactions d’amplification des génes et une
cuve a électrophorése (Advance®) a été utilisée pour la séparation des fragments amplifiés.

Pour la révélation des amplifications, la préparation du gel d’agarose a nécessité une balance
de précision (Mettler Toledo®) et un four a micro-onde de marque SEVERIN®.

La visualisation des fragments d’ADN amplifiés a été faite par le systeme Gel Doc E2 Imager «

BIO-RAD Laboratories® » (USA) (Figure 11 C).
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Figure 12 : Instruments nécessaire a 1’extraction de I’ADN et a la visualisation
des amplicons

- A) FastPrep® ;
- B) Nano Drop DS-11+;
- C) Systeme Gel Doc E2 Imager (Photo : Yao. D. R)
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I-6-6- 2- Amorces et souches utilisées

Dans cette étude, 'ADN de deux souches de Cyanobactéries de la Collection des
Cyanobactéries de I’Institut Pasteur de Paris ont été utilisées comme témoins des expérimentations.

- L’ADN de la souche Microcystis sp PCC 7806 a servi de témoin positif pour six geénes a

savoir ['ARNr 16S, mcyA, mcyD, aerD, menC, et mdnB.

- L’ADN de la souche Planktothrix rubescens PCC 7821 a été utilisé comme témoin positif
pour trois génes notamment 'ARNr 16S, mcyA et menC car les amorces ciblant ces génes sont
généralistes.

Deux témoins négatifs ont été utilis€s, a savoir, I’eau pour toutes les expérimentations et I’ADN de
la souche PCC 7821 a été utilisé comme témoin négatif pour trois couples d’amorces visant
spécifiquement les genes mdnB, mcyD et aerD de Microcystis.

Les séquences des six amorces utilisées pour les analyses moléculaires sont consignées dans le

tableau 11
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Tableau II : Séquences des amorces utilisées

Cluster Amorces Séquences 5°- 3’ Tailles References
attendues
mcnC menCF GATTTTACCGAGAACTAAGGATACAGA 960 pb | Ziemert et
mcnCR ACGGGTTAATAACTGACTGACTAAAACTCG al., 2010
mcyD mcyDF GATCCGATTGAATTAGAAAG 281 pb | Pancrace et
mcyDR GTATTCCCCAAGATTGCC al., 2013
AerD AeRrv4 TAGGTCAATTTACCAGCCATC 602 pb | Tooming-
Reduct-rv ATGCTGACGAGGATAAACC Klunderud
etal., 2007
mdnB mdnB fw TTGGCTGGTTTTTGGGATAG 298 pb | Kuniyoshi ef
mdnB rv CGATCGCATTGGAAATAGGT al., 2013
mcyA mcyA-cd 1F AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT 291 pb | Hisbergues
mcyA-cd 1R AAAATTAAAAGCCGTATCAAA etal.,2003
ARNI6S 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1500 pb | Neilan et al.,
1464R TACGGCTACCTTGTTACGAC 1999
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I-6-7- Autres réactifs

Le formol a 5% a été utilis¢ pour la conservation des échantillons d’eau destinés a
I’observation microscopique.

L’extraction du matériel génétique a été réalisée avec le kit Power Soil® (MO BIO,
Carlsbad, CA, USA).

L’amplification a été possible grace au kit de Taq polymérase LA Takara (Takara Bio Inc®,
Otsu, Japon).

Le Bromure d’Ethidium (BET) a permis de visualiser les brins d’ADN amplifiés

La poudre d’agarose (Introgen®) a été utilisée pour la préparation de gel d’¢électrophorése.

L'estimation de la taille des fragments a été faite grace a la comparaison avec l'échelle de
marqueur de poids moléculaire GeneRuler DNA Ladder 10 kb (Fermentas®, Allemagne) utilisée
simultanément dans un puits adjacent lors de 1’¢lectrophorese.

Le Tris Borate EDTA (TBE) a été utilis€ comme tampon pour la préparation du gel
d’agarose et de migration.

Le systeme de filtration a été nettoyé avec de 1’éthanol a 70°C entre deux échantillons
différents.

L’acétone a 90% a été utilisé pour ’extraction de la chlorophylle (a).

L’acide chlorhydrique a été utilis¢ pour neutraliser la chlorophylle (a) sans détruire les
autres phéopigments lors du dosage de celle-ci.

Le milieu de culture Past agar B (Bio-Rad®) et la poudre d’agarose (Promega
Corporation®) ont été utilisé pour la préparation des milieux solides des Cyanobactéries.

Les kits (LCK) Lange ont été utilisés pour le dosage des nutriments. Le kit LCK 341 pour le
nitrite, LCK 339 pour le nitrate et le kit LCK 349 pour le phosphore et les orthophosphates.

II- Méthodes

II-1- Choix et description des stations d’échantillonnage

Le choix des six stations (Figure 13) de prélevements s’est fait en se basant sur des études
antérieures d’Humbert (2012), de Coulibaly et al. (2014) et d’Amon et al. (2017). A cet effet ces
différents auteurs onr échantillonnnés sur 11 stations, a la suite des différentes études, il a été
constaté que certains sites proches avaient les mémes caractéristiques. Les six stations prospectées
ont des caractéristiques différentes, quatre d'entre elles étant le long d'un transect situé sur la plus
grande diagonale de la lagune, et les deux autres a proximité de deux villages.
Les différentes coordonnées GPS des points de prélevements et les différentes descriptions des

stations d’échantillonnage sont indiquées dans le tableau III.
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Figure 13 : Stations d’échantillonnage de la lagune Aghien [Humbert, 2012 (modifi¢)]
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Tableau III : Coordonnées GPS et description des stations d’échantillonnage

de la lagune Aghien

Stations Coordonnées GPS Description

S1 N05°24.909° W003°53.741° Au village Débarcadere pres d’un point de ménage
(lessive et vaisselle) et de rejet de vanne

S2 N05°26.699° W003°54.231° En pleine eau en face du village Akandjé

S3 N05°25.362> W003°53.746° A Akandjé preés d’un point de lavage

S4 N05°25.207° W003°53.732° En pleine eau loin des activités anthropiques

SS N05°24.954> W003°52.570° Présence de végétaux aquatiques

S6 N05°23.204> W003°50.486° Au chenal a proximité des macrophytes
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I1-2- Schéma des méthodologies
Pour chacun des prélévements, une succession d’analyses a été réalisée en fonction des

caractéristiques de I’échantillon récolté (Figure 14).

I1-3- Mesures des parametres physico-chimiques de I’eau sur le terrain
Les paramétres tels que la température, la turbidité, la conductivité et le pH ont été mesurés

in situ a I’aide de la sonde multi parametre YSI®EXO 2.
Chaque sortie sur le terrain est précédée par la calibration du capteur pH au laboratoire dans des
solutions étalons a valeurs de pH=4; 7 ; et 10.

- Avant la montée sur le bateau

Un lien est créé entre la sonde et I’ordinateur par connexion Bluetooth, puis la valeur de la
pression atmosphérique du jour, lue sur Internet, est entrée dans le logiciel de la sonde pour calibrer
la profondeur et la saturation pour I’oxygene.

- Mesures sur le bateau avec la sonde

A chaque station d’échantillonnage, les parameétres physico-chimiques ont ét€¢ mesurés de zéro a
1 metre de profondeur a I’aide de la sonde multi parametre YSI® EXO 2. Avant toute mesure, un
processus d’enregistrement des parametres par la sonde a été lancé au niveau de ’ordinateur. La
sonde est ensuite plongée dans I’eau, puis les valeurs des différents parametres sélectionnés sont
recueillies par celle-ci. Aprés quelques minutes d’enregistrement, la sonde est remontée et
I’enregistrement arrété. Enfin, les données recueillies par la sonde sont exportées sur le disque dur

de 'ordinateur. Arrivé au laboratoire, les données recueillies exportés ont été traitées.
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Figure 14 : Schéma des méthodologies utilisées

A) Différentes analyses effectuées apres le prélévement a I’aide du filet

B) Différentes analyses effectuées apres le prélévement a I’aide du filet
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I1-4- Prélevement des échantillons
Des prélevements mensuels ont été effectués de juin 2016 a mars 2018 sur la lagune Aghien.
A cet effet, deux types de prélévements ont été adoptés :

- Les échantillons d’eau destinés a I’observation microscopique et la mise en culture ont été
prélevés a ’aide de filet a plancton de 20 um de porosité. Cette méthode a permis de filtrer 5 litres
d’eau de surface a I'aide du filet, puis a récupérer dans le collecteur, 100 mL contenant les
cyanobactéries. Le contenu du collecteur est ensuite transvasé dans un flacon d’un litre de capacité
et un sous échantillon dans un tube de collecte de type Falcon de 50 mL de capacité. Ce processus a
¢été effectué plusieurs fois a chaque station jusqu’au remplissage du flacon et du tube de collecte. Le
sous échantillon a été fixé au formol a 5% (V/V) pour I’identification microscopique.

- Les échantillons d’eau utilisés pour le dosage de la chlorophylle (a), les analyses moléculaires
et pour la recherche des nutriments ont été prélevés a 1’aide d’un préleveur intégré selon la
technique employée par Laplace-Treyture et al. (2009). Ce préleveur a permis de récolter les
¢chantillons d’eau de la surface jusqu’a un meétre de profondeur. Le contenu du préleveur est
transvasé dans des flacons en verre stériles d’un litre de capacité.

Pour le transport du terrain jusqu’au laboratoire, les échantillons d’eau prélevés pour la mise en

culture ainsi que pour les différents dosages ont €té conservés dans une glaciére contenant des
accumulateurs de froid afin d’éviter tout risque de dégradation des échantillons pendant le transport au

laboratoire.

II-5- Filtration des échantillons

Au laboratoire, la filtration a été réalisée a I’aide d’un systéme de filtration sous vide.
Ainsi, 200 mL d’eau prélevée sur le terrain ont été filtrés sur une membrane en fibre de verre de 1,2
um de porosité et 47 mm de diamétre. Ces filtres ont servi pour le dosage de la chlorophylle (a). De
plus, 200 mL d’eau prélevée ont été filtrés sur une membrane en polycarbonate de 0,45 pum de
porosité et 47 mm de diametre.et ceux-ci ont servi pour les analyses moléculaires. Pendant les mois
d’aolit a novembre de I’année 2017, la présence de bloom (biomasse algale importante) n’a permis
que de filtrer 50 mL d’eau afin de ne pas colmater les filtres.

Apres filtration, les filtres obtenus ont été repliés en quatre puis placés dans des tubes de
collecte de type Eppendorf® de 2 mL de capacité, puis conservés au congélateur a -20°C au Centre

de Ressources Biologiques de I'IPCI jusqu’a la réalisation des différentes analyses.
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I1-6- Dosage des éléments nutritifs

Les paramétres des éléments nutritifs tels que les nitrites, les nitrates, le phosphore, et le
phosphates ont été mesurés dans les laboratoires de I'IRD sise a I’Université Nangui Abrogoua a
Abobo durant les 22 mois de la période d’échantillonnage a 1’aide d’un spectrophotométre de type
HACH® LANGE DR 600. Les différentes mesures ont été faites suivant la procédure du fabricant
(kit LCK Hach Lange). Le phosphore (PO3P) et des orthophosphates (PO4>P) ont été déterminés
par la méthode vanadate-molybdate (ISO 6878-1-1986, DIN 38405 D11-4), les nitrates (NO3'N) et
les nitrites (NO,'N) ont été respectivement déterminées a 1'aide des méthodes 2,6-diméthylphénol et
de diazotation (ISO 7890-1-2-1986, DIN 38405 D9-2 ; EN ISO 26777, DIN 38405 D10) (Tableau
IV).

I1-6-1- Phosphore et orhophosphates
I1-6-1-1- Principe
La détermination du phosphore total s'effectue en deux étapes :
- La premicre étape a consisté a digérer et a oxyder toutes les formes de phosphore avec du
persulfate de potassium en milieu acide sous pression a 121°C.
- Dans la seconde étape, l'ion orthophosphate réagit avec 1'ion molybdate et 1'ion antimoine
pour former un complexe phosphomolybdate. Ce dernier est réduit avec 'acide ascorbique
en milieu acide pour provoquer l'apparition du bleu de molybdéne, dont 1'absorbance a 880

nm est proportionnelle a la concentration de I'ion orthophosphate présent dans I'échantillon.

I1-6-1-2- Mode opératoire

- Dosage du phosphate

Une quantité de 2 mL d’échantillon brut a été prélevé, puis mis dans le test en cuve spécifique
au phosphore. Le mélange a été homogénéisé, suivi d’une digestion de 15 min dans un
minéralisateur de marque HT 200 S. Une fois refroidie, la cuve a été homogénéisée, puis 0,2 mL de
réactif B (LCK 349 B) y ont été ajouté. Le contenu a été homogénéisé pour une dissolution totale.

La mesure a été faite au spectrophotomeétre a 880 nm aprés 10 minutes.

- Dosage des orthophosphates (PO, P)

2 mL d’échantillon d’eau prélevé ont été filtrés sur des membranes de type millipores de
porosité 0,47 um, le filtrat a ét€¢ mis dans le test en cuve puis 0,2 mL de réactif B (LCK 349 B) ont
été ajouté, puis homogénéisé pour obtenir une dissolution totale du mélange. La mesure a été faite

au spectrophotometre a 880 nm apres 10 min.
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I1-6-2- Nitrates et nitrites
I1-6-2-1- Principe

- Nitrates

En présence d'acide 2,4-phénoldisulfonique, les ions NOs™ réagissent avec apparition d'une
coloration jaune. La concentration des ions NOs™ de cette solution peut alors étre déterminée par la
mesure de son absorbance a 345 nm.

- Nitrites

Les nitrites réagissent en solution acide avec les amines primaires et aromatiques pour donner
des sels diazonium. Ceux-ci forment avec des composés aromatiques, contenant un amino-groupe
ou un hydroxyle, un colorant azoique de couleur intense permettra de déterminer le nitrate a 515
nm.
I1-6-2-2- Mode opératoire

- Dosage des nitrates

Tout comme les orthophosphates, 1’échantillon utilisé pour le dosage du nitrate a été filtré, mais
cette fois-ci, une quantité de 1 mL d’échantillon a ¢été prélevé. Le filtrat ainsi obtenu a ét€ mis dans
le test en cuve, puis 0,2 mL de réactif A (LCK 339) a été ajouté. La cuve a été ensuite bien refermée
et homogénéisé jusqu’a ce que le mélange soit complet. La lecture a été faite au spectrophotometre

a 345 nm apres 15 min.

