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Résumé

Ce travail vise a étudier l’influence des parameétres environnementaux sur la dominance
des cyanobactéries Nostoclaes dans les eaux du lac Oubeira a travers 1’analyse des
parametres physico-chimiques, 1’identification et le dénombrement des cyanobactéries, le
dosage de la cylindrospermopsine (CYN) et de la microcystine (MC) dans 1’eau et deux
organismes  aquatiques, ainsi que 1’¢tude morphologique de  Cylindrospermopsis.

Des prélevements mensuels ont été réalisés entre octobre 2021 et septembre 2022 sur six stations. Les
résultats montrent que Cylindrospermopsis domine largement les cyanobactéries collectées (76 %),
suivie par Aphanizomenon (13,95 %), Microcystis (7 %) et Geitlerinema (2,05 %). En hiver,
Aphanizomenon représente plus de 90 % des cyanobactéries, tandis qu’en été et en automne,
Cylindrospermopsis domine largement (98 % et 93 % respectivement). L’analyse en composantes
principales (ACP) montre que Cylindrospermopsis est positivement corrélée a la turbidité, la
température de ’eau, la conductivité, le pH et les nitrates, tandis qu’Aphanizomenon est associée a
NH4+. L’analyse en composantes principales révele que ’Axe 1 est positivement corrélé avec la
turbidité, la température de 1’eau, la conductivité, le pH, les nitrates, la chlorophylle a et
Cylindrospermopsis. 11 est négativement corrélé avec 1’oxygene dissous, la transparence, NO2- et les
PO4-. Aphanizomenon est projeté sur le pole négatif, montrant une corrélation positive avec NH4+ et
une corrélation négative avec Geitlerinema.

Les observations morphologiques de Cylindrospermopsis révélent quatre morphotypes, la majorité des
filaments étant dépourvus d’hétérocystes et d’akinétes (>90 %). Les filaments sans hétérocystes et
avec uniquement des hétérocystes sont positivement corrélés aux NO3-, cond, Turb, pH et T° atm et
de I’eau, mais négativement a: trans et a 1’oxygene dissous. En revanche, les filaments avec
hétérocystes et akinetes sont liés aux précipitations (p < 0,001) et PO4-, tandis que ceux avec
uniquement des akinétes montrent des corrélations négatives avec la température de 1’eau et la
transparence.

Le dosage et I’analyse des cyanotoxines a révélé la présence de cylindrospermopsine (CYN)
extracellulaire et de microcystine (MC) intracellulaire (CYN : 339 ng/L ; MC : 281 ng/L).
L’accumulation des cyanotoxines montre que Sinanodonta woodiana accumule principalement les
microcystines (160 ng/g), tandis que les concentrations de CYN restent faibles (6,17 ng/g). Chez
Cyprinus carpio, les microcystines se concentrent surtout dans 1’hépatopancréas (848 ng/g), deux fois
plus que dans les intestins (460 ng/g), soulignant le role clé du foie dans la biotransformation des
toxines.

Ces résultats mettent en évidence I’impact des facteurs environnementaux sur la dynamique des
Nostocales et plus particulierement Cylindrospermopsis et la production de cyanotoxines, offrant ainsi
des informations cruciales pour mieux comprendre les risques écologiques et sanitaires liés aux
proliférations cyanobactériennes dans le lac Oubeira.

Mots-clés : Nostocales, Cylindrospermopsis, cyanotoxines, eutrophisation, paramétres physico-
chimiques, morphologie.



Abstract

This study aims to investigate the influence of environmental parameters on the dominance of
Nostoclaes cyanobacteria in the waters of Oubeira lake through the analysis of physicochemical
parameters, identification and enumeration of cyanobacteria, quantification of cylindrospermopsin
(CYN) and microcystin (MC) in water and two aquatic organisms, as well as the morphological study
of Cylindrospermopsis.

Monthly water sampling was conducted between October 2021 and September 2022 at six stations.
The results show that Cylindrospermopsis largely dominates the collected cyanobacteria (76%),
followed by Aphanizomenon (13.95%), Microcystis (7%), and Geitlerinema (2.05%). During winter,
Aphanizomenon represents more than 90% of the cyanobacterial community, while
Cylindrospermopsis, Microcystis, and Geitlerinema share the remaining 10%. In summer and autumn,
Cylindrospermopsis dominates with 98% and 93%, respectively. Principal component analysis (PCA)
shows that Cylindrospermopsis is positively correlated with turbidity, water temperature, conductivity,
pH, and nitrates, while Aphanizomenon is associated with ammonium. Principal Component Analysis
(PCA) shows that Cylindrospermopsis is positively correlated with turbidity, water temperature,
conductivity, pH, and nitrates, while Aphanizomenon is associated with NH4+. The PCA reveals that
Axis 1 is positively correlated with turbidity, water temperature, conductivity, pH, nitrates, chlorophyll
a, and Cylindrospermopsis. It is negatively correlated with dissolved oxygen, transparency, NO2-, and
PO4-. Aphanizomenon is projected onto the negative pole, showing a positive correlation with NH4+
and a negative correlation with Geitlerinema.

The analysis of cyanotoxins revealed the presence of extracellular cylindrospermopsin (CYN) and
intracellular microcystin (MC) (CYN: 339 ng/L; MC: 281 ng/L). Cyanotoxin accumulation shows that
Sinanodonta woodiana primarily accumulates microcystins (160 ng/g), while CYN concentrations
remain low (6.17 ng/g). In Cyprinus carpio, microcystins are mainly concentrated in the
hepatopancreas (848 ng/g), twice as much as in the intestines (460 ng/g), highlighting the key role of
the liver in toxin biotransformation.