- Dosage des nitrates
2 mL d’échantillon brut ont été mis dans le test en cuve puis homogénéisé jusqu’a ce que le
lyophilisat se soit complétement dissous. La mesure est faite apreés 10 minutes au spectrophotometre

as515 nm.
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Tableau IV : Guide de référence de kits (LCK) de dosage des sels nutritifs (Blottiere et al., 2016)

Code du Plages de | Longueurs
Parameétres d’onde Noms de la méthode | Références de
kit mesure .
de mesure la méthode
0,015-0,6
LCK EN ISO 26777,
Nitrites mg/L 515 nm Diazotation
341 DIN 38405 D10
NO,-N
0,23 - 13,5 ISO 7890-1-2-
LCK
139 Nitrates mg/L 345 nm 2,6-diméthylphénol 1986, DIN
NO;-N 38405 D9-2
0,05-1,5 Bleu de ISO 6878-1-
LCK Phosphates,
mg/L POs- 880 nm phosphormolybdéne 1986, DIN
349 orthophosphates
P (vanadate-molybdate) 38405 D11-4
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I1-7- Observation et identification des Cyanobactéries en présence

Les échantillons conservés dans des tubes de collectes de 50 mL étiquetés, sont observés a
I’aide d’un microscope photonique muni d’un appareil photographique.
Le mode opératoire a consisté a déposer une goutte d’eau prise au fond du tube conique et montée
entre lame porte-objet et lamelle couvre-objet. L’observation débute a I’objectif 10 x ou 20x du
microscope pour une vue d’ensemble, puis aux objectifs 40 x et 60 x, pour observer les détails des
cyanobactéries (taille des cellules, longueurs des filaments). Cette méthode a été effectuée trois fois
pour un échantillon. Des photographies ont été réalisées a partir du microscope.

L’identification a été faite selon les clés morphologiques des Cyanobactéries décrites par

John et al (2003) et Komarek et Anagnostidis (2005).

I1-8- Fréquence des Cyanobactéries

La fréquence d’occurrence (F), ou indice d’occurrence (Dajoz, 2000), est le rapport du
nombre de prélevements dans lesquels une espece est recensée a une station donnée et le nombre
total des prélevements effectués au niveau de la méme station. Ce nombre est exprimé en
pourcentage du nombre total de relevés et donne des informations sur les especes fréquemment
rencontrées dans un hydrosystéme sans aucune indication sur I’importance quantitative des especes
rencontrées (Lauzanne, 1976). La fréquence (F) d’une espéce i exprimée en pourcentage dans la

station (A) est donnée par la formule ci-dessous :
Fi
=—X 100
Ft
Fi: Nombre de prélévements ou I’espece 1 est présente a la station A ;
Ft : Nombre total des prélévements réalisés au niveau de la station A.

Sur la base de la fréquence, les espéces peuvent étre regroupées en trois classes :

- Espéces constantes (F > 50 %);

- Espéces accessoires (25 % < F <50 %);

- Espéces accidentelles (F <25 %).

I1-9- Dosage de la chlorophylle (a)

La chlorophylle (a) a été¢ dosée par la méthode de spectrophotométrie monochromatique de
Lorenzen (1967). En effet, les filtres congelés ont été immergés dans 10 mL d’une solution
d’acétone a 90%, puis homogénéisés pendant une minute. Les tubes ont été placés a + 4°C a

I’obscurité pour une durée de 24 heures.
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Le lendemain, les différents extraits ont été centrifugés a 2000 tours / min pendant 15 min, puis le
surnageant obtenu a été transféré dans une cuve pour spectrometre de 1 cm de trajet optique et
analysé par la méthode de spectrophotométrie décrite par Lorenzen (1967). L’absorbance a été
alors mesurée a différentes longueurs d’onde [665 nm (chl a) et 750 nm (particules)], dans un
premier temps sans acidification, puis dans un second temps aprés acidification (Aminot et
Chaussepied, 1983). L’ acidification permet de détruire la chlorophylle (@) sans détruire les autres
phéopigments. La quantité de chlorophylle (a) est calculée selon la formule suivante (Lorenzen,

1967).

[Chl-a] (ng.L-1) =26,7 (E1-E2)xV/(1xVy)

E; = Absorbance avant acidification (DOges- DO750)

E,=Absorbance apres acidification (DOges- DO750)

V = Volume de I’acétone a 90% préleveé pour la dissolution des pigments en mL ;
Vs = Volume de I'échantillon filtré en litre ;

1 = Trajet optique en cm.

I1-10- Isolement et culture de Cyanobactéries
I1-10-1- Constituants du milieu de culture des Cyanobactéries

Le milieu de culture utilisé pour I’isolement et la culture des Cyanobactéries est le milieu
BG11 selon la méthode de Coulibaly ez al., 2014. La composition de ce milieu est indiquée dans le

tableau V et VL
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Tableau V : Composition du milieu de culture BG11

Produit Quantité (mg) Concentration finale (mol/L)
1- NaNO; 1500 0,0176
2- K,HPO, 31 2,278.10™
3- MgSO,, 7H,0 75 3,042.10"
4- CaCL, 2H,0 36 2,448.10™
5- C¢HioFeNO; 7 3,33.10”
6- CoH1405N>Na,, 2H,0) 1 2,343.10°
7- Na,CO; 20 1,886.10™
8- C¢H, F.NO; 6 2,264.10™
9- Solution métallique 1 mL 6,75.10”
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Tableau VI : Composition de solution métallique pour 250 mL d’eau stérile

Produit Quantité (mg) Concentration finale (mol/L)
1- H3BO; 715 0,0115
2- MnCl, 4H,0 452 0,002
3- ZnSO, 7H,0 56 1,947.107
4- Na;MoOy4,2H,0 97 4.10™
5- CuSO4, 5H,0 20 8,01.10"
6- CO(NO3)2, 6H,O 12,5 4,294.107
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I1-10-2- Préparation du milieu liquide

Les produits ont été dissous dans 1’ordre de la liste de composition du milieu BG11 dans un
volume d’eau distillée stérile, puis ce volume a été ajusté a 1L avec de I’eau distillée stérile. La
solution obtenue a été homogénéisé avec un barreau aimanté pendant 5 min a I’aide d’un agitateur
magnétique. Aprés ’homogénéisation, le pH a été mesuré a 1’aide d’un pH-métre. Le pH doit étre
compris entre 7 et 7,4. Dans le cas contraire I’hydroxyde de sodium (NaOH) a été ajouté au milieu
BG11 modifié jusqu’a I’obtention du pH souhaité. Ce milieu a été ensuite stérilisé¢ a I’autoclave a
121°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement, le milieu BG11 liquide modifié a été conservé

au réfrigérateur a + 4°C pendant plus de six mois.

I1-10-3- Préparation du milieu solide

Les produits ont été dissous dans ’ordre de la liste de composition du milieu BG11, cette
fois-ci, dans 0,5 L d’eau distillée stérile. Ensuite, 14 g de milieu Past agar B ou 16 g d’agarose ont
¢té dissous dans 0,5 L d’eau distillée stérile, puis cette solution a été portée a ébullition pendant 10
min. Le milieu BG11 et la solution Past agar B ou d’agarose obtenus ont été stérilis¢ a 1’autoclave.
Apres refroidissement vers 55°C, le milieu et la solution ont été mélangés, et coulés dans des boites
de Pétri au voisinage immédiat de la flamme d'un bec Bunsen, afin de conserver un environnement
stérile. Une fois la gélose refroidie, les boites ont été entreposées au réfrigérateur a + 4°C pour une

courte période afin d'éviter toute contamination.

I1-10-4- Isolement par ensemencement

Au laboratoire, les dilutions ont été réalisées en mélangeant initialement 500 pL de
I’échantillon d’eau de lagune avec 1000 pL du milieu liquide BG11, puis des dilutions successives
ont été faites jusqu’a obtention d’une dilution qui permettra de voir moins de Cyanobactéries en
présence dans le mélange. Enfin, 100 uL de ces dilutions ont été étalés par stries sur une boite de

Pétri contenant du milieu gélosé (Figure 15 A).

I1-10-5-- Isolement direct sous loupe binoculaire

L’isolement direct de Cyanobactéries a commencé par une micro-dilution de 1’eau de la
lagune. Cette micro-dilution a consisté a prélever 5 puL de I’échantillon que 1’on dépose sur une
lame porte-objet. Sur cette méme lame, il a été mis cote a cote deux gouttes de milieu BG11 liquide
modifi¢ (3uL chacune). Puis, 2 pL de la premicre goutte ont été transférés dans la deuxieme et
mélangés délicatement. Enfin, 2 pL de la seconde goutte ont été transférés dans la dernicre goutte et
mélangés. Cette procédure a permis de réaliser une mini-dilution en série.

Ces micro-dilutions ont été observées a la loupe binoculaire, la moins concentrée a été

repérée et chaque Cyanobactérie a été prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur étirée finement.

68



Chaque Cyanobactérie a ¢été transférée dans un puits. Ce processus a été répété jusqu’au
remplissage de la plaque de 96 puits contenant chacun 10 pL. du milieu liquide BG11 (Figure 15
B). Cette plaque a été observée a la loupe afin de vérifier la présence d’une seule Cyanobactérie

dans les différents puits.

I1-10-6- Incubation

Les boites de Pétri et les plaques de 96 puits ont été scellées avec du Parafilm et placées
dans une salle de culture a 25 £ 1° C ou elles ont été soumises a une intensité lumineuse (lumiere
blanche de qualité MAZDA FLUOR M2TF 36W/LJ de 1,2 m de long, de 32 Watt) produisant une
lumiere type lumiére du jour. Les boites et les plaques ont été observées chaque jour a la loupe

binoculaire afin de suivre la croissance des Cyanobactéries.

I1-10-7- Repiquages successifs

Apres plusieurs semaines de croissance, les colonies de Cyanobactéries sur les boites de
Pétri ont été prélevées une a une sous la loupe binoculaire. La gélose contenant la colonie a été
découpée a I’aide d’une lame de bistouri stérilisée a la flamme du bec Bunsen, puis repiquée en
stries sur une nouvelle boite de Pétri.

De méme, quand le développement des Cyanobactéries a €té observé dans les puits, elles ont
¢té prélevées une a une sous la loupe binoculaire a ’aide d’une pipette Pasteur étirée finement,
ensuite repiquées sur une boite de Pétri contenant le milieu BG11 gélosé.

Les repiquages ont été réitérés une dizaine de fois afin d’obtenir de colonies pures de
Cyanobactéries. Les Cyanobactéries ainsi obtenues ont été transférées dans les erlenmeyers avec
des bouchons contenant un volume de 10 mL du milieu BG11 liquide, et incubés dans les mémes

conditions que précédemment (Figure 15 C).
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Figure 15 : Isolement et culture des Cyanobactéries

A) Cyaobactéries mises sur le milieu gélos¢ BG11
B) Cyaobactéries contenues dans les plaques de 96 puits contenant chacun 10 pL

C) Cyaobacteries monoclonales mises en culture dans 10 mL du milieu BG11

(Photo : Yao D. R)
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II-11- Analyses moléculaires
II-11-1- Randomisation des échantillons avant extraction

Les filtres obtenus apres filtration des échantillons d’eaux prélevés ont été numérotés en
fonction des mois de prélévement. Dans I’optique de ne pas favoriser ou pénaliser par des sources
de variation externes qui ne dépendent pas de I’action, délibérée ou non, de I’expérimentateur, nous
avons par tirage au sort sans remise choisi les numéros des échantillons qui seront extrait ensemble.
Ainsi nous éviterons les biais induits par la période de prélévement ou par le moment de

I’extraction.

I1I-11-2- Extraction de PADN

Le processus d’extraction combine des méthodes physiques, chimiques et enzymatiques afin
de lyser les parois des Cyanobactéries et de libérer le contenu cellulaire dans le but d’obtenir de
I’ADN pur.

La méthode adoptée a été I’extraction a I’aide du kit Power Soil DNA (MO BIO Carlsbad®,
CA, USA) suivant la procédure du fabricant. Apres la filtration des échantillons, les filtres
préalablement identifiés et conservés ont été sortis du congélateur. Ils ont été¢ ensuite placés dans
des tubes a vis de 2 mL contenant des billes de verre de 0,1 mm et un premier tampon de lyse, puis
60 uL d’un second tampon de lyse ont été ajoutés. Ces tubes ont ensuite ét€¢ placés dans un
FastPrep® qui, par agitation mécanique, va améliorer la lyse des parois cellulaires des
cyanobactéries (une triple agitation pendant 40 s a une vitesse de 6,5 m/s) en prenant le soin de
refroidir 1’échantillon sur glace pendant une minute entre chaque cycle d’agitation. Apres cette
¢tape de lyse cellulaire, les tubes ont été centrifugés a 10000 g pendant 30 s a la température
ambiante.

Au surnageant recueilli dans un tube de collecte de 2 mL ont été ajoutés 250 puL du réactif
de précipitation des mati€res organiques et inorganiques non ADN et le tout est incubé a 4°C
pendant 5 min. Aprés incubation, le mélange a été centrifugé a 10000 g pendant 1 min, puis le
surnageant (600 puL) a été a nouveau transvasé dans un autre tube de collecte de 2 mL. Il a été
ensuite ajouté 200 pL du second réactif de précipitation des matieéres organiques et inorganiques
non ADN. Ces tubes ont été incubés a +4°C pendant 5 min, puis centrifugés a nouveau a 10000 g
pendant 1 min. La phase supérieure a été recueillie dans un autre tube de collecte de 2 mL a laquelle
est ajouté 1,2 mL d’une solution saline a concentration ¢élevée.

Six cent soixante quinze pL de la solution obtenue ont été transférés sur la membrane
filtrante en silice posé dans un nouveau tube de collecte de 2 mL. Tube et filtre ont été centrifugés a
10000 g pendant 1 min. Cette opération a été répétée 3 fois pour chaque échantillon en prenant

chaque fois le soin de vider le tube collecteur. Cinq cents pL. d’une solution de lavage a base
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d’éthanol ont servi a débarrasser I’ADN contenu dans le filtre des débris et impuretés apres deux
centrifugations. La premicre centrifugation a été réalisée a 10000 g pendant 30 s et la seconde a
10000 g pendant 1 min afin d’¢éliminer les résidus de la solution de lavage.

Enfin, 100 pL de solution d’un tampon d’élution stérile ont été ajoutés au centre de la
membrane filtrante. Ce filtre a été transféré dans un nouveau tube de collecte de 2 mL, puis
centrifugés a 10000 g pendant 1 min. Apres la centrifugation, I'ADN s’est retrouvé dans le tube de
collecte.

La quantité et la pureté de ’ADN extraite ont été mesurées par spectrophotométrie avec un

Nano Drop DS-11+, puis 'ADN a été conserveé a + 4°C jusqu'a son utilisation.

I1-11-3- Reconstitution des échantillons apres extraction

Avant de procéder a P'amplification des différentes régions choisies, la concentration
d’ADN dans chaque extrait a été réajusté a 20 ng /uL. Ensuite, un pool a concentration égale a
partir des six extraits obtenus a chaque date de prélevement a été constitué, afin d’obtenir un
¢chantillon représentatif de la lagune pour chaque mois. Ainsi, 22 échantillons pour la période

d’étude ont été analysés pour la présence des genes de métabolites secondaires de Cyanobactéries.

I1-11-4- Amplification des séquences par PCR

Le gene de ’ARNr 16S des Cyanobactéries a été¢ amplifié avec le couple d’amorces 1592R /
1589F (Neilan ef al., 1997). Le géne de la microcystine a été amplifié avec différentes amorces : les
amorces McyAF/R (Hisbergues, et al., 2003) pour toutes les Cyanobactéries potentiellement
productrices de microcystines et les amorces McyDF / R (Kuniyoshi ef al., 2013) pour le genre
Microcystis. Les geénes de synthése de trois autres métabolites secondaires ont été recherchés : les
microviridines avec le couple d’amorce MdnBfvs/rv (Ziemert et al., 2010), les cyanopeptolines
avec le couple d’amorce MCNCF/R (Tooming-Klunderud ef al., 2007) et les acruginosines avec le
couple d’amorce Ae4nv/reduct-rv (Pancrace, 2013).

Avant la réalisation de I’amplification des 22 échantillons, un travail préliminaire a été
effectué a savoir optimiser la méthode d’amplification. Trois essais d’amplification par volume
réactionnel choisi ont été effectués sur des échantillons d’ADN de Cyanobactéries pures de la
collection de I'IPP. D’abord, un volume réactionnel de 25 pL, ensuite 15 pL en modifiant les
quantités de différents constituants du volume réactionnel. Pour I’amplification des 22 échantillons
le volume réactionnel choisi a été de 15 pL.

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un volume réactionnel de 15 pL
contenant 1,5 pL de tampon PCR 10 X, 1,5 pL de chlorure de magnésium (25 mM), 1,2 pL de
désoxyribonucluéotides triphosphate (2,5 mM), 0,6 pL de chaque amorce (10 uM), 0,075 pL de
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Taq ADN polymérase (5U), 1 uL d’ADN (20 ng /uL), et 8,525 pL d’eau pour préparation
injectable (H>O ppi).

La PCR ciblant les génes de I'ARNr 16S (1500 pb), mcyD (281 pb), aerD (602 pb) et mcnC
(960 pb) a consisté a une dénaturation initiale a 95°C pendant 2 min, suivie de 40 cycles (35 cycles
pour les genes aerD et mcnC) de dénaturation a 95°C pendant 30 s, d’hybridation a 60°C pendant
30 s et d’¢longation a 72°C pendant 30 s, suivie d’une derniére élongation a 72°C pendant 10 min.

Pour le géne mcyA (291 pb), 'amplification a consisté a une étape initiale de dénaturation a
92 °C pendant 2 min, suivie de 40 cycles de dénaturation 92° C pendant 30 s, d’hybridation a 58°C
pendant 30 s et d ¢longation a 72°C pendant 30 s et une élongation finale a 72°C pendant 10 min.
Enfin, pour le gene mdnB (298 pb), une étape initiale de dénaturation a 92 °C pendant 2 min, suivie
de 35 cycles de dénaturation a 92 °C pendant 30 s, 52°C d’hybridation pendant 30 s et 72°C
d’¢élongation pendant 30 s et une élongation finale a 72°C pendant 10 min.

La recherche des différents génes (mcyA, mcyD, aerD, mcnC, mdnB) codant pour la

synthese des métabolites secondaires a été réalisée sur les échantillons positifs a I’ARNr 16S.

I1-11-5- Migration des échantillons et révélation

Dans un erlenmeyer a été mis 1g de poudre d’agarose auxquels ont été ajoutés 100 puL de
TBE. Le mélange a été porté a €bullition dans un four pendant 2 min pour qu’il soit limpide. Ce
mélange a é¢ refroidi puis 2 pL de BET ont été ajoutés. L’ensemble a été ensuite coulé dans un
moule contenant un peigne possédant 22 puits pour faire migrer chaque amplicon des différents
genes choisis en une seule fois avec un marqueur de poids moléculaire GeneRuler DNA Ladder®.

A T’aide d’une micropipette, 2 pLL de tampon de charge 10 X et 5 uLL de I’échantillon d’ADN
amplifié ont été mélangés sur un morceau de papier de Parafilm fixé sur la paillasse. Les puits ont
¢té remplis en faisant attention de ne pas déchirer le fond du gel avec la pointe de la pipette. Les
trois premiers puits ont été réservés pour : le marqueur de poids moléculaire, le témoin négatif et le
témoin positif respectivement. Les ¢électrodes de la cuve ont été branchées a I’alimentation de
maniere a ce que les dépots soient du coté de la cathode.

A la fin de la PCR, une électrophorése a été réalisée dans un champ électrique de 135V
pendant 30 min, afin de faire migrer les produits d’amplification issus de la PCR sur un gel
d’¢lectrophorese. Le BET est un agent intercalant qui se fixe entre les bases de I’ADN, il a permis
leur détection sous lampe UV. Apres la migration, la visualisation des produits d’amplification a été

réalisée sous lumicre UV a partir du systéme automatisé Gel Doc.
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I1-12- Analyses statistiques

Les résultats obtenus par station pendant les différents mois de prélévement ont été saisis dans
le logiciel Excel 2016. Les moyennes des différents résultats obtenus ont été calculées en fonction
des différentes saisons.

Les analyses statistiques des données des parameétres physico-chimiques ont été réalisées dans
Past 3.12. Le test non paramétrique Kruskall-Wallis a permis de tester la variance des paramétres
physico-chimiques entre les différentes stations de prélévement et entre les différentes saisons. Ces
tests sont significatifs pour une valeur de la probabilité inférieure a 0,05 (p < 0,05).

Dans cette ¢tude 1’Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) a été réalisée a I’aide du
logiciel XLSTAT 2018. A partir de I’A.C.P, le cercle de corrélation et I’ordination des saisons ont
été établies.

L’A.C.P. est une méthode qui permet de synthétiser I’information contenue dans un tableau
croisant des individus et des variables quantitatives.

Produire un résumé d’informations au sens de I’A.C.P., c’est établir une similarité entre les
individus, chercher des groupes d’individus homogénes, mettre en évidence une typologie
d’individus. Quant aux variables, c’est mettre en évidence des bilans de liaisons entre elles,
moyennant des variables synthétiques et mettre en évidence une typologie de variables. L’A.C.P.

permet d’une fagcon générale d’établir des liaisons entre ces deux typologies (Kouani et al., 2007).
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DISCUSSION
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I- Résultats
I-1- Variation des parametres physico-chimiques
I-1-1- Potentiel hydrogéne

Au cours du suivi de la lagune, il a été observé un pH minimum de 5,92 a la station 3 en
aolt 2016 et un pH maximum de 9,82 a la station 4 en septembre 2017 (Figure 16).
Le pH moyen de la lagune a été de 7,74 + 0,89. Le test de Kruskall-Wallis (p > 0,05) indique qu’il
n’y a pas de variation significative de ce parametre entre les stations. Par contre, il existe une

différence significative entre les mois (p < 0,05).

I-1-2- Température

La température moyenne des eaux de la lagune Aghien a été de 28,61 £ 1,70°C. Un
minimum de 23,10° C et un maximum de 31,9°C ont été enregistrés a la station 3, respectivement
en juin 2016 et en mars 2018 (Figure 17).
Les valeurs de la température ont vari¢ significativement entre les mois selon le test Kruskall-
Wallis, (p < 0,05).
Une augmentation successive de la température a été remarquée de juin a septembre 2016. Cette
variation a €té suivie d’une 1égere baisse en octobre 2016. De plus, une augmentation entre le mois
de novembre 2016 a avril 2017 a été remarquée. Cette fluctuation de la température a été observée

tout au long de notre campagne.

I-1-3- Conductivité

Les valeurs de la conductivité ont oscillé entre un minimum de 5,23 puS/cm enregistré au
mois de novembre 2016 a la station 3 et un maximum de 233,12 uS/cm mesuré a la station 5 en
avril 2017 (Figure 18).
La valeur moyenne de la conductivité de I’eau de la lagune Aghien a été de 68,98 + 12,28 uS/cm.
Le test de Kruskall-Wallis (p < 0,05) indique qu’il y a une variation significative de ce parametre

entre les mois de prélévement.
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Figure 16 : Variation spatio-temporelle du pH des eaux de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies

ST1 : Station 1, ST2 : Station 2, ST3 : Station 3, ST4 : Station 4 , ST5 : Station 5, ST6 : Station 6.
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Figure 17 : Variation spatio-temporelle de la température des eaux de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies

ST1 : Station 1, ST2 : Station 2, ST3 : Station 3, ST4 : Station 4 , ST5 : Station 5, ST6 : Station 6.
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Figure 18 : Variation spatio-temporelle de la conductivité des eaux de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018
GSS : Grande Saison seche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies

ST1 : Station 1, ST2 : Station 2, ST3 : Station 3, ST4 : Station 4 , STS5 : Station 5, ST6 : Station 6.
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I-1-4- Turbidité

Les valeurs de la turbidité¢ de la lagune ont fluctué entre 7,51 et 404,95 NTU. Le minimum
et le maximum ont été observés respectivement a la station 3 en janvier 2017 et a la station 5 en
septembre 2017 (Figure 19).
La turbidité moyenne a été de 67,18 £+ 7,24 NTU.

Une différence significative est observée (test de Kruskall-Wallis (p < 0,05)) entre les mois.

I-1-5- Phosphore

La concentration moyenne du phosphore a été de 0,2 = 0,043 mg/L avec des valeurs
comprises entre 0,102 mg/L et 1,11 mg/L. La valeur la plus faible du phosphore a été obtenue au
mois de novembre 2016 a la station 4 et la maximale a la station 6 au mois de juin 2017 (Figure
20).
Les teneurs en phosphore ont présenté une variation significative (test de Kruskall-Wallis < 0,05)

entre les mois.

I-1-6- Orthophosphates

La concentration moyenne en orthophosphates a été¢ de 0,08 + 0,014 mg/L avec des valeurs
extrémes allant de 0,003 a 0,18 mg/L. Le minimum enregistré dans le mois de septembre 2016 a la
station 5 et le maximum mesuré a la station 4 pendant les mois de février et novembre de I’année
2017 (Figure 21).
Les teneurs en orthophosphates présentent une variation significative (test de Kruskall-Wallis <

0,05) entre les mois.
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Figure 19 : Variation spatio-temporelle de la turbidité des eaux de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies

ST1 : Station 1, ST2 : Station 2, ST3 : Station 3, ST4 : Station 4, ST5 : Station 5, ST6 : Station 6.
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Figure 20 : Variation spatio-temporelle du phosphore dans les échantillons d’eau de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

ST1 : Station 1 ; ST2 : Station 2 ; ST3 : Station 3 ; ST4 : Station 4 ; ST5 : Station 5 ; ST6 : Station 6.
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Figure 21 : Variation spatio-temporelle des orthophosphates dans les échantillons d’eau de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

ST1 : Station 1 ; ST2 : Station 2 ; ST3 : Station 3 ; ST4 : Station 4 ; ST5 : Station 5 ; ST6 : Station 6.
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I-1-7- Nitrates

Les teneurs en nitrates sont comprises entre 0,21 mg/L et 3,8 mg/LL avec une valeur
minimale observée a la station 4 en mars 2017. La valeur maximale a été obtenue a la station 3 dans
le mois de juillet 2016 et a la station 1 en aolt 2018. La moyenne a été de 0,82 = 0,38 mg/L (Figure
22).
Le test de Kruskall-Wallis montre des différences significatives (p < 0,05) des teneurs en nitrate

entre les mois.

I-1-8- Nitrites

Les concentrations de nitrites ont varié entre 0,0015 mg/L en octobre 2016 (stations 1,2, 3 et
4) et de 1,5 mg /L a la station 4 (juillet et aotit 2016) avec une moyenne de 0,125 + 0,0195 mg/L.
(Figure 23).
Le test de Kruskall-Wallis montre des différences significatives (p < 0,05) des teneurs en nitrite

entre les mois.