Morphological observations of Cylindrospermopsis revealed four morphotypes, with most filaments
lacking heterocysts and akinetes (>90%). filaments without heterocytes or akinetes, and those with
only heterocytes, positively correlated with nitrates, conductivity, turbidity, atmopspheric temperature,
water temperature, and pH, but negatively with transparency and dissolved oxygen. Conversely,
filaments with heterocytes and akinetes were positively correlated with precipitation (Preci) (p<0.001),
showing a positive correlation with phosphates while filaments with only akinetes displayed negative
correlations with WT and Trans

These results highlight the impact of environmental factors on the dynamics of Nostocales, particularly
Cylindrospermopsis, and the production of cyanotoxins, thus providing crucial information to better
understand the ecological and health risks associated with cyanobacterial blooms in Lake Oubeira.

Keywords: Nostocales Cylindrospermopsis, cyanotoxins, eutrophication, physico-chemical
parameters, morphology.
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I. Introduction générale

Dans les systémes écologiques, qu'ils soient naturels ou artificiels, les écosystémes aquatiques sont
souvent considérés comme les plus vastes et les plus stables, jouant un role crucial dans 1'équilibre des
cycles biogéochimiques et la biodiversité (ONU, 2000). Ils comprennent les milieux marins, estuariens,
fluviaux et lacustres, et sont d’une importance capitale pour le maintien de la biodiversité, la régulation
des cycles biogéochimiques et la fourniture de services écosystémiques. Au sein de ces écosysteémes
aquatiques, 1'eau représente la ressource la plus précieuse. Elle est essentielle et vitale, non seulement
pour 'humanité, mais aussi pour I'ensemble du monde vivant (CE, 2011). Ses deux formes, 1'eau de
surface (riviéres, lacs, eaux cotiéres et marines) et l'eau souterraine, constituent des ressources
inestimables qu'il est impératif de préserver (Jeng, 2007).

L’eutrophisation figure parmi les phénoménes les plus préoccupants affectant les écosystémes
aquatiques. Contrairement aux eaux souterraines, les eaux de surface sont particulierement vulnérables
a ce processus croissant (Miller et al., 2017 ; Huisman et al., 2018). Ce phénomene résulte principalement
d’un enrichissement excessif en nutriments, notamment en azote et en phosphore, provoqué par les
activités humaines telles que 1’agriculture (fertilisation, ruissellement des sols), les rejets urbains (eaux
usées) et les activités industrielles (Smith et al., 1999 ; Carpenter et al., 1998). Il se manifeste par des
efflorescences de micro-organismes photosynthétiques, principalement des algues et des cyanobactéries,
dont I’ampleur et la fréquence sont en constante augmentation (Preece et al., 2017). Ces micro-
organismes photosynthétiques, et en particulier les cyanobactéries, suscitent une vive préoccupation en
raison des nuisances écologiques et sanitaires qu’ils engendrent (Sabart, 2009 ; Svircev et al., 2017). Ces
eubactéries, dont la répartition géographique et écologique est trés étendue (Paerl, 2018), proliférent
particulierement dans les milieux aquatiques calmes, tels que les barrages, ou la stabilité de la colonne
d’eau favorise leur développement (Bartram et al., 1999).

La prolifération de ces cyanobactéries induit des perturbations de 1’écosystéme aquatique en
déséquilibrant la composition et la structure des communautés phytoplanctoniques, réduisant
généralement la diversité de ces communautés (Steinberg & Gruhl, 1992 ; Steinberg & Hartmann, 1998).

Les efflorescences de cyanobactéries reflétent 1’augmentation du phénomene d’eutrophisation dans
plusieurs lacs et réservoirs a travers le monde (Paerl et al., 2001 ; Heisler et al., 2008). Ces efflorescences
sont le plus souvent monospécifiques, ou constituées de seulement quelques especes de cyanobactéries
(Sarazin et al., 2002 ; Sabart, 2009). La plupart des cyanobactéries posseédent une remarquable capacité
d’adaptation a des conditions environnementales extrémes. Ainsi, certaines espeéces du genre
Synechococcus toleérent des températures supérieures a 70 °C, tandis que des picocyanobactéries résistent
a des pH aussi bas que 4, et Prochlorococcus peut s’activer sur une plage d’éclairement allant de moins
de 1 a environ 2000 pmol photons-m=-s™! (Manganelli et al., 2016). Cette flexibilité physiologique,
conjuguée a une prolifération rapide, peut entrainer des épisodes d’anoxie : directement, par une
consommation intense d’oxygeéne durant la nuit, ou indirectement, lors de la sénescence des cellules, via
la dégradation bactérienne de la matiére organique détritique (Paerl, 2001). Ces épisodes anoxiques sont
souvent a I’origine de mortalités importantes parmi les organismes aquatiques, en particulier les poissons
(Franko, 2009).



Outre les conséquences sur les écosystemes aquatiques et leur fonctionnement, I’'impact de la
prolifération des cyanobactéries sur la qualité, la productivité et les usages des écosystemes aquatiques
est souvent trés significatif. Les efflorescences de cyanobactéries peuvent engendrer des nuisances
esthétiques, olfactives et gustatives (gotts et odeurs de l'eau désagréables) ; ces blooms peuvent aussi
colmater les filtres des filiéres de traitement de I’eau. Ces problémes peuvent limiter séveérement les
activités de loisirs (activités nautiques, baignades), la péche, et I'utilisation de 1'eau pour l'alimentation
en eau potable (Franko, 2009).

La présence des especes de cyanobactéries toxiques dans les eaux destinées a I’alimentation, I’irrigation
et aux activités récréatives pose de graves problémes pour la santé humaine et I’agriculture, puisqu’elles
produisent des substances toxiques (cyanotoxines) qui sont potentiellement hépatotoxiques,
neurotoxiques et/ou dermotoxiques (Funari & Testai, 2008 ; Testai et al., 2016 ; Paerl, 2018).

Les cyanotoxines sont des métabolites secondaires des cyanobactéries toxiques ; elles recouvrent une
grande variété de structures chimiques (peptides cycliques, alcaloides et lipopolysaccharides) et de
propriétés toxiques (neurotoxines, hépatotoxines, dermatotoxines, cytotoxines) (Wiegand &
Pflugmacher, 2005 ; Leflaive & Ten-Hage, 2007). Ces toxines sont intracellulaires et synthétisées par
les populations de cyanobactéries en croissance, puis libérées dans le milieu a 1’occasion de leur
sénescence. Les effets des cyanotoxines sur la santé sont principalement observés suite a I’ingestion des
eaux contaminées par les cyanobactéries et/ou leurs toxines ; 1’eau de boisson peut étre contaminée
durant le traitement des eaux qui entraine parfois la libération de la toxine). Les cyanotoxines peuvent
pénétrer dans 1’organisme par ingestion d’aliments tels que les coquillages et les poissons provenant de
sites contaminés ou bien par ingestion des 1égumes arrosés avec de 1’eau contaminée. L’homme peut
étre contaminé lors de baignades, par ingestion d’eau (voie orale) ou par inhalation d’aérosol lors du ski
nautique (voie nasale) (De-Haro, 2008). La contamination de ’homme peut avoir lieu dans des
circonstances plus exceptionnelles comme au Brésil, ou 76 personnes ont trouvé la mort suite a une
dialyse effectuée avec de I’eau contaminée (Duy et al., 2000 ; Dietrich & Hoeger, 2005).

La toxicité de ces substances dépend étroitement de leur concentration dans les plans d’eau (Codd et al.,
2014). Parmi les cyanotoxines, les hépatotoxines notamment les microcystines (MC) et la
cylindrospermopsine (CYN) sont les plus répandues et dangereuses, s’accumulant dans divers
organismes aquatiques (zooplanctons, décapodes, mollusques, poissons, reptiles, oiseaux) et provoquant
mortalités, malformations morphologiques, altérations physiologiques et comportementales (Ferrao-
Filho et al., 2012).

Les hépatotoxines sont produites dans 40 a 75 % des blooms ; les plus communes étant les microcystines
(MCs) (Zurawell et al., 2005). Les microcystines (MCs) ont été nommées d'apres Microcystis, le premier
genre de cyanobactéries associé a leur biosynthése. Les microcystines sont des peptides cycliques de
sept acides aminés, cinq acides aminés non protéiques et deux acides aminés protéiques variables dont
les combinaisons multiples font la différence entre plus de 90 variantes de la toxine (Sivonen et Jones,
1999). Les MCs les plus fréquentes ont une masse moléculaire qui se situe entre 900 et 1100 Da (Van
Apeldoorn et al., 2007). Les microcystines, reconnues pour leur stabilité exceptionnelle (Jones et Orr,
1994 ; Tsuji et al., 1994), représentent le groupe de toxines le mieux documenté (Vilar et al., 2022 ; De
Figueiredo et al., 2004). Elles résistent aux traitements classiques de 1I’eau (Rositano et Nicholson, 1994)
et se trouvent principalement confinées dans les cellules viables, leur concentration étant étroitement
liée a I’abondance des especes productrices. Libérées lors de la sénescence ou de la lyse cellulaire —



induites par des cyanophages, des conditions de croissance défavorables ou des traitements algicides—
ces MCs contrastent avec la cylindrospermopsine, laquelle peut étre présente a la fois liée aux cellules
et dissoute dans 1’eau, la forme extracellulaire étant prédominante (Chiswell et al., 1999 ; WHO, 2020 ;
Everson et al., 2009). Dans les plans d’eau, la CYN se répartit sur toute la colonne d’eau, avec des
concentrations maximales généralement observées dans I’hypolimnion.

Les MCs, une fois absorbées par 'organisme, sont rapidement concentrées dans le foie (Fischer et
al., 2000) et se lient a la protéine phosphatase (Gupta et al., 2003). Les MCs sont de puissants inhibiteurs
des protéines phosphatases 1 et 2A (PP1 et PP2) de la synthése des acides aminés sérine et thréonine
(Sivonen and Jones, 1999). Parmi les acides aminés que comportent les microcystines, 1'acide aminé
inhabituel Adda est souvent associé a la toxicité de la molécule; cette chaine Adda se fixe aux protéines
phosphatases 1 et 2A de la synthése des acides aminés sérine et thréonine et les inhibent; Selon la dose
et le poids corporel, l'inhibition de la protéine phosphatase peut conduire successivement a
I'accumulation de protéines phosphorylées dans le foie, a la nécrose cellulaire, a une hémorragie massive
et a la mort (Kuiper-Goodman et al., 1999). Toutes les variantes structurales des MCs n’ont pas le méme
niveau de toxicité. Hotto et al, (2007) rapportent que la DLso, 24h intrapéritonéale (ip) chez des souris,
peut varier de 25 a plus de 1200 ng/kg poids corporel ; Cette valeur peut différer en fonction de la
variante de MCs mais MC-LR est généralement utilisée comme référence. Kuiper-Goodman et al.,
(1999) rapportent que la dose 1étale 50 (DL50) de MC-LR, aprés injection intrapéritonéale (i.p.) chez la
souris, varie de 25 a 150 pg/kg (Kuiper-Goodman et al., 1999).

L’exposition aux cyanotoxines, telles que les microcystines et la cylindrospermopsine, a été liée a des
¢épisodes de mortalité aigué chez les animaux aquatiques, terrestres et méme chez I’humain (Azevedo et
al., 2002 ; Malbrouck et Kestemont, 2006). Bien que certains organismes aquatiques puissent tolérer la
présence de ces toxines, ils agissent souvent comme des réservoirs, concentrant ces substances dans leurs
tissus et facilitant leur transmission trophique (Berry et Lind, 2010). Des études ont ainsi démontré que,
dans les écosystemes d’eau douce, les bivalves et les poissons accumulent ces cyanotoxines par ingestion
directe du phytoplancton contaming, par absorption a travers les branchies ou la peau, ou via le transfert
trophique (Ibelings et Chorus, 2007).