I-2- Biomasse chlorophyllienne

Les valeurs de la chlorophylle (a) ont oscillé entre un minimum de 1,45 pg/L enregistré au
mois de décembre 2016 a la station 2 et un maximum de 245,64 ug/L mesuré a station 2 en aotlt
2016. La valeur moyenne a ¢t¢ de 44,57 = 11,54 pg/L (Figure 24). Les résultats révelent une

différence significative (p < 0,05) entre les mois.
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Figure 22 : Variation spatio-temporelle des nitrates dans les échantillons d’eau de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

ST1 : Station 1 ; ST2 : Station 2 ; ST3 : Station 3 ; ST4 : Station 4 ; ST5 : Station 5 ; ST6 : Station 6.
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Figure 23 : Variation spatio-temporelle du nitrite dans les échantillons d’eau de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

ST1 : Station 1 ; ST2 : Station 2 ; ST3 : Station 3 ; ST4 : Station 4 ; ST5 : Station 5 ; ST6 : Station 6.
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Figure 24 : Variation spatio-temporelle de la biomasse chlorophyllienne dans les échantillons d’eau de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018

L8

300 mmSTI
8 mmST2
.-.200 mmST3
=
= 150
?100 mmsTS
-
5 50 mmST6
0 -
O QIY VIO VO e e s e s o~ 00 % _fg_}_‘i)
T O L waTwm IR LT O LR T O e TR TR L a
E Z5138 $i1g plo B E RlE @ 5 S!'38 2.8 pio 2 E o=
3BT §iz 22 E 3 215 e 3 EIE B8 22 3 g
L ————— —— " — 4, — >
GSP16% pgs160 PSP16% GSS17 GSP17Y  pss17¢ PSP179  GSPisC
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I-3- Variation spatio-saisonniere des parametres physico-chimiques et de la biomasse
chlorophyllienne
I-3-1- Pendant ’année 2016

Les variations du pH et de la température observés pendant I’année 2016 sont présentées
dans la figure 25. Ainsi, la valeur moyenne du pH a été¢ de 7,22 avec un maximum enregistré
pendant la petite saison des pluies (7,50) et un minimum enregistré pendant la grande saison des
pluies (6,90).
En ce qui concerne la température, elle a été maximale pendant la petite saison séche aux stations 4
et 5 et la minimale a la station 3 pendant la grande saison des pluies.
La plus faible valeur (6,66 uS/cm) de conductivité a été mesurée pendant la petite saison des pluies
a la station 4 tandis que la plus forte valeur (128,55 uS/cm) I’a été au cours de la petite saison seche
a la station 3. Quant a la turbidité, elle a été la plus forte (145,35 NTU) a la station 5 pendant la
grande saison des pluies et la plus faible (87,35 NTU) a la station 5 pendant la petite saison seche
(Figure 26).
Les concentrations en orthophosphates (Figure 27) et nitrate (Figure 28).ont été les plus ¢élevées
pendant la grande saison des pluies respectivement a la station 2 (0,119 mg/L) et a la station 3 (3,4
mg/L). Les concentrations les plus basses en nitrate et phosphate ont été observées pendant la petite
saison des pluies respectivement a la station 3 (0,756 mg/L) et a la station 5 (0,067 mg/L).
Quant aux concentrations en phosphore (Figure 27) et nitrite (Figure 28), elles ont été les plus
fortes pendant la grande saison des pluies respectivement a la station 2 (0,35 mg/L) et a la station 4
(0,335 mg/L). Les concentrations les plus basses ont été observées pendant la petite saison seéche
respectivement a la station 3 (0,118 mg/L) et aux stations 4 et 5 (0,003 mg/L)
La concentration de la biomasse chlorophyllienne a été la plus ¢levée (150,86 ng/L) a la station 2
pendant la petite saison séche et la moins ¢élevée (21,36 pg/L) a la station 2 au cours de la grande

saison des pluies (Figure 29).
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Figure 25 : Variation spatio-saisonnicre du pH et de la température de I’année 2016
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GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies
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Figure 26 : Variation spatio-saisonniére de la conductivité et de la turbidité de I’année 2016

Cond : Conductivité ; Turb : Turbidité. ; GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS
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Figure 27 : Variation spatio-saisonniére de la teneur en phosphore et en orthophosphates de ’année 2016

PO,” : Phosphore ; PO,’": Orthophosphate ; GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des
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Figure 28 : Variation spatio-saisonni¢re de la teneur en nitrite et en nitrate de ’année 2016
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Figure 29 : Variation spatio-saisonniere de la biomasse chlorophyllienne de ’année 2016

Chl a : Chlorophylle a ; GSS : Grande Saison seche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies
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I-3-2- De la grande saison seche 2017 a la grande saison seche 2018

Pendant cette période, le pH maximal a été observé a la station 4 (9,19) pendant la petite
saison seche de I’année 2017 tandis que le minimal a été obtenu a la station 6 (6,73) pendant la
grande saison séche 2017. La température maximale (30,65°C) a été enregistrée a la station 1
pendant la grande saison seéche de 2017 et la température la plus basse a été enregistrée a la station 6
(26,22°C) pendant la petite séche de 2017 (Figure 30).
La conductivité minimale a été mesurée a la station 3 (43,73 uS/cm) pendant la petite saison seche
de I’année 2017 et la maximale quant a elle a été obtenue a la station 3 (122,32uS/cm) pendant la
grande saison des pluies 2017. En ce qui concerne la turbidité, la valeur maximale a été obtenue
pendant la grande saison des pluies a la station 1 (164,05 NTU) et la valeur minimale a été mesurée
a la station 6 pendant la grande et la petite saison seche 2017 (Figure 31).
La concentration en phosphore (0,541 mg/L) et othophosphate (0,117 mg/L) ont été les plus élevées
pendant la petite saison des pluies a la station 6. Les valeurs minimales ont été obtenues
respectivement pendant la petite saison seche 2017 a la station 2 et pendant la grande saison seche
2017 a la station 1 (0,065 mg/L) (Figure 32).
La concentration en nitrate a ¢té la plus ¢élevée pendant la petite saison seche 2017 a la station 1
(1,123 mg/L) et elle a été la plus basse pendant la grande saison séche 2017 a la station 2 (0,335
mg/L) (Figure 33).
Quant a la concentration en nitrite, elle a été la plus faible a la station 2 (0,037 mg/L) pendant la
petite saison seche 2017 et la plus élevée (0,070 mg/L) a été enregistrée pendant la grande saison
des pluies 2017 a la station (1, 2, 3) (Figure 33).
La plus forte teneur en chlorophylle (a) a été obtenue pendant la grande saison seche 2018 a la
station 1 (71,73 ug/L) et la plus faible tenue quant a elle a ét¢ mesurée pendant la petite saison

séche 2017 a la station 6 (12,82 ug/L) (Figure 34).
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Figure 30 : Variation spatio-saisonniére du pH et de la température de I’année 2017
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GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies
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Figure 31: Variation spatio-saisonni¢re de la conductivité et de la turbidité de I’année 2017

Cond : Conductivité ; Turb : Turbidité ; GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies
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Figure 32 : Variation spatio-saisonni¢re de la teneur en phosphore et en orthophosphates de I’année 2017

PO, : Phosphore ; PO,*: Orthophosphate, GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies
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Figure 33 : Variation spatio-saisonnicre de la teneur en nitrites et en nitrates de ’année 2017
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Figure 34 : Variation spatio-saisonniére de la biomasse chlorophyllienne de I’année 2017

Chl a : Chlorophylle a ; GSS : Grande Saison séche ; GSP : Grande Saison des pluies ; PSS : Petite Saison séche ; PSP : Petite Saison des Pluies
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Figure 35 : Variation spatio-saisonni¢re des paramétres physico-chimiques et de la biomasse chlorophyllienne de l'année 2018
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I-4- Typologie de la zone d’étude

L’analyse en composantes principales (ACP) a permis d’évaluer les principaux paramétres
influencgant la qualité des eaux de la lagune Aghien (figure 36).
Les composantes (facteur 1 et facteur 2) ont exprimé 68,17 % de la variation de I’ensemble de
données. Le premier axe a exprimé 51,09% de la variance totale contre 17,08% pour le deuxiéme
axe. Le cercle de corrélation a montré que la turbidité, le nitrate et le nitrite sont positivement
corrélés a ’axe F1.

Le pH, la conductivité et la température sont corrélés négativement a 1’axe F1. L’axe F2 est
plut6t i€ positivement au phosphore et au phosphate et négativement li¢ a la chlorophylle a

Pour la variation saisonniere des paramétres physico-chimiques considérés, il a été observé
pendant les saisons pluvieuses des années 2016, des valeurs plus élevées de la turbidité, du nitrate et
du nitrite et des valeurs faibles de conductivité, de température et de pH.
En 2017 et 2018, des valeurs élevées de pH, de conductivité et de température ont été observées

pendant les saisons séches.
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I-5- Isolement des Cyanobactéries

I-5-1- Nombres de souches isolées

Trente-huit Cyanobactéries (27,77 %) ont été isolées dans les 126 échantillons et mise en
culture. Il a été constaté un fort taux d’isolement de 23 souches (60,52 %) au cours du mois de mars
2017, suivi de 7 Cyanobactéries (18,42 %) au mois de février, puis 3 (7,9 %) en aott 2016 et avril
2017 et enfin 1 Cyanobactérie (2,63 %) en juillet et septembre 2017.

I-5-2- Distribution spatio-temporelle des souches isolées
Au cours de ces mois de prélévement, la station 3 a été le plus exploité compte tenu de son
emplacement, suivi de la station 1, puis des stations 2 et 5 et enfin la station 4. Aucune souche n’a

été 1solée a la station 6.

I-5-3- Nombre de souches isolées en fonction du mode d’isolement
Au total, 1682 Cyanobactéries ont été isolées des 126 échantillons d’eau de lagune prélevés
pendant cette étude. Sur ’ensemble des Cyanobactéries obtenues, 94,70% (n=1593) ont été isolées

par la méthode direct et 5,30% (n=89) par la méthode d’ensemencement.

I-5-4- Nombre de Cyanobactéries obtenues apres les repiquages successifs

Sur les 1682 cyanobactéries isolées, un total de 563 Cyanobactéries purifiées a été obtenu
apres avoir réitérés une dizaine de fois les repiquages successifs sur le milieu gélosé. 520
Cyanobactéries, soit un taux de 92,36% ont été obtenues par la méthode direct et 43 (7,64%) par la

méthode d’ensemencement.

I-5-5- Nombre de Cyanobactéries obtenues apres les transferts sur le milieu liquide

Les 563 Cyanobactéries obtenues apres les différents repiquages successifs ont été transférés
sur le milieu liquide. Apres trois mois sur le milieu liquide, 38 souches de Cyanobactéries ont eu
une croissance positive. Parmi ces souches, 30 provenaient de I’isolement direct et 8§ obtenus a

partir I’isolement par ensemencement.

I-5-6- Taux de Cyanobactéries obtenues apres croissance

Sur un total de 1682 Cyanobactéries isolées, 38 ont eu une croissance positive, soit un taux
de 2,25 % des Cyanobactéries isolées. 8,98% (n=8) obtenues a partir des 89 Cyanobactéries isolées
par la méthode d’ensemencement et 1,88 % (n=30) obtenues a partir des 1593 Cyanobactéries

isolées par la méthode d’isolement direct.

I-5-7- Taux de colonies de Cyanobactéries perdues pendant I’étude
Au cours de cette étude, 1682 Cyanobactéries ont été isolées par deux méthodes. Afin

d’obtenir des souches pures, des repiquages successifs ont été effectués, 563 Cyanobactéries ont été
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obtenues et transférées sur milieu liquide, soit une perte de 66,52% de Cyanobactéries. 38

Cyanobactéries ont eu une croissance positive sur ce milieu, soit une perte totale de 97,74%.
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Figure 37 : Nombre de Cyanobactéries isolées, purifiées et mises en culture

M¢éthode d’ensemencement (n = 8)
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I-6- Etude qualitative des Cyanobactéries
I-6-1- Composition des Cyanobactéries en présence

Apres I’examen microscopique, il a été inventorié un total de 12 genres repartis en 3 ordres :
les Oscillatoriales, les Chroococcales et les Nostocales (Figure 38). Parmi ces Cyanobactéries les
filamenteuses ont été les plus représentés. Les Oscillatoriales ont été les plus représentés (5/12)
suivies des Chroococcales (4/12) et enfin les Nostocales (3/12) (Tableau VII).

Au cours de cette étude, les Cyanobactéries filamenteuses ont été les plus diversifiées (8/12)
que les unicellulaires (4/12) (Tableau VIII).
Au niveau spatial, les stations 2 et 3 ont été les plus diversifié avec 11 genres observés tandis la
station la moins diversifié a ¢été la station 6 situé¢ a ’embouchure avec en moyenne 4 genres

observés.
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A : Cylindrospermopsis sp (X400) B : Trichomes d’Anabaena avec des cellules
différenciées de types hétérocystes (X400)

D : Pseudanabaena sp (X400)

E : Filamant de Planktothrix sp (X400)

Figure 38 : Quelques genres de Cyanobactéries observés dans la lagune Aghien de juin 2016
a mars 2018 (Photo : Yao.D. R)
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Tableau VII : Ordre et genres des Cyanobactéries observées

Ordre de classification Genres de Cyanobactéries observées
Oscillatoriales Oscillatoria, Planktothrix, Lyngbya, Pseudanabaena, Limnothrix
Chroococcales Microcystis, Chrococcus, Aphanocapa, Aphanothece

Nostocales Anabaena, Cylindrospermopsis, Aphanizomenon

Tableau VIII : Formes des différentes Cyanobactéries observées

Forme des Cyanobactéries Genres de Cyanobactéries observées
observées
Filamenteuses Oscillatoria, Planktothrix, Lyngbya, Pseudanabaena, Limnothrix

Anabaena, Cylindrospermopsis, Aphanizomenon

Coloniales Microcystis, Chrococcus, Aphanocapa, Aphanothece
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I-6-2- Pourcentage de fréquence des Cyanobactéries

Sur un total de 126 échantillons d’eau analysés, 12 genres de Cyanobactéries ont été
identifiés. Le genre Microcystis et chroococcus ont été les plus représentés avec une fréquence de
100%, suivi des genres Aphanocapsa (95,45%), Planktothrix (90,90%), Anabaena et Limnotrix
(86,36%), Cylindrospermopsis (81,81%), Oscillatoria (77,27%) et Aphanizomenon (72,72%).
Quant aux genres Lyngbya (68,18%) Pseudanabaena et Aphanothece (59,09%), ils ont été
identifiés avec des proportions moindres (Figure 39).
Au cours de cette étude, les différents genres observés ont été présents de fagon constante car toutes

les Cyanobactéries ont été observées a une fréquence supérieure a 50%.

I-6-3- Genres potentiellement producteurs de métabolites secondaires
Parmi les 12 genres observés, 4 genres (33,33 %) sont considérés comme potentiellement
producteurs de métabolites secondaires. Les principales Cyanobactéries potentiellement toxiques

décrites dans la littérature ont été observées : Microcystis, Anabaena, Planktothrix et Oscillatoria.
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Figure 39 : Fréquence des Cyanobactéries observées dans les échantillons d’eau

de la lagune Aghien de juin 2016 a mars 2018
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I-7- Analyses moléculaires
I-7-1- Identification moléculaire des Cyanobactéries

Un total de 22 extraits d’ADN ont ¢été utilisés pour la recherche des différents génes de
synthése des métabolites.