Si de nombreuses recherches ont rapporté les effets des microcystines sur divers organismes aquatiques
(Paskerova et al., 2012), les informations concernant la cylindrospermopsine restent encore limitées.

Enfin, I’eutrophisation, exacerbée par les changements climatiques, conduit également a une réduction
de la diversité phytoplanctonique, phénoméne préoccupant dans les habitats d’eau douce soumis a
d’importantes pressions anthropiques — notamment les changements d’utilisation des terres et
I’introduction d’espéces non indigenes envahissantes (Havel et al., 2015 ; Ricciardi & Rasmussen, 1999;
Leidenberger et al., 2015 ; Mehnert et al., 2010). Ces espéces, une fois introduites, réussissent souvent
a s’établir rapidement, modifiant ainsi la structure et le fonctionnement des écosystémes locaux. Parmi
ces especes émergentes, la cyanobactérie invasive Cylindrospermopsis raciborskii (également désignée
Raphidiopsis raciborskii) se distingue par sa compétitivité. Sa capacité a fixer 1’azote atmosphérique via
des hétérocystes, a produire des akinétes résistantes aux conditions défavorables et a synthétiser des
cyanotoxines tout cela favorise son installation dans de nouveaux habitats (Burford et al., 2016 ;
Moisander et al., 2002 ; Rzymski et al., 2014 ; Soares et al., 2013). Originaire des régions tropicales, C.



raciborskii s’est progressivement étendue vers les zones tempérées et a été signalée dans divers
environnements — des réservoirs oligotrophes aux lacs hypereutrophes, ainsi que dans de nombreuses
riviéres a travers le monde (Wilk-Wozniak et al., 2016).

Dans I’Est Algérien, les travaux sur I’inventaire et 1’écologie des cyanobactéries ont débuté vers les
années 90 et ont permis de révéler la présence d’un grand nombre de genres de cyanobactéries auxquels
sont rattachées des especes reconnues potentiellement toxiques (Amrani et al., 2014 ; Bouaicha & Nasri,
2004 ; Charifi, 2022 ; Djabourabi et al., 2014 ; El Haouati et al. 2013 ; Guellati et al, 2018 ; Nasri et al.,
2008, 2007, 2004 ; Saoudi et al., 2015 et 2017 ; Soumati et al., 2005 ; Touati, 2019).

Les études réalisées dans le lac Oubeira (Arif, 2022) mettent en évidence l'omniprésence du genre
Microcystis, dominé principalement par l'espece Microcystis aeruginosa représentant ainsi 44.14% de
I’abondance relative globale ; Ses proportions saisonnicres varient selon I’ordre croissant suivant : 40%
(automne), été (44%), hiver (44%), Printemps (52%). Ailleurs en Algérie, dans les eaux de surface de
Mexa, Charifi (2022) observe une prédominance de Microcystis en hiver, ou il constitue 63 % de la
densité totale. Le reste de 1'année, sa densité diminue, atteignant environ 20 % en automne, 15 % au
printemps, et moins de 3 % en été. Toujours a Mexa, lors de la campagne de 2010, Saoudi (2015)
rapporte 1'absence de Microcystis au printemps et sa forte abondance en hiver (janvier) et en automne
(octobre), avec des densités dépassant 10 millions de cellules/mL ; toutefois, Lors de la campagne de
2011, Microcystis est absent de toutes les stations durant juillet et aolit, mais en octobre, sa biomasse
dépasse a nouveau 10 millions de cellules/mL selon les stations. Dans la retenue du barrage Zit Emba,
plus de 92 % de la densité totale de Microcystis est observée en été et en automne, représentant
respectivement 45,34 % et 47,52 % de la densité globale, tandis qu'en hiver et au printemps, elle est
nettement inférieure, avec seulement 4,29 % en hiver et 2,25 % au printemps (Touati, 2019).

La prédominance de Microcystis a également été observée dans les retenues de barrages de I’Est algérien
utilisées pour l'approvisionnement en eau potable (Guellati et al., 2017 ; Nasri et al., 2007 ; Saoudi et
al., 2015) ainsi qu'a I'échelle du Maghreb (El Herry et al., 2008 ; Oudra et al., 2002). Cette espéce est
responsable de la formation d'efflorescences en Algérie (Nasri et al., 2007 et 2008 ; Ouartsi et al., 2011
; Djabourabi et al., 2014 ; Amrani et al., 2014), en Tunisie (El Herry et al., 2008) et au Maroc (Oudra et
al., 2002). Selon Harke et al. (2016). Le genre Microcystis. est distribué a 1'échelle mondiale (Harke et
al., 2016) et se développe principalement dans les écosystémes aquatiques eutrophes et hypereutrophes
durant la saison estivale (Mariani et al., 2015 ; Van Wichelen et al., 2016). D'aprés Wu et al. (2010) et
Soares et al. (2012), les proliférations de Microcystis sont courantes dans les milieux abritant des
cyanobactéries fixatrices d'azote, notamment celles des genres Aphanizomenon, Dolichospermum et
Cylindrospermopsis.