La PCR a permis de mettre en évidence des fragments d’ADN de 1500 pb correspondant a
I’ARNr 16S spécifique aux Cyanobactéries (Figure 40). Ainsi, sur les 22 échantillons d’eau testés,
la séquence du geéne de I’ARNr 16S a été détectée dans 16 échantillons (72,72 %).
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1500 pb

Figure 40 : Profil électrophorétique du cluster cible de /’ARN 16 S sur gel d’agarose a 1%

N°1 a 22 : Echantillons d’ADN de Cyanobactéries de la lagune Aghien (juin 2016 & mars 2018)

M : Marqueur de poids moléculaire (GeneRuler 1kb Ladder).
CN : Controle négatif (eau pour préparation injectable)

CP : Controle positif PCC 7806
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I-7-2- Détection de génes de métabolites secondaires

La recherche des différents génes codant pour la synthése des métabolites secondaires a été
réalisée sur les échantillons positifs a ’ARN 16S par PCR classique. Sur un total de 16 échantillons
analysés les génes mcyA, mcyD, menC, mdnB, aerN ont été détecté avec des fréquences respectives
de 93,75%, 62,5 %, 87,5%, 50% et 18,75 % (Figure 41).
L’analyse du profil €lectrophorétique a révélé la présence des genes mcyA, mcyD, mcnC, mdnB, et
aerN avec des tailles respectives de 291 pb (A), 281 pb (B), de 960 pb (C), 298 pb (D) et de 602 pb
(E) [Figure 42].
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Nombres d'échantillons positifs

mcyA(n=15) mcyD(n=10) mcnC{n=14) mdnB{n=8) aerD{n=3)
Geénes de métabolites secondaires recherchés

Figure 41 : Fréquence de mcyA, mcyD, mcnC, mdnB et aerD dans les échantillons d’eau
de la lagune Aghien
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M CN CP1 CP2 13 15 17 20

291 pb

A : Profil électrophorétique du cluster cible mcyA sur gel d’agarose a 1%

M CN1 CP CN2 1 2] 5 e SO T =

Y
2 —

|
0
¥
»

- - - - - <= == ——— 281pb

B : Profil ¢électrophorétique du cluster cible mcyD sur gel d’agarose a 1%

M CNCPICP212578 16 18 19 20MCNCP 1 CP9 13 15 172122M

960 pb

C : Profil électrophorétique du cluster cible mcnC sur gel d’agarose a 1%

M CCPCN12578 16 18 19 20 M CCPCN29131517222M

298 pb

D : Profil électrophorétique du cluster cible mdnB sur gel d’agarose a 1%

M CNCPCN2 I 2 57816 18 19 20 913151721 22 M

602 pb

E : Profil électrophorétique du cluster cible aerD sur gel d’agarose a 1%
Figure 42 : Profils électrophorétiques des génes de métabolites secondaires

N°l,2,5,6,7,8,9,13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 et 22 : Echantillons d’ADN de Cyanobactéries de la lagune Aghien

M : Marqueur de poids moléculaire (GeneRuler 1kb Ladder).
CN : Controle négatif (eau pour préparation injectable)

CP1 : Controle positif PCC 7806

CP2:Contrdle positif PCC 7821.
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I-7-3- Détection simultanée de genes

Le géne mcyA étant commun a toutes les Cyanobactéries productrices de microcystine,
parmi les 15 échantillons chez lesquels mcyA a été¢ mis en évidence, les génes mcenC, mdnB et aerD
ont été retrouvés dans 14 (93,33%), 8 (53,33%) et 3 échantillons (20%), respectivement.
Le géne mcyD étant spécifique au genre Microcystis, parmi les 10 échantillons positifs a mcyD, les
genes menC, mdnB, et aerD ont été positifs respectivement dans 9 (90%), 6 (60%) et 3 échantillons
(30%) (Tableau IX).
La non détection de génes de microcystines, cyanopeptolines, microviridines, et aeruginosines a été

observée dans un seul échantillon.

I-7-4- Genres responsables de la synthése des métabolites

Des 14 échantillons positifs aux cyanopeptolines (mcnC mis en évidence), 10 (71,42%)
contenaient le genre Microcystis. De méme parmi les 8 échantillons positifs aux microviridines
(mdnB mis en évidence), 6 (75%) contenaient le genre Microcystis. Enfin, en ce qui concerne la
synthése des aeruginosines (aerD retrouvé), le genre Microcystis €tait responsable de la production
de I’aeruginosines dans les 3 échantillons (Tableau X). En définitive, le genre Microcystis est

retrouvé dans la production des métabolites a une fréquence de 62,5% (10/16).
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Tableau IX : Détection simultanée des différents génes

Génes recherchés mcyA/ menC mcyA/mdnB mcyA/aerD
Fréquence de détection 93.,33% 53,33% 20%

Génes recherchés mcyD/ mcnC mcyD/mdnB mcyD/ aerD
Fréquence de détection 90% 60% 30%

Tableau X : Genres responsables de la synthése des métabolites secondaires

Meétabolites recherchés
Cyanobactéries | mcyA mcyD mcnC mdnB aerD
Microcystis Positif Positif Positif Positif Positif
Anabaena Positif Négatif Négatif Négatif Négatif
Oscillatoria Positif Négatif Négatif Négatif Négatif
Planktothrix Positif Négatif Négatif Négatif Négatif
Meétabolites recherchés
mcyA mcyD mcnC mdnB aerD
(N=15) (N=10) (N=14) (N=8) (N=3)
Echantillons
contenant 10 (100%) 10 (100%) 10 (71,42%) | 6 (75%) 3 (100%)
Microcystis
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II- Discussion

L’étude des variations spatio-temporelles des parameétres physico-chimiques des eaux de la
lagune Aghien a permis de mettre en évidence plusieurs interactions entre les facteurs écologiques.

Il ressort que les valeurs de la température des eaux de la lagune Aghien sont élevées
(25,89°C a 30,30°C). Ces résultats corroborent ceux de Konan et al. (2008) dans la lagune de
Grand-Lahou et Traoré et al. (2012) dans la lagune Aghien. Ceux —ci confirment que les lagunes
ivoiriennes atteignent leurs valeurs maximales de température (30 a 32 °C) en saison séche. En
effet, selon Traoré et al. (2012) pendant les périodes chaudes, les précipitations sont faibles et les
apports d’eaux des rivieres Djibi, Bété et M¢ sont presque nuls (périodes d’étiage). Cette forte
valeur de la température enregistrée pendant les saisons seéches entraine une évaporation intense qui
pourrait expliquer I’état basique de I’eau. Ce caractére basique de cette eau pourrait s’expliquer par
des réactions physico-chimiques et biologiques des végétaux aquatiques. Selon Kosten et al.
(2011), la température est un facteur important dans la croissance des Cyanobactéries. Cette
croissance s’accélere avec le réchauffement de I’eau et la disponibilité de ’oxygene dissous. Ainsi,
une augmentation de la température est accompagnée par une diminution de 1’oxygeéne dissous,
suite a un important phénomeéne de photosyntheése. La photosynthese tend a élever le pH alors que
la respiration tend a I’abaisser.

Les valeurs du pH des eaux de la lagune Aghien pendant la période d’étude ont vari¢ de 5,92
a 9,82. Ces valeurs sont dans le méme ordre que celles mesurées dans la lagune Potou qui varient
entre 6 et 9 (N’Guessan, 2008). Elles sont supérieures aux valeurs obtenues par Traoré et al.
(2012) et Niamien-Ebrottié et al. (2017) dans la lagune Aghien.

Ce résultat pourrait étre dii a une activité biologique trés intense dans la lagune. En effet, la
présence du phytoplancton qui inclut les Cyanobactéries est a ’origine de 1’augmentation du pH
dans I’eau. Grace a la photosynthese, il y a libération de I’oxygeéne dans I’eau, ce qui augmenterait
sa concentration, et consommerait du CO, entrainant 1’¢lévation du pH (Ekou et al., 2011).

Il faut signaler que la lagune Aghien a connu une floraison cyanobactérienne trés importante au
cours de la période d’étude révélée par 1’étude microscopique et le dosage de la chlorophylle a qui
confirme la contribution des Cyanobactéries dans 1’élévation du pH de I’eau.

Les travaux d’Amon et al. (2017) et Konan et al. (2017) ont aussi montré que les fortes
valeurs de la température pendant cette période favoriserait le phénomene d'auto-purification et
augmenterait le taux de sédimentation des mati€res en suspension.

La valeur de la conductivité la plus élevée a été enregistrée pendant la grande saison des

pluies. Ce résultat corrobore ceux d’Amon et al. (2017) et Niamien—Ebrottié et al. (2017) qui ont
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constaté une forte conductivité pendant la saison pluvieuse. Ces fortes valeurs traduisent une forte
minéralisation des eaux de cette lagune. Ce fait pourrait étre attribué¢ a I’apport d’eau des riviéres
Djibi et Bété, d’une part et, 1lié aux activités agricoles et aux pressions anthropiques des villages
environnants d’autre part.

Concernant la répartition spatiale, les paramétres physico-chimiques montrent que la station
6 proche de I’embouchure de la riviére M¢ est caractérisée d’une part, par des valeurs relativement
plus basses du pH, de la température et de la turbidité et d’autre part, par des concentrations
relativement plus élevées en phosphore total. Cette situation est due au fait que les embouchures
recoivent directement les eaux de ruissellement chargées de produits de lessivage des bassins
versants et les eaux d’origine continentales riche en sels nutritifs et exposées a la turbidité. En effet,
selon Konan ef al. (2017) la lagune Aghien regoit une quantité importante de matiéres organiques a
travers les eaux usées. La décomposition de ces matieres organiques enrichit le milieu en sels
minéraux, ce qui expliquerait les fortes concentrations en ces sels nutritifs.

Par contre, les parameétres physico-chimiques obtenus a la station 3 située au village

Akandjé montrent des valeurs €levées de phosphate, de nitrate, de température et de la turbidité,
d’une part, et des basses valeurs la conductivité, du pH, des basses concentrations en phosphore et
en nitrite .
Ces résultats pourraient s’expliquer, d’une part par le fait que les populations locales font
directement la vaisselle, la lessive, et leurs bains dans ces eaux. Tous les produits utilisés a cet effet
tels que les détergents, sont riches en composés phosphorés et azotés (Konan et al., 2017). Et
d’autre part, que le nitrate et les orthophosphates proviendraient des engrais utilis€és en agriculture
en amont et autour de la lagune (Atante et al., 2012).

Du point de vue saisonnier, les paramétres environnementaux présentent des variations
significatives. En effet, la saison seéche est caractérisée par des valeurs élevées de la température, du
pH, et de la concentration en chlorophylle (a). Les fortes températures enregistrées en période séche
dues a la forte insolation pourraient augmenter les vitesses des réactions chimiques et biochimiques
(Groga, 2012). La forte activité photosynthétique constatée pendant la saison séche est favorisée
par la turbidité basse qui laisse pénétrer les rayons du soleil dans la colonne d’eau (Komoé et al.,
2009). Cette activité de photosyntheése est due au bloom algal qui libére de grandes quantités
d’oxygeéne. Mais, en réalité, c’est la consommation de ’oxygene dissous lors de la dégradation
microbienne de la matiére organique qui est néfaste pour le milieu (Assougnon et al., 2017)

Au cours de cette période seche, les résultats des analyses ont mis en évidence de faibles
concentrations en nutriments, notamment en nitrate et en phosphore. Ces faibles concentrations en
ces ¢léments pourraient s’expliquer par le fait qu’en période séche, I’influence fluviale est faible.

De plus, la poussée algale pourrait entrainer un épuisement du milieu en nitrate et phosphore
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réactifs. Ces résultats sont en accord avec ceux de Seu-Anoi et al. (2014) et Yéo (2015)
respectivement dans la lagune de Grand-Lahou et dans la lagune Aghien.

Contrairement a la saison seéche, la période pluvieuse est caractérisée par des phénoménes
inverses en ce qui concerne les variations saisonniéres des parameétres physicochimiques. En effet,
en périodes pluvieuses, les faibles valeurs du pH seraient dues a I’effet des dilutions liées aux
apports d’eau douce des rivieres et aux apports pluvieux. Pendant cette période, le pluvio-lessivage
va entrainer une quantité¢ plus importante de matic¢res en suspension due au transport de particules
organiques et minérales dans les lagunes. Ces particules augmentent considérablement la turbidité
de I’eau. Les résultats obtenus corroborent ceux de Seu-Anof et al. (2014) dans la lagune de Grand-
lahou, Niamien-Ebrottié e al. (2017) dans la lagune Aghien.

Cependant, a cette période, les températures de ces eaux sont relativement faibles, cela pourrait étre
da a la faible insolation favorisée par un ciel généralement couvert.

Les valeurs moyennes de la chlorophylle a obtenues au cours de cette étude dans la lagune
Aghien ont varié de 28,26 pg/L a 95,05 pg/L avec des valeurs maximales obtenues pendant les
saisons seches. Ces valeurs traduisent une richesse en biomasse phytoplanctonique a travers une
activité chlorophyllienne relativement dense. Pour Salla et al. (2011) et Ouffoué et al. (2014), les
fortes concentrations en chlorophylles a indiquent une biomasse et une richesse spécifique.

L’analyse du peuplement cyanobactérien de la lagune Aghien montre qu’elle peut étre
considéré comme riche et assez diversifiée. Cette richesse observée serait liée a la forte perturbation
des écosystemes due a I’apport de nutriments et a la stabilité des eaux lagunaires. Ce qui
favoriserait les processus biologiques tels que les cycles complets de reproduction et de
développement des Cyanobactéries. Cette richesse, en relation avec la stabilité des eaux, a été
constatée par Komoé ef al. (2009) et Seu-Anoi (2012).

L’inventaire des Cyanobactéries réalis¢ dans cette ¢tude au sein de la lagune Aghien de juin
2016 a mars 2018 a révelé la présence de 12 genres. Des proportions similaires ont déja été
retrouvées dans des travaux récents réalisés dans cette lagune (Coulibaly et al., 2017 ; Niamien—
Ebrottié et al., 2017). Ces résultats different de ceux de Berger (2005) au Sénégal qui a mis en
évidence 8 genres pendant la saison seéche lors de la déconnexion du lac Guiers avec ses affluents.
Cette différence pourrait étre liée aux différentes méthodes utilisées et aux caractéristiques propres
a chaque milieu de récolte, mais surtout aux périodes de prélevement (Ouattara, 2000).

Ainsi, en ne tenant compte que de la fréquence des genres producteurs de métabolites
secondaires, il a été remarqué une forte présence du genre Microcystis, Planktothrix, Anabaena et

Oscillatoria, ces résultats corroborent ceux de Coulibaly ef al. (2017) et Niamien—Ebrottié et al.
(2017).
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Cependant, le genre Microcystis a été le plus présent parmi les Cyanobactéries. Cette forte présence
pourrait s’expliquer par le fait que ce genre est le plus répandu a travers le monde surtout lors des
efflorescences (El Ghazali et al., 2011). Ce genre s’adapte a une multitude de conditions
environnementales et est capable de proliférer sous des conditions extrémes (Meissner et al., 2014).
Cette adaptation peut étre aussi attribuée a des stratégies développées par ces Cyanobactéries pour
¢viter d’étre la cible des brouteurs que sont le zooplancton et les poissons phytophages. En effet,
elles peuvent libérer des toxines (microcystines) pour se défendre contre les herbivores et les
parasites (Rohrlack et al., 2013) et pour éliminer les compétiteurs qui se disputent les mémes
ressources.

Plusieurs études ont été menées sur 1’isolement des Cyanobactéries et leur effet toxique ou
bénéfique (Oufdou et Oudra, 2009), mais trés peu concernant exclusivement 1’isolement et la
culture (Coulibaly et al., 2014). Pendant cette période d’¢tude, 38 Cyanobactéries ont été mises en
culture. Ces résultats different de ceux de Berger (2005) ; Oufdou et Oudra (2009),
respectivement au Sénégal et au Maroc. Cette différence pourrait étre attribuée a des parametres tels
que la composition du milieu de culture, le mode d’isolement et des variations de I’intensité
lumineuse de la salle d’incubation. Il a été observé un fort taux d’isolement pour le mode
d’isolement direct sous loupe binoculaire. Cela pourrait étre di au fait que les Cyanobactéries ont
été repérées, puis prélevées une a une et mises en culture. Tandis que I'isolement sur gélose, une
quantit¢ de 100 pL a été prélevé pour I’ensemencement, cette quantité pourrait contenir une
importante flore microbienne et algale variée dont la croissance rapide empécherait
considérablement 1'isolement des Cyanobactéries (Mezouari, 2017). Ainsi, lors des différents essais
de purification par la technique de repiquage successifs, il a été observé une perte importante de
cyanobactéries. Ce qui pourrait étre dii 2 une contamination par certaines bactéries ou champignons
des géloses favorisée par les conditions de culture qui leur sont favorables. Meseck et al. (2007) ont
observé une diminution de 13% du taux de croissance de Cyanobactéries en présence d’une
communauté bactérienne alors que d’autres auteurs ont pu constater I’inhibition totale de la
croissance (Le Chavanton, 2013). Au cours de cette étude, 38 Cyanobactéries ont eu une
croissance positive sur le milieu utilisé. Certains travaux ont rapporté des proportions inferieures a
celle obtenues dans cette étude. C’est le cas des études menées par Oufdou et Oudra (2009) au
Maroc qui ont isolées et mises en culture 10 Cyanobactéries dans des échantillons prélevés sur 4
sites différents. En France, Wilame et Hoffman (2005) ont isolés 11 Cyanobactéries dans des
¢chantillons prélevés sur 8 sites du bassin d’Artois-Picardie. D’autres études ont, cependant,
rapporté des fréquences plus élevées, Berger (2005) a isolé 57 Cyanobactéries dans des
échantillons de mai 2002. Cette différence de résultat pourrait étre attribuée au mode d’isolement
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de la salle de culture. En effet, toutes les études citées ci-dessus ont utilisé des milieux de culture
différents a celui utilisé dans cette ¢tude, mais un protocole d’isolement identique. Oufdou et
Oudra (2009) et Berger (2005) ont utilis¢ la méthode d’ensemencement suivi des différents
repiquages, mais des milieux de cultures différents, a savoir, les milieux liquides et solides BG13 et
Z8 avec ou sans azote. Par contre, Wilame et Hoffman (2005) ont utilisé le milieu de culture BG11
supplémenté d’antibiotique et la méthode d’ensemencement suivi des différents repiquages.

Le taux de croissance des Cyanobactéries sur le milieu BG11 pourrait s’expliquer par le

développement de champignons et autres bactéries présents dans les fioles contaminant ainsi les
différentes cultures. Ce développement de champignons et autres bactéries inhibe parfois le
developpement des Cyanobactéries. Ce fait a été remarqué par Roger et Reynaud (1977) en France
et Gugger et Couté (2006) au Burkina Faso.
Les conditions physico-chimiques du milieu de culture pourraient empécher le developpement des
Cyanobactéries. C’est ainsi que plusieurs auteurs ont montré qu’outre les conditions physico-
chimiques adéquates a un bon fonctionnement, certaines especes excreétent dans le milieu ou elles
vivent des substances toxiques empéchant le developpement d’espéces concurrentes. Ceci a été
montré par Tassigny et Lefevre (1971) pour les algues d’eau douce non thermale. Un autre fait qui
pourrait influencer la croissance des Cyanobactéries est 1’intensité lumineuse de la salle de culture.
A cet effet, toutes les cyanobactéries ne se développent pas dans la méme gamme d’intensité
lumineuse, certaines ont besoin d’une faible intensité tandis d’autres une forte intensité.

L’inventaire et la détection des Cyanobactéries ont été faits par la microscopie et par la
méthode moléculaire en ciblant le gene ARNr 16S. A la microscopie, les Cyanobactéries ont été
retrouvées dans tous les échantillons, tandis que 1’analyse moléculaire n’a été positive que dans
72,72 % (16) des échantillons. Ces résultats sont en accord avec ceux de Glowacka et al. (2011) en
Pologne et Coulibaly et al. (2014) en Cote d’Ivoire. En effet, la non détection de ’ARNr 16S ne
signifie pas une absence de Cyanobactéries. Mais elle pourrait étre liée a la présence des inhibiteurs
dans les échantillons (Coulibaly et al., 2014).

Le géne mcy code pour la synthése de la microcystine, une toxine qui serait impliqué dans divers
intoxications humaines et animales a travers le monde (El Ghazali et al., 2011). Les genes mcyA et
mcyD ont été mis en évidence avec des proportions respectives de 93,75% et 62,5 %. Le fort taux
obtenu pendant cette étude pourrait étre due a la présence des Cyanobactéries ont le potentiel a
produire la microcystine (métabolte cyclique avec un groupement ADDA qui lui confére sa

toxicité).
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Des travaux antérieurs réalisés en Cote d’Ivoire ont également rapporté la présence du gene
mcyD dans 14 échantillons sur 75, soit une positivité de 18,67% (Coulibaly, 2014).
Cependant, en ce qui concerne les autres métabolites secondaires, c’est la premiere fois en Cote
d’Ivoire que les geénes mcnC, mdnB, aerD qui codent respectivement pour la synthése des
cyanopeptolines, des microviridines et des aeruginosines ont été recherchés et mis en évidence.

mcnC qui code pour la synthése des cyanopeptolines a été détecté dans des échantillons
positifs a mcyA alors que ce géne est spécifique aux Cyanobactéries potentiellement productrices de
microcystines, notamment les genres Microcystis, Anabaena et Planktothrix. Ce résultat pourrait
étre di a la présence de ces cyanobactéries. Ces genres sont connus pour posséder ce cluster de
genes. Nos résultats corroborent ceux de Rouhiainen ef al. (2000) et Tooming-Klunderud ef al.
(2007)

Quant au gene mdnB, il a été détecté dans 50% des échantillons. En effet, ce gene spécifique
a Microcystis a été détecté dans les échantillons positifs a mcyD. Mais deux échantillons ont donné
des résultats positifs a mdnB et négatif a mcyD. Ce résultat pourrait étre dii a la présence des
especes de Microcystis wesenbergii ou Microcystis ichthyoblabe dans les échantillons. Ces deux
especes de Microcystis selon Faster et al. (2001) et Welker et al. (2004) ne contiennent pas de
microcystines, mais d’autres métabolites secondaires.
Les aeruginosines (aer) ont ¢té détectés moins fréquemment que les microcystines (mcy), les
cyanopeptolines (mcn) et les microviridines (mdn). Nos résultats sont similaires a ceux de Welker
et al., 2004 ; Kurmayer ef al. (2011) et Grabowska et al. (2014) ont démontré cette plus faible
fréquence de ce métabolite / microcystines dans les populations de Microcystis ou Planktothrix.

Pour ce qui est de la co-expression de ces différents geénes, les résultats ont montré la
présence de microcystines et d’autres métabolites dans les différents échantillons. Ainsi, sur les 15
¢chantillons positifs a microcystines, 14, 8 et 3 étaient positifs respectivement a cyanopeptolines,
microviridines et aeruginosines. Ces résultats confirment ceux de Welker et al. (2006) qui ont
signalé un pourcentage ¢levé (57%) de co-expression de microcystines et cyanopeptolines.
Si nous détectons des présences simultanées de ces genes, il est recommandé de chercher ces
métabolites dans les eaux de la Lagune Aghien.
Il faut aussi signaler que dans cette étude, I’accent a été mis sur le genre Microcystis avec des
amorces qui lui sont spécifiques a savoir mcyD-F/R, mdnB fw/rv et AeRrv4 / Reduct-rv pour la
recherche respective de microcystines, microviridines et aeruginosines. Les métabolites secondaires
courants ont été microcystines, cyanopeptolines (71,42%.) et microviridines (75%). Ces résultats
sont en contradictoires avec ceux de Welker et al. (2006) et Martins ef al. (2009) qui ont constaté
que les aeruginosines, les cyanopeptolines et les microcystines étaient les peptides les plus

fréquemment détectés par MS MALDI-TOF dans des colonies individuelles du genre Microcystis.
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Cette ¢étude a donc montré la présence des Cyanobactéries pouvant produire en méme temps les
métabolites toxiques et métabolites non toxiques.

Les métabolites recherchés et détectés dans la lagune Aghien a part les microcystines
peuvent avoir une importance dans 1’industrie pharmaceutique. Les aeruginosines inhibent les
sérines protéases (Anas et al., 2012), ce qui est en fait une molécule importante dans le
développement de médicaments contre plusieurs maladies humaines.

Les cyanopeptolines sont connues comme des inhibiteurs de la trypsine, de la chymotrypsine, de
I'¢lastase et de la plasmine (Gademan et al., 2010). Elles peuvent étre utilisées pour traiter 1'asthme

et les infections virales (Singh ef al., 2011).
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CONCLUSION &
PERSPECTIVES
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A T’issue de ce travail, il ressort que ’ensemble des recherches réalisées a permis d’évaluer
la qualité des eaux de la lagune et la biomasse chlorophyllienne, de recenser et d’isoler les
Cyanobactéries. La recherche des génes a permis de montrer que les Cyanobactéries de la lagune
ont la capacité a synthétiser d’autres métabolites autre que microcystines

Le suivi des parametres physico-chimiques de la lagune Aghien a permis de mettre en
¢vidence une évolution relativement importante de la conductivité et des sels nutritifs (phosphore et
phosphate). Il ressort que la lagune Aghien est soumise & un apport en sels nutritifs d’origine
autochtone ou exogene liée au pluvio-lessivage du bassin versant.

La station 6 proche de I’embouchure de la riviecre M¢ est relativement riche en sels nutritifs. Cette
forte concentration en sels nutritifs est di au fait que la lagune Aghien recoit des eaux de
ruissellement et des eaux continentales.

Du point de vue temporel, la température, le pH, la conductivit¢ et de la concentration en
chlorophylle (a) étaient plus ¢€levées pendant la saison séche tandis que les concentrations en
nutriments étaient plus basses. Contrairement a la saison seche, la période pluvieuse est caractérisée
par des faibles valeurs du pH et de la conductivité et des concentrations en sels nutritifs élevées.

Les teneurs en chlorophylle (a) varient de 28,26 pg/L a 95,05 nug/L avec des valeurs maximales
obtenues pendant les saisons seches. Ces valeurs supérieures a la norme (10 pg/L) font de la lagune
Aghien un lac eutrophe.

Sur le plan qualitatif, I’étude menée a permis d’inventorier 12 genres de Cyanobactéries
dont 4 potentiellement producteurs de métabolites secondaires. Ces genres sont présents pendant
toute la période d’étude (juin 2016 - mars 2018), alors que les parametres physico- chimiques
¢taient relativement stables

Bien que les Cyanobactéries soient présentes toute I’année dans ce plan d’eau, il s’est avéré
beaucoup plus difficile de les isoler en culture monoclonale au laboratoire (croissance lente,
contamination rapide par certains champignons...)

La détection moléculaire des Cyanobactéries récoltées a mis en évidence la présence de
genes codant pour plusieurs métabolites secondaires (mcy, mcn, mdn, et aer) dans la lagune et
pendant toute la période d’étude (pas seulement de la microcystine).

Ce potentiel n’implique pas une production de ces métabolites secondaires mais démontre une

capacité a le faire. Il faut développer des méthodes de détection de plusieurs types de métabolites.
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Utilisation de I’eau de la lagune Aghien
- Localement lors du lavage du manioc servant a la fabrication de I’attiéké, placali, gari.
Y a-t-il un transfert de la microcystine dans nos plats ?
- La santé animale de la faune locale ?
- Pour I’eau potable de la ville d’Abidjan : qu’en est-il de la surveillance des
Cyanobactéries et de leurs toxines comme la microcystine ?
- Et les autres métabolites et les variants de ces métabolites, qui ne sont pas réglementés
par ’OMS mais potentiellement présent dans les Cyanobactéries de la lagune Aghien ?
Il ressort de ce travail que I'utilisation de ce plan d’eau par des populations vivants aux alentours
pour leurs activités domestiques d’une part et par les autorités ivoiriennes pour la production d’eau

potable d‘autre part doit obéir a des exigences afin de préserver la santé des populations.

Pour mieux appréhender la problématique des Cyanobactéries et des métabolites secrétés par
celles-ci il serait intéressant de :

- Identifier et quantifier les cyanopeptolines, les aeruginosines et les microviridines
produites par les Cyanobactéries de la lagune Aghien afin de confirmer effectivement la production
de ces métabolites secondaires,

- Séquencer les genes mcy, mcn, mdn, et aer recherchés dans les Cyanobactéries,

- Développer de nouvelles méthodologies permettant l'isolement et la culture des
Cyanobactéries afin de déterminer les activités antibactériennes et antifongiques vis-a-vis de
certaines souches pathogénes responsables d’infections nosocomiales des substances bioactives
¢laborées par celles-ci.