Dans le lac Oubeira, I’espece Cylindrospermopsis racoborskii a été identifiée pour la premiére fois en
2004 (Bouaicha & Nasri, 2004) ; par la suite, cette espéce a été signalée dans les eaux du lac Oubeira,
aussi bien en 2007 par Djabourabi (2014) qu’en 2009 par Boussadia (2015) ; Durant la campagne de
2009, Cylindrospermopsis, bien que rencontré dans 5 sur les 6 stations échantillonnées, était considéré
comme accessoire. Durant cette campagne, 1’espéce Cylindrospermopsis raciborskii est rencontrée en
période estivale et automnale a des densités comprises entre 220 et plus de 700 000 cell/ml. Durant la
campagne de 2015, le genre Cylindrospermopsis est considéré comme accessoire et en termes



d’abondance, il représente plus de 3.5% de I’abondance globale ; Il n’est présent que durant 5 mois de
I’année (Arif, 2022).

En ce qui concerne les cyanotoxines, il est rapporté, dans les eaux de 1’Oubeira, la présence de la
microcystine LR a des concentrations comprises entre 0,1 et 0,36 ug d’équivalent par litre
d’eau (Bouaicha et Nasri, 2004); ce qui représente, selon Falconer (1998), un risque lors d’exposition
chronique. Dans le barrage Mexa, ’utilisation du test ELISA pour le dosage de microcystines
intracellulaires de cyanobactéries a montré que les teneurs n’excédaient pas 0,77 pg/l en période de
blooms (Saoudi, 2007 ; Ouartsi et al., 2011). C’est dans le réservoir de Ain Zada, que Saoudi et al (2016)
montraient pour la premiére fois la présence de microcystine LR aussi bien dans les eaux brutes que dans
les eaux traitées ; ces auteurs notaient, en date du 13 juin 2013, des concentrations en MC LR de I’ordre
de 6.3 MC-LR equivalent dans 1’eau traitée. Dans les eaux brutes du réservoir de Zit Emba, Touati
(2018) note la présence, a longueur d’année, de la microcystine a des concentrations comprises dans
I’intervalle (0,04-5,74 ug/L) ; dans les eaux de surface de ce barrage, cet auteur note que c’est en période
estivale et automnale que les concentrations de plus de 1 ug MC-LR equivalent /L sont enregistrées.
Partout dans le monde, le déficit en eau par rapport aux besoins de la population ne cesse d’augmenter ;
Par ailleurs, cette situation risque de s’aggraver au cours des prochaines années du fait de I’impact des
changements climatiques tel que signalé par de nombreux auteurs (Heisler et al, 2008; Reichwaldt et
Ghadouani, 2012). Selon O'Neil et al., (2012), ’occurrence et I’intensité des efflorescences de
cyanobactéries sont susceptibles d’étre favorisées par le réchauffement climatique global.
Pour la surveillance des écosystémes aquatiques, les méthodologies de surveillance qui ont été
développées comprennent toujours un volet d'observation des microalgues sur les sites, les interactions
de ces microalgues avec les parametres environnementaux ainsi que la recherche d'un potentiel toxique
et/ou une reconnaissance des toxines via des tests de toxicité ou par voie chimique, biochimique ou
immunologique (Franko, 2009).
Ces travaux sont une continuité des études antérieures portant sur les Cyanobactéries et leur dynamique
spatio temporelle dans le lac Oubeira dont les eaux sont destinées a I’irrigation et I’exploitation aquacole
(collecte de carpes, de barbeaux et d’anguilles)
Le choix de cette thématique repose principalement sur le fait que la connaissance des especes de
cyanobactéries présentes dans les eaux de ces deux réservoirs et leur dynamique spatio-temporelle
permettra de mieux évaluer les périodes a risques pour les usagers et de mettre en place un programme
de suivi adéquat.
Dans ce contexte, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

= La caractérisation de la qualité physico chimique des eaux d’un lac d’eau douce (le lac Oubeira)
en mesurant la température, I’oxygene dissous, le pH, la conductivité, la transparence, la turbidité et les
sels nutritifs (nitrate, nitrite, ammonium et phosphore) ;

= L’inventaire des cyanobactéries présentes dans ce plan d’eau et 1’étude de leur dynamique
spatiale et temporelle ;

= Le dosage, par I’application du test ELISA, de la microcystine LR et la cylindrospermopsine au

niveau de I’habitat (eau) et de la biocénose (un mollusque bivalve ‘’anodonte’’et un poisson
“’carpe’’)

= [’étude de I’'influence des paramétres environnementaux mesurés (biotiques et abiotiques) sur le
développement et la croissance des cyanobactéries recensées, par 1’application d’analyses statistique
appropriées en utilisant le logiciel "R".



= L’étude et description de la morphologie de la cynobactérie Cylindrospermopsis raciborskii ainsi
que les parametres qui influencent sa croissance

Organisation de la theése :

Cette thése s’articule autour de 4 grandes parties :

Partie I - Synthése bibliographique : dans cette partie sera présenté 1’état des connaissances, dans lequel,
nous rappelons les caractéristiques morphologiques et éco-physiologiques des cyanobactéries, les
avancées de la recherche, en termes, d’adaptation de ces microorganismes et surtout leur impact socio-
¢conomique et écologique afin d’apporter des éléments permettant de mieux comprendre 1’occurrence
des cyanobactéries et les mesures recommandées.

Partie II- Matériel et méthodes : cette partie comporte une présentation des caractéristiques
géomorphologique, pédologiques, hydrauliques et climatologique de la zone d’étude ; elle comprend le
matériel ainsi que les différentes méthodes et techniques utilisées pour 1’identification des
cyanobactéries, leur dénombrement, I’étude des parametres abiotiques, le dosage de microcystines ainsi
que les méthodes statistiques réalisées pour I’explication des résultats obtenus.

Partie III - Résultats : Cette partie traitera a) de la caractérisation physique et chimique de ce plan
d’eau ; b) de I’inventaire des cyanobactéries et leur dynamique spatiale et temporelle ; c) de I’installation
des nostocales dans les eaux de 1’Oubeira ; d) ainsi que [’analyse des biomasses des différents
morphotypes de 1’espéce Cylindrospermopsis raciborskii ; e) le dosage des -cyanotoxines
(Cylindrospermopsine et Microcystine-LR) dans deux organismes aquatiques du lac Oubeira (I’anodonte
et la carpe). Une attention particuliere sera portée a leur accumulation dans différents tissus, et des tests
statistiques appropriés seront appliqués pour en analyser les résultats.