- A plus grande échelle, 1’étude réalisée sur le phytoplancton de la lagune Aghien pourrait
étre menée sur d’autres retenues d’eau d’intérét stratégique pour la Cote d’Ivoire.

- Enfin, on pourrait utiliser des méthodes complémentaires comme des approches

génomiques et métagénomiques pour mener ce type d’investigation.
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ANNEXE 1

Vue de la lagune Aghien et
villages environnants
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Figure 1 : Village Anyama-Débarcadeére situ¢ en bordure de la lagune Aghien

(Photo : Yao.D. R)

Figure 2 : Prolifération de Cyanobactéries (Bloom) sur la lagune Aghien

(Photo : Yao.D.R)



Figure 3 : Vue de macrophytes aquatiques flottants sur la lagune Aghien
(Photo : Yao.D.R)

Figure 4 : Plantations de palmiers, hévéa en bordure de la lagune Aghien

(Photo : Yao.D.R)



ANNEXE 2 :
Légendes des différentes

graphiques




GSP 16

Légende :
pH

7.345-7.37

B 737-7.395
B 7395-7.42
B 742-7445
B 7445747

Légende :

Température (°C)

B 28.25-28.33

| 28.33-28.41
28.41 — 28.49
28.49 — 28.57

I 2857 - 28.65

Légende :
Conductivité (#S/cm)

I 1031654

16.54 - 22.78
2278 - 29.02

[ 29.02-3526

B 3526415

Légende :
Turbidité (NTU)

136.85 — 138.54
138.54 — 140.23
[ 14023 -141.92
P 141.92- 14361
B 14361-1453

Légende :

Phosphore (mg/L)

0.1885 - 0.2151
0.2151-0.2417

[ 0.2417-0.2683
I 0.2683 - 0.2949
I 02949 -0.3215

PSS 16

Légende :
pH

6.9 - 6.975
1 8975-7.05
B 705-7.125
B 125-72
B 727275

Légende :

Température (°C)

I 27 .45 - 27 501

27.501 — 27.552
27.5652 - 27.603
27.603 —27.654

I 27654 - 27.705

Légende :

Conductivité (#S/cm)

I 11.99-35302

35.302-58.614

58.614 —81.926
[ 81.926 -105.238
I 105238 - 12855

Légende :
Turbidité (NTU)

105.15-108.14
108.14 - 111.13

P 111.13-114.12
B 1141211711
B 1711 - 1201

Légende :

Phosphore (mg/L)

0.1945-0.199
0.199 - 0.2035

[ 0.2035 - 0.208
I 0.208-0.2125
B 021250217

PSP 16

Légende :
pH

6.954 — 7.0602

I 7.0602-7.1664
B 71664 - 7.2726
I 72726 -7.3788
Il 7.3788 - 7.485

Légende :

Température (°C)

B 2452494

" 24.94-2538
25.38 — 25.82
25.82 - 26.26

B 2526 - 267

Légende :

Conductivité (zS/cm)

I 5685 - 14.851

14.851-23.017
23.017 - 31.183
[ 31.183-39.349

I 3934947515

Légende :
Turbidité (NTU)

87.35-88.72
88.72-90.09
[ 90.09-91.46
I o146-9283
B o283-942

Légende :

Phosphore (mg/L)

0.117 - 0.1352
0.1352-0.1534

[ 0.1534-0.1716
I 0.1716-0.1898
I 0.1898 - 0.208



GSP 16

Légende :

Orthophosphates (mg/L)

0.08 - 0.0876
0.0876 — 0.0952

[ 0.0952-0.1028
I 0.1028-0.1104
I 0.1104-0.118

Légende :

Nitrites (mg/L)

I 0.335-0.425

0.425-0.515
0.515-0.605

777 0.605-0.695
I 0695-0.785

Légende :
Nitrates (mg/L)

B 1565 - 1.932
[ 1.932-2.299

I 2290 2666

I 2666-3.033
Bl sosz-34

Légende :
Chlorophyle a (ug/L)

21.36 — 40.851
40.851 - 60.342

[ 60.342-79.833
I 79.833-99.324
B 99324 - 118815

PSS 16
Légende :

Orthophosphates (mg/L)

0.053 - 0.0613

0.0613 — 0.0696
[ 0.0696 - 0.0779
I 00779 - 0.0862
I 0.0862-0.0945

Légende :
Nitrites (mg/L)

I 0.316 - 0.4033

0.4033 —0.4906
0.4906 — 0.5779
0.5779 —0.6652

I 0.6652-0.7525

Légende :
Nitrates (mg/L)

B 0.756-1.023
P 1.023-129

W 1.29- 1557
B 1557 - 1.824
I 1824 - 2091

Légende :

Chlorophyle a (ug/L)

19.58 — 32.416

32.416 - 45.252
[ 45252 - 58.088
I 58.088 - 70.924
I 70924 -83.76

PSP 16

Légende :

Orthophosphates (mg/L)

0.052 - 0.0649
0.0649 - 0.0778

[ 0.0778 - 0.0907
I 0.0907 - 0.1036
I 0.1036 - 0.1165

Légende :

Nitrites (mg/L)

I 0.003 - 0.00434

0.00434 - 0.00568
0.00568 - 0.00702
[ 0.00702 - 0.00836

I 0.00836 - 0.0097

Légende :
Nitrates (mg/L)

B 0.185-0.424
[ 0444 -0.703

1

- 0.703 -0.962

B 0552 -1.221
B 1221148

Légende :

Chlorophyle a (ug/L)

56.07 - 75.026

75.026 — 93.982
[ 93.982-112.938
I 112.938 - 131.894
I 131.894 - 150.85



GSS17

Légende :

7.117-7.3476

[ 73476-75782
B 75782 7.8088
I 78088 - 8.0394
B s.0394-827

Légende :
Température (°C)

B 209-3005
I 30.05-30.2

30.2-30.35
[ 30.35-305
Il 30.5-3065

Légende :
Turbidité (NTU)

10.39 —29.998

29.998 - 49.606
[ 40,606 - 69.214
I 69214 - B8.822
I s5822 - 10843

Légende :
Phosphores (mg/L)

0.1435 - 0.1476
0.1476 - 0.1517
I 0.1517-0.1558
B 0.1558 - 0.1599
I o.1599 - 0.164

GSP 17

Légende :
pH

6.74 -7.124

I 71247508
I 7508 7.892
I 7592-8.278
Il c275-866

Légende :
Température (°C)

Bl 255 - 28597

[ 28.597 - 28.694
28.694 - 28.791
[ 28.791-28.888

I 25883 - 28.985

Légende :
Conductivité  (4S/cm)

B 75.43-87.208

" 87.208 - 95.986
95.986 — 104.764
I 104.764 - 113.542

11354212232

Légende :
Turbidité (NTU)

34.507 - 60.4136

60.4136 — 86.3202
[ 86.3202 - 112.2268
B 1122268 - 138.1334
Il 138.1334 - 164.04

Légende :

Phosphores (mg/L)

0.21-0.252

0.252-0.294
I 0.294-0336
B 033602378
I 0378-0.42

PSS 17

Légende :
pH

6.74-7.124

[ 7124 -7508
B 7508 -7.892
B 7892-8276
B 5276866

Légende :
Température (°C)

Bl 2522 - 2655
[ 26.55-26.88

26.88 - 27.21
[ 2721-2754
B 2754 - 2787

Légende :
Conductivité (@S/cm

I 49.84 - 57.152

| 57.152 - 84.464
64.464 - 71.776
[0 71.776 - 79.088

I 790883864

Légende :
Turbidité (NTU)

21.615-61.27
61.27 - 100.925
[ 100.925 - 140.58

I 140.58 - 180.235

B 180.235-219.89

Légende :
Phosphores (mg/L)

0.185 - 0.203
0.203 - 0.221
I 0.221-0.239
I 0.239-0.257
I 0257 -0.275

PSP 17

Légende :
pH

[ 8795-9.243
B 0243 - 9.691
B ss91-10.139
I 10.139 - 10.587
I 10587 - 11.035

Légende :

Température (°C)

B 27405 - 27.986

I 27.986-28.567
28.567 —29.148
[ 29148 -29.729

B 29.729 - 30.31

Légende :

Conductivité  (zS/cm)

I 46.85-52.607

[ 52,607 -58.364
58.364 —64.121
[ 64.121-69.878

I 69878 - 75.635

Légende :
Turbidité (NTU)

15.04 - 20.045
20.045 - 25.05
[ 25.05-30.055
I 30.055-35.06
I 3506 - 40.065

Légende :
Phosphores (mg/L)

0.138 - 0.2184
0.2184 - 0,2988
[ 0.2988 - 0.3792
I 0.3792-0.4596

I 04596 -054



Légende :

Orthophosphates (mg/L)

0.0525 - 0.0625

7 0.0825-0.0725
B 0.0725 - 0.0825
I 0.0825 - 0.0925

I 0.0925-0.1025

GSS 17

Légende :

Nitrates (mg/L)
I 0.335-0.3508
I 0.3506 - 0.3682
0.3662 - 0.3818

I 03818 - 0.3974
I 03974 -0413

Légende :
Nitrites (mg/L)

I o.055-0.0574

[ 0.0574 - 0.0598
0.0598 — 0.0622
[ 0.0622 - 0.0646

I ©0.0645 - 0.067

Légende :

Chlorophylle (a) (ug/L)

19.12-22,998

| 22,998 - 26.876
[ 26876 -30.754
B 20754 - 34632

B 346323851

Légende :
Orthophosphates (mg/L)

0.0805 - 0.087
[ 0.087-00935

I 0.0835-0.1
I 0.1 -0.1065
I 0.1065-0.113

GPS 17

Légende :
Nitrates (mg/L)
I 0.589 - 0.6062

0 06062 - 0.6234
0 06234 - 0.6406
B 06406 - 0.6578
Il 06578 - 0.675

Légende :
Nitrites (mg/L)
I 0.049 - 0.05314

[0 0.05314 - 0.05728
005728 - 0.06142

[ 0.06142 - 0.08556

I 0.06556 - 0.0897

Légende :
Chlorophylle (a) (ug/L)

27.003 - 30.9424
U 30,9424 -34.8818
[ 34.8818 - 38.8212
I 388212 - 42.7606

I 427606 - 46.7

Légende :

Orthophosphates (mg/L)

0.075 - 0.076

1 0.076-0.077

I 0.077-0.078

B o.078-0.079
I 0.079-0.08

PSS 17

Légende :
Nitrates (mg/L)

I 0.646 - 0.7408

[0 0.7408 - 0.8356
777 08356 -0.9304
I 0.9304 - 1.0252
I 10252112

Légende :
Nitrites (mg/L)
I 0.037 - 0.0393

[ 0.0393-0.0416

0.0416 — 0.0439
[ 0.0439-0.0462
I 0.0462-0.0485

Légende :

Chlorophylle (a) (ug/L)

12.816 - 19.1168
[ 19.1168-25.4176
[ 25.4176 - 31.7184
I 31.7184 - 38.0192

I 38.0192-44.32

Légende :
Orthophosphates (mg/L)

0.065 - 0.08
[ 0.08-0.095
I o0.085-0.11
B 0.11-0.125
Il 0.125-0.14

PSP 17

Légende :

Nitrates (mg/L)
I 0.362-0.4362

P 0.4362-0.5104
[ 05104-05846

I 05846 - 0.6588
B osss3-0733

Légende :
Nitrites (mg/L)

I 0.0385- 0039
[ 0.0396-0.0407

0.0407 - 0.0418
0.0418 - 0.0429

I 0.0429-0.044

Légende :

Chlorophylle (a) (ng/L)

12.816 - 19.1168
[ 19.1168-254176
[ 254176 -31.7184
I 31.7184 - 38.0192

I 35.0192-44.32



Légende :
pH

874-7124
P 7124 - 7508
B 7 s0s- 7392
Bl 7 s52-38276
Il s>75-3856

Légende :
Nitrates (mg/L)

I © 40304277

P 0.4277 —0.4524
[ 0452404771
I c4771-0.5018
I o 5018 - 0.5265

Légende :

Orthophosphates (mg/L)

0.0495 — 0.0538
[ 0.0538-0.0581
I o.os81-o0.0624
I 0.cs24—0.0667
I 00657 —0.071

GSS 18

Légende :
Température (°C)

B 25 74 - 28 901
[ 28901 -29.062

29062 - 20.223
I 29.223-29.384

I 20384 -29.545

Légende :
Chlorophylle (a) (pg/L) )

40.94 — 47.096
I 47.096-53.252

I 53.252-59.408
B 59408 —65.564
Bl 655547172

Légende :
Turbidité (NTU)

8.157 — 12.406
12.406 — 16.655
[ 16655 —20904
B >0 s04a—25 153

B o5 152 - 29402

Légende :
Conductivité  (#S/cm)

B s3.402 — 66.8936

[ 66.8936 - 70.3852
70 3852 — 73 B768

[ 73.8768 - 77.3684

I 77 3584 - 8086

Légende :
Nitrites (mg/L)

I © 03800384

[ 00384 — 00388
00388 — 0 0392
[ 00392-0.0396

I 00396 -0.04

Légende :
Phosphore (mg/L)

0.163-0.1704

~ 0.1704-0.1778

P 01778-0.1852

I o 185201928
B 0 1e26-02
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Abstract

Cyanobacteria are prokaryotic organisms found in the freshwaters of most countries of the world. Interest in these
organisms has increased in recent years because of their ability to produce toxins that are harmful to higher
organisms. The objective of this study was to compare two methods of isolation of cyanobacteria in Cote d’Ivoire.
Monthly water withdrawals were carried out from June 2016 to March 2018 on the Aghien Lagoon (Cote d'Ivoire) and
analyzed using two methods, namely the isolation method on modified BG11 agar and the direct binocular method. A
total of 1682 cyanobacteria were isolated, 1593 (94.70%) cyanobacteria were obtained by direct isolation and 89
(5.30%) by seeding isolation. The 1682 cyanobacteria were purified by successive transplanting on the agar BG11
modified, 563 cyanobacteria (33.47%) were obtained. Of this total, 92.36% (n = 520 cyanobacteria) were obtained by
the direct method and 7.64% (n = 43 cyanobacteria) by the isolation method on modified BG11 agar. In order to
maintain the growth of purified cyanobacteria, the 563 cyanobacteria were transferred to liquid modified BG11
medium. However 38 (6.74%) cyanobacteria had a positive growth on this medium of which 5.76% (n = 30) came
from the direct method and 17.02% (n = 8) from the isolation method on modified BG11 agar. This study has shown
that the isolation method that has resulted in better yield has been isolation by isolation method on modified BG11
agar.