Partie IV- discussion de I’ensemble des résultats obtenus ; Nous terminerons le document par une
conclusion générale avec recommandation et perspectives et bien sir les références bibliographiques et
des annexes.



Etat des connaissances
1. Généralités sur les cyanobactéries :

Les cyanobactéries, ou algues bleues, sont des micro-organismes aquatiques procaryotes capables de
réaliser une photosynthése, produisant de 'oxygene en utilisant 1'eau comme donneur d'électrons. Elles
constituent le groupe phytoplanctonique dominant dans les masses d'eau douce eutrophes a 1'échelle
mondiale et sont présentes sur terre depuis environ 3 milliards d'années (Paerl et Paul, 2012). Grace a
cette longue histoire évolutive, elles ont colonisé une vaste diversité d'écosystémes, des régions
€quatoriales jusqu'aux poles.

A 1'état naturel, les cyanobactéries se trouvent en faibles concentrations (moins de 20 000 cellules/mL)
dans les milieux aquatiques, sans impacts notables. Cependant, lorsque les conditions
environnementales deviennent favorables, certaines espeéces peuvent proliférer rapidement et former
des efflorescences massives (Marmen et al., 2016). Autrefois classées parmi les végétaux en raison de
leur capacité a effectuer la photosynthese, elles ont ensuite été reclassées comme procaryotes a la suite
d'analyses détaillées de leur structure cellulaire, révélant notamment leur coloration Gram négatif et
l'absence d'organites intracellulaires tels que les mitochondries et le réticulum endoplasmique.

Elles sont responsables du maintien de la stabilité structurelle et de la fertilit¢ de nombreux milieux
aquatiques et terrestres. Elles ont également été recensées dans de nombreuses associations
symbiotiques réalisées avec des plantes, des algues, des protistes ainsi que des animaux (Whitton et
Potts, 2000) et leurs utilisations dans divers domaines, tels que la pharmaceutique, la cosmétique, les
bioénergies, et I’agroalimentaire, sont en cours de réflexion et/ou d’optimisation (Singh et al., 2005).
Cependant, dans les écosystémes aquatiques, les efflorescences de cyanobactéries toxiques perturbent
fortement le fonctionnement biologique et les usages associés (eau potable, loisirs, péche). Ces
phénomenes, en hausse depuis plusieurs décennies, sont principalement liés a 1’eutrophisation
anthropique et au réchauffement climatique (O’Neil et al., 2012).

2. Taxonomie

Autrefois désignées sous les noms d'algues bleues, cyanophycées ou cyanophytes, les cyanobactéries
appartiennent au régne des bactéries dans I'arbre phylogénétique du vivant (Bernard, 2014). Ce groupe
d'organismes, phylogénétiquement ancien, colonise une grande variété d'écosystemes (Whitton, 2012).
Leur classification demeure complexe, et leur systetme taxonomique a été profondément révise,
notamment grace aux avancées de la microscopie électronique et aux méthodes moléculaires et
génétiques (Komarek et al., 2014).

Basées sur la classification de Komarek et Anagnostidis, (1989) et révisées par Komarek et al. (2014),
les Cyanobactéries peuvent €tre divisées en huit ordres : Chroococcales, Chroococcidiopsidales,
Gloeobacterales, Oscillatoriales, Nostocales, Pleurocapsales, Spirulinales et Synechococcales qui
regroupent plus de 2000 especes. (Tab.1).



Tableau 1 : Description des ordres des cyanobactéries et leurs principaux genres

Ordres
Chroococcales

Chroococcidiopsidales

Gloeobacterales

Oscillatoriales

Nostocales

Spirulinales

Synechococcales

Description bréve

a ¢été 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 individus de cet ordre vivent
généralement dans des environnements
extrémes (Bahl et al., 2011).

Les cyanobactéries de ce taxon
monophylétique sont les seules a ne pas
posséder de thylakoides (Komarek et al.,
2014).

regroupe des Cyanobactéries
filamenteuses, avec des trichomes étroits
et des arrangements de thylakoides
complexes, il comprend pres de 50 genres
(Strunecky et al., 2013).

regroupe généralement des
Cyanobactéries filamenteuses, sans vrai
embranchement, pouvant produire des
hétérocystes et des akinétes, selon les
conditions  environnementales  qui
prévalent. Le taxon compte plus de 100
genres et environ 270 espéces marines et
d’eau douce. (Komarek et al., 2013).

La « spiruline »  alimentaire,
principalement composée d’Arthrospire
platensis, est trés différente
phylogéniquement et cytologiquement
du genre Spirulina. Elle appartient plutot
au genre Arthrospira de [’ordre des
Oscillatoriales (Komarek et al., 2014).
est composé de  Cyanobactéries
unicellulaires, coloniales ou
filamenteuses qui sont marines ou d’eau
douce. Cet ordre comprend plus de 70
genres. (Komarek et al., 2014).

Principaux genres

Aphanothece, Chroococcus,
Gloeocapsa, Gloeothece,
Gomphosphaeria,

Microcystis, Radiocystis

Chroococcidiopsis
Gloeobacter

Arthrospira, Cyanothece,
Lyngbya, Microcoleus,
Oscillatoria,  Phormidium,
Planktothrix,  Plectonema,
Trichodesmium
Aphanizomenon,  Calothrix,
Cuspidothrix,
Cylindrospermopsis,
Dolichospermum
(anciennement nommeé
Anabaena), Fischerella,
Gloeotrichia, Nodularia,
Nostoc, Scytonema,
Stigonema, Rivularia
Spirulina, Halosprulina et
Glaucospira

Aphanocapsa,
Chamaesiphon, Coelomoron,
Coelosphaeriopsis,
Coelosphaerium,
Leptolyngbya,  Limnothrix,
Geitlerinema,
Thermosynechococcus,
Merismopedia,
Planktolyngbya, Prochloron,
Pseudanabaena,

Prochlorococcus, Romeria,



Siphonosphaera, Snowella,
Synechococcus, Wolskyella et
Woronichiana
Pleurocapsales est monophylétique, mais le séquengage Il comprend une vingtaine de
des différentes espéces qui le compose genres dont le plus connu est
est encore rudimentaire, car nombre Pleurocapsa (Whitton,
d’entre  elles sont  difficilement 2011).

transférables en culture pure (Komarek et
al., 2014).

3. Organisation structurelle

Les cyanobactéries, bien que dépourvues de noyau et d'organites comme les procaryotes, possedent
une paroi cellulaire de type Gram négatif. Elles partagent aussi des caractéristiques avec les cellules
végétales eucaryotes, notamment un systéme photosynthétique complexe comprenant deux
photosystémes activés par des pigments photosynthétiques (Sotton, 2012).

Les photosystemes des cyanobactéries sont alimentés en photons par la chlorophylle-a et divers
caroténoides présents dans la membrane des thylakoides. Les phycobiliprotéines, situées dans les
phycobilisomes en dehors des thylakoides, capturent une grande partie de I'énergie lumineuse
nécessaire a la photosynthése (Stanier & Cohen-Bazire, 1977).

Chez certaines especes filamenteuses, des structures spécialisées comme les akinctes et les
hétérocystes sont présentes. Les akinetes, cellules de dormance riches en ADN ainsi qu'en réserves
azotées et carbonées, se forment lorsque les conditions environnementales se dégradent, permettant la
sporulation une fois les conditions redevenues favorables (Lubzens et al., 2010).

Les hétérocystes, cellules a paroi épaisse, permettent aux cyanobactéries de fixer le diazote
atmosphérique (N:), leur conférant un avantage compétitif face aux autres espéces algales en cas de
carence en azote minéral (Carey et al., 2012). Certaines cyanobactéries possédent également des
vésicules a gaz, leur permettant de se déplacer verticalement pour atteindre les strates optimales a la
photosynthése au fil des cycles nycthéméraux et saisonniers (Carey et al., 2012).

4. Diversité morphologique et reproduction :

Les cyanobactéries se distinguent par une grande diversité de formes et de tailles. Elles se répartissent
en trois principaux types d'organisation morphologique : i) unicellulaire, ii) coloniale, et iii)
filamenteuse pluricellulaire. Les cyanobactéries unicellulaires adoptent des formes variées, notamment
sphériques, cylindriques ou ovoides. (Figl)

Les cyanobactéries présentent trois types de cellules distinctes :

o Les cellules végétatives : Peu différenciées, elles se caractérisent par une diversité de couleurs
due a la composition en pigments photosynthétiques et en substances hélioprotectrices. Elles
peuvent contenir des vésicules a gaz ou aérotopes, structures favorisant leur flottabilité et leur
déplacement dans la colonne d’eau (Komarek et al., 2003).



« Les hétérocystes : A paroi épaisse et contenu homogene, ils adoptent des formes sphériques,
cylindriques ou coniques. Leur position dans le trichome peut étre intercalaire, terminale (a une
ou deux extrémités), ou latérale. Généralement solitaires, ils peuvent apparaitre en paire ou,
plus rarement, en série. Ces cellules spécialisées, présentes uniquement chez certaines formes
filamenteuses et sous des conditions écologiques spécifiques, fixent I’azote moléculaire dissous
dans I’eau, le transformant en azote assimilable grace a une enzyme, la nitrogénase (Wolk,
1996).

« Les akinétes : A paroi épaisse, ces cellules jouent un role dans la survie des cyanobactéries en
conditions défavorables.

La multiplication cellulaire des formes unicellulaires se fait par fission binaire (Bernard, 2014). Les
organismes unicellulaires qui ne forment pas de colonies sont souvent des picocyanobactéries, de taille
inférieure a 2-3 um, comme Synechococcus. Ces formes unicellulaires peuvent aussi s’agréger dans
un mucilage, riche en exopolysaccharides, a la suite de divisions cellulaires multiples. Ces agrégats
donnent lieu a des colonies dont la forme, plus ou moins réguliére, varie selon les espéces (e.g.,
Chroococcales).(Bourrely, 1985).

Les formes filamenteuses, ou trichomes, résultent de divisions cellulaires sur un plan unique. Elles
peuvent étre unisériées (Oscillatoriales, Pseudanabaenales, Nostocales) ou plurisériées, comportant
une ou plusieurs rangées de cellules jointives. Certaines sont entourées d'une gaine de polysaccharides,
d'une couche de mucilage, ou présentent des ramifications, qu'elles soient vraies ou fausses
(Stigonematales). La dispersion des formes filamenteuses se fait généralement par fragmentation du
trichome au niveau de cellules dégénérescentes appelées nécridies. (Bourrely, 1985).
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Etat des connaissances

Figure 1 : Diversité morphologique des cyanobactéries. Unicellulaire : (a) cellules uniques de
Cyanothece, (b) : colonies régulieéres de Merismopedia punctata, (c) : colonies irréguli¢res de
Gloeothece. Filamenteuses, sans hétérocystes : (d) Spirulina sp. € Arthrospira sp, (f) Planktothrix sp,
(g) Hydrocoleum. Filamenteuses avec hétérocystes : (h) Aphanizomenon flos-aquae, (i) Scytonema
sp et (j) Stigonema s, cyanobactérie filamenteuse avec hétérocystes et trichomes branchés.