Keywords: Aghien; Cyanobacteria; Isolation; Culture

1. Introduction

Freshwater is the main source of drinking water for most of the world's human populations [1]. Increased
eutrophication of these rivers will result in massive development of phytoplankton species, mainly cyanobacteria [2-
3].

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotic microorganisms naturally present in the aquatic environment (less
than 20000 cells / mL), without any problem being associated with it [4]. However, problems arise when there is
proliferation of cyanobacteria [5]. This problem is all the more serious when the species responsible for these blooms
can produce toxins. The contamination of freshwater by these toxins limits their use because they are often the cause
of deadly intoxication of herds of domestic or wild animals, fish, birds and humans [6-8]. In contrast, many studies
have shown that cyanobacteria are a new source of various bioactive compounds [9-10].
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Thus, for carrying out studies on their secondary metabolites, the provision of viable strains of cyanobacteria is
important. This motivated the creation of numerous collections including that of the Pasteur Institute of Paris (IPP),
the National Institute for Environmental Sciences (NIES) of Japan, the Institute of Hydrobiology (FACHB) of China and
the University of Texas (UTEX) in the United States. However, in Africa, the collections are almost non-existent.

In Cote d'lIvoire, only studies of Coulibaly et al. [11] were conducted on the isolation and culture of cyanobacteria by
testing different media, namely Conways, BG11 and Bold. Our study consisted in comparing two methods of isolation
of cyanobacteria on modified BG11 medium in Cote d'Ivoire in order to set up a collection.

2. Material and methods

2.1. Sampling

Monthly water withdrawals were carried out over a 22-month period from June 2016 to March 2018 on the Aghien
lagoon (Cote d'Ivoire). Samples were collected using 20 pm porosity plankton net with a collector. This consisted of
filtering 5 liters of surface water with the aid of the net, then recovering in the collector 100 ml of lagoon water
containing the cyanobacteria. The contents of the collector are then transferred to a one-liter bottle. This process was
performed several times until the bottle was filled. The samples thus obtained were stored in a cooler containing cold
accumulators and then transported to the laboratory for analysis.

2.2. Isolation and culture of cyanobacteria

The culture medium used for the isolation and culture of cyanobacteria was liquid and solid modified BG11 medium.
These media were prepared according to the formulas and indications of Coulibaly et al. [11] at pH 7.1. Two isolation
methods were performed:

2.2.1. First method: Isolation by seeding

500 pL of water from the lagoon were diluted successively in 1000 pl of the modified liquid medium BG11, then 100 pl
of each dilution was spread on a Petri dish containing agar medium BG11 modified according to the described method
by Rippka et al. [12].

2.2.2. Second method: Direct isolation under a binocular loupe

A quantity of 2 pl of water from the lagoon was successively diluted in 4 pl of the modified liquid medium BG11. These
micro-dilutions were observed with a binocular microscope, the least concentrated was identified and cyanobacteria
taken one by one using a micropipette. Each colony was transferred to a well. This process was repeated until the 96-
well plate, each containing 10 pl of the modified BG11 liquid medium, was filled.

2.2.3. Incubation

The Petri dishes and the 96-well plates were sealed with Parafilm and placed in a culture room at 25 + 1 ° C where
they were subjected to a light intensity (white light quality MAZDA FLUOR M2TF 36W / L] 1.2 m long, 32 Watt)
producing a daylight-like light of 175.56 * 1 lux. Petri dishes and plates were observed daily with a binocular
magnifying glass to monitor the growth of cyanobacteria.

2.2.4. Successive transplanting

After several weeks of growth, the cyanobacteria colonies on the Petri dishes were taken one by one under the
binocular microscope. The agar containing the colony was cut with a scalpel blade sterilized by the Bunsen flame and
transplanted streaks onto a new Petri dish.

Similarly, when the development of cyanobacteria was observed in the wells, they were collected one by one under
the binocular microscope with a micropipette then transferred to a Petri dish containing the agar-modified BG11
medium.

The transplanting was repeated a ten times in order to obtain pure colonies of cyanobacteria. The cyanobacteria thus

obtained were transferred into the Erlenmeyer flasks with plugs containing a volume of 10 ml of the liquid modified
BG11 medium, incubated in a room at 25 + 1 ° C with a brightness of 175.56 * 1 lux.
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3. Results

3.1. Number of strains isolated according to isolation mode

A total of 1682 cyanobacteria were isolated from the 126 lagoon water samples collected during this study. Of the
total cyanobacteria obtained, 94.70% (n = 1593) were isolated by the direct method and 5.30% (n = 89) by the

isolation method on modified BG11 agar.

3.2. Number of cyanobacteria obtained after successive transplanting

Of the 1682 cyanobacteria isolated a total of 563 purified cyanobacteria were obtained after repeating a few times
successive transplanting on the agar medium. 520 cyanobacteria or 92.36% were obtained by the direct method and
43 (7.64%) by the isolation method on modified BG11 agar.

3.3. Number of cyanobacteria obtained after transfer to the liquid medium

The 563 cyanobacteria obtained after the various successive subcultures were transferred to the liquid medium. After
three months on the liquid medium, 38 (6.75%) cyanobacterial strains had positive growth. Of these, 30 strains came
from direct isolation at a rate of 5.76% and 8 (17.02%) by isolation method on modified BG11 agar.

3.4. Cyanobacteria rate obtained after growth according to isolated cyanobacteria

Of a total of 1682 cyanobacteria isolated, 38 had a positive growth, a rate of 2.25% of isolated cyanobacteria. 8.98% (n
= 8) obtained from the 89 cyanobacteria isolated by the isolation method on modified BG11 agar and 1.88% (n = 30)
obtained from 1593 cyanobacteria isolated by the direct isolation method.

3.5. Cyanobacteria colonies lost during the study

In this study, 1682 cyanobacteria were isolated by two methods. In order to obtain pure strains, successive
subcultures were carried out, 563 cyanobacteria were obtained and transferred to a liquid medium, ie a 66.52% loss
of cyanobacteria. 38 cyanobacteria had positive growth on this medium, a total loss of 97.74%.

4. Discussion

Several studies have been carried out on the isolation of cyanobacteria and their toxic or beneficial effect [13, 10], but
very few concerning exclusively isolation and culture [11]. The objective of this work was to compare two modes of
isolation of cyanobacteria from the Aghien lagoon samples from June 2016 to March 2018.

A high isolation rate was observed for the direct isolation mode under a binocular loupe. This could be due to the fact
that the cyanobacteria were spotted then taken one by one and put in culture. While the isolation on agar, 100 pL was
taken for seeding, this quantity could contain a large microbial flora and algae variety whose rapid growth would
significantly prevent the isolation of cyanobacteria [14].

Thus, during the various purification tests by the successive transplanting technique, a significant loss of
cyanobacteria was observed. This could be due to contamination by some bacteria or fungi in agar favored by the
favorable growing conditions. Meseck et al. [15] observed a 13% decrease in the growth rate of cyanobacteria in the
presence of a bacterial community, while other authors observed total inhibition of growth [16, 17]. The loss of
cyanobacteria during successive transplanting could also be explained by the very loss of cyanobacteria during the
transfer from one agar to another.

In this study, 38 cyanobacteria had positive growth on the medium used. Some studies have reported proportions
inferior to those obtained in this study. This is the case of the studies conducted by Oufdou and Oudra [10] in Morocco
which isolated and cultured 10 cyanobacteria in samples taken from 4 different sites. In France, Wilame and Hoffman
[18] isolated 11 cyanobacteria in samples collected from 8 sites in the Artois-Picardie basin. However, other studies
have reported higher frequencies. Berger [13] isolated 57 cyanobacteria in May 2002 samples.

This difference in result could be attributed to the mode of isolation used, to the composition of the culture medium or
to the different variations of the luminous intensity of the incubation room. Indeed, all the studies cited above have
used culture media different from that used in this study but an identical isolation protocol. Oufdou and Oudra [10]
and [13] used the seeding method followed by the different subcultures, but different culture media, namely the liquid
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and solid media BG13 and Z8 with or without nitrogen. On the other hand, Wilame and Hoffman [18] used the BG11
culture medium supplemented with antibiotics and the seeding method followed by the different transplantation.

This growth rate of cyanobacteria on the modified BG11 medium could be explained by the development of fungi and
other bacteria present in the Erlenmeyers thus contaminating the different cultures. This development of fungi and
other bacteria sometimes inhibits the development of cyanobacteria. This fact was noticed by Roger and Reynaud [19]
in France and [20] in Burkina Faso.

The physicochemical conditions of the culture medium could prevent the development of cyanobacteria. Thus, several
authors have shown that besides the physicochemical conditions suitable for a good functioning, certain species
excrete in the environment where they live toxic substances preventing the development of competing species. This
was shown by Tassigny and Lefebvre [21] for non-thermal freshwater algae.

Another fact that could influence the growth of cyanobacteria is the light intensity of the growing room. For this
purpose, all cyanobacteria do not develop in the same range of light intensity, some require a low intensity while
others a high intensity.

5. Conclusion

Interest in cyanobacteria has increased in recent years given the many secondary metabolites they can synthesize.
This study compared two modes of cyanobacterial isolation in Céte d'Ivoire and found that the seeding isolation
method was the most conclusive. However, isolation and cultivation of cyanobacteria are difficult methods given their
slow growth and rapid contamination by certain microorganisms.
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Résumé

L’eutrophisation des cours d’eau du monde entier favorise le developpement des Cyanobactéries.
Certaines espéces sont potentiellement productrices de métabolites secondaires. Cependant si certains
métabolites sont des toxines pouvant étre dangereux pour ’homme, d’autres par contre peuvent étre d’un intérét
pour la biotechnologie et 1’industrie pharmaceutique.

L’objectif général de ce travail a été d’identifier les Cyanobactéries de la lagune Aghien et d’étudier leur
potentiel a produire des métabolites secondaires.

Des prélévements mensuels d’eaux ont été effectués de juin 2016 a mars 2018 dans la lagune Aghien
preés d’Abidjan en Céte d’Ivoire. Des analyses physico-chimiques ont permis de déterminer la qualité des eaux
de la lagune, puis des observations microscopiques et des ensemencements sur le milieu BG11 modifié (solide et
liquide) ont permis respectivement de reconnaitre et d’isoler les différents genres de Cyanobactéries contenus
dans ces prélévements. Enfin la PCR conventionnelle a permis de détecter les génes qui codent pour la synthése
des microcystines, cyanopeptolines, microviridines et acruginosines.

Le suivi des paramétres physico-chimiques de la lagune Aghien a permis de mettre en évidence une
évolution relativement importante de la conductivité et des sels nutritifs (phosphore et phosphate). Les teneurs en
chlorophylle varient de 28,26 pg/L a 95,05 pg/L avec des valeurs maximales obtenues pendant les saisons
séches. Les genres Microcystis et chroococcus ont été les plus représentés dans les échantillons collectés (100%).
Ils sont suivis des genres Aphanocapsa (95,45%), Planktothrix (90,90%), Anabeana et Limnotrix (86,36%). Les
genres Pseudanabaena et Aphanothece ont été les moins mis en évidence (59,09%). Un total de 1682
Cyanobactéries ont été isolées et purifiées par des repiquages successifs sur la gélose BG11, 563 (33,47%) ont
été obtenues. Les 563 Cyanobactéries ont été transférées sur milieu BG11 liquide, 38 (6,74%) Cyanobactéries
ont eu une croissance positive sur ce milieu. Les génes de microcystines mcyA et mcyD ont été détectés
respectivement dans 93,75% et 62,5% des échantillons. Les autres métabolites secondaires : aeruginosines
(aerD), cyanopeptolines (mcnC) et microviridines (mdnB) ont été obtenues respectivement dans 87,5%, 50% et
18,75% des échantillons.

En plus des geénes de synthése des microcystines, les Cyanobactéries de la lagune Aghien posséderaient
d’autres génes de métabolites secondaires.

Mots clés : Aghien, Cyanobactéries, isolement, génes de synthése, métabolites secondaires.

Abstract

The eutrophication of the world's rivers promotes the development of Cyanobacteria. Some species are
potentially producing secondary metabolites. However, although some metabolites are toxins that may be
dangerous for humans, others may be of interest to biotechnology and the pharmaceutical industry.

The objective of this work was to identify Cyanobacteria of the Aghien lagoon and study their potential to
produce secondary metabolites

Monthly water withdrawals were carried out from June 2016 to March 2018 in the Aghien lagoon near
Abidjan in Céte d’Ivoire. Physico-chemical analyzes made it possible to determine the quality of the waters of
the lagoon, then microscopic observations and inoculeting on the BG11 medium (solid and liquid) allowed
respectively to recognize and isolate the different species of Cyanobacteria contained in these samples. Finally
the conventional PCR allowed detecting the genes which code for the synthesis of microcystins, cyanopeptolins,
microviridins and aeruginosins.

The monitoring of physico-chemical parameters of the Aghien lagoon revealed a relatively important
evolution of the conductivity and nutrient salts (phosphorus and phosphate). Chlorophyll (a) contents range from
28.26 pg/L to 95.05 pg/L with maximum values during dry seasons. The genera Microcystis and Chroococcus
were the most represented in the collected samples (100%). They are followed by Aphanocapsa (95.45%),
Planktothrix (90.90%), Anabeana and Limnotrix (86.36%). The genera Pseudanabaena and Aphanothece were
the least highlighted (59.09%). A total of 1682 Cyanobacteria were isolated and purified by successive
subcultures on BG11 agar, 563 (33.47%) were obtained. The 563 Cyanobacteria were transferred to liquid
modified BG11 medium, 38 (6.74%) Cyanobacteria had positive growth on this medium. The mcyA and mcyD
microcystin genes were detected in 93.75% and 62.5% of the samples, respectively. Other secondary metabolites
: aeruginosins (aerD), cyanopeptolines (mcnC) and microviridines (mdnB) were obtained in 87.5%, 50% and
18.75% of the samples, respectively.

In addition to the microcystin synthesis genes, the Cyanobacteria of the Aghien lagoon have other
secondary metabolite genes.

Keywords : Aghien, Cyanobacteria, isolation, synthesis genes, secondary metabolites.
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