5. Habitat :

Les cyanobactéries sont présentes dans une grande diversité d'habitats, allant des milieux aquatiques
aux environnements désertiques. Elles sont les seuls organismes photosynthétiques capables de
survivre dans des eaux thermales a des températures dépassant 56 °C et dans des eaux de pH varié.
(Mezouari, 2017). Elles colonisent également les rochers, ou elles vivent en symbiose avec des
champignons (Brehm et al., 2003), notamment dans les lichens (Miura & Yokota, 2006). Certaines
sont endolithes, perforant les roches pour s'y abriter, ou endophytes, se développant dans les feuilles
de fougeres aquatiques. Dans les milieux aquatiques, elles peuvent étre planctoniques, flottant dans la
colonne d’eau, ou benthiques, fixées ou proches de divers substrats (roches, coraux, algues, animaux)
et parfois enfouies dans les sédiments (Mezouari, 2017).
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6. Role écologique :

Apparues il y a 2 a 3 milliards d’années (Awramik, 1992), les cyanobactéries sont les premiers
organismes a réaliser la photosynthése oxygénique (Des-Marais, 2000), contribuant a 1’oxygénation
de I’océan primitif et de I’atmosphere, ce qui a permis le développement de la vie aérobie (Dismukes
et al., 2001). Selon la théorie endosymbiotique (Martin & Kowallik, 1999), les chloroplastes des
eucaryotes descendraient d’un ancétre des cyanobactéries (Macfaden, 2001).

Ces organismes jouent encore aujourd’hui un réle majeur dans le cycle de 1’oxygene et la production
primaire, notamment dans le picoplancton et le nanoplancton des océans tempérés et tropicaux (Moran,
2007). Certains genres fixent également 1’azote atmosphérique, contribuant a des fonctions
¢cologiques et économiques importantes, comme Dolichospermum (anciennement Anabaena), qui vit
en symbiose avec Azolla, une fougere aquatique utilisée comme engrais dans les riziéres asiatiques
(Peters & Meeks, 1989).

Cependant, les cyanobactéries sont aussi associées a des problématiques environnementales et
sanitaires liées a leurs proliférations massives en milieu aquatique, appelées « fleurs d’eau », souvent
causées par I’eutrophisation des eaux.

7. Avantages compétitifs des cyanobactéries :

Les cyanobactéries possédent de nombreuses adaptations a 1’origine de leur supériorité compétitive
dans les milieux aquatiques d’eaux douces (Carey et al., 2012). La dominance des cyanobactéries et
l'exclusion compétitive des autres taxons phytoplanctoniques sont principalement observées dans les
milieux eutrophes a hypereutrophes (Xie et al., 2005). Toutefois, des proliférations significatives ont
¢galement été signalées dans des milieux en phase de ré-oligotrophisation (Jacquet et al., 2005).

7.1. Utilisation de la lumiére et adaptations aux conditions lumineuses

Les cyanobactéries disposent de pigments photosynthétiques variés (chlorophylle a, caroténoides,
phycobiliprotéines) leur permettant d'exploiter un large spectre lumineux, assurant une photosynthese
efficace méme a faible intensité lumineuse. Cela leur permet de coloniser des zones profondes sous
I’épilimnion ou des eaux turbides (Dokulil et Teubner, 2012). Elles ajustent également leur
composition pigmentaire, notamment le ratio phycocyanine/phycoérythrine, selon les conditions
lumineuses, un phénoméne appelé « adaptation chromatique complémentaire » (Grossman et al.,
2003). Par ailleurs, les cyanobactéries de surface protégent contre les UV grace a la synthése de
composés spécifiques, tels que des analogues de mycosporine, des gaines polysaccharidiques et des
caroténoides (Sommaruga et al., 2009).

7.2.Migration verticale

Les migrations verticales des cyanobactéries, essentielles a leur domination des habitats, dépendent de
leurs vésicules a gaz, du volume de ces vésicules, de la synthése ou dégradation des composés
photosynthétiques, et de la taille des colonies (Carey et al., 2012). Des espéces comme Planktothrix,
Anabaena et Microcystis utilisent ces vésicules pour se déplacer entre les eaux de surface lumineuses
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et les eaux profondes riches en nutriments. La flottabilité varie selon la lumiére : en forte luminosité,
I'accumulation d'hydrates de carbone réduit la flottabilité, tandis qu'en faible luminosité, leur
consommation et la formation de nouvelles vésicules l'augmentent (Walsby et al., 2006). La
disponibilité en azote et phosphore influence également cette flottabilité (Brookes et Ganf, 2001). Par
exemple, Planktothrix rubescens utilise ses vésicules pour coloniser le métalimnion riche en
nutriments, évitant ainsi les conditions stressantes de 1’épilimnion (Jacquet et al., 2005).

7.3. Utilisation des nutriments

Les cyanobactéries posseédent diverses inclusions cellulaires qui leur permettent de s’adapter aux
faibles concentrations en nutriments. Elles stockent le phosphore sous forme de granules de
polyphosphates et 1’azote sous forme de cyanophycine (Allen, 1984). De plus, certaines especes
filamenteuses, grace a leurs hétérocystes, fixent le diazote atmosphérique et le convertissent en azote
minéral assimilable via ’action de la nitrogénase.

8. Facteurs favorisant la croissance des cyanobactéries

Le succes écologique et la dominance des cyanobactéries en milieux aquatiques sont principalement
liés a des facteurs physicochimiques, a la stabilit¢ de la colonne d’eau et a des conditions
météorologiques favorables (Levi, 2006). Si des proliférations de cyanobactéries benthiques ont été
signalées dans des lacs oligotrophes suisses (Mez et al., 1997), elles sont plus fréquentes dans les
milieux eutrophes enrichis en nutriments, notamment par les activités urbaines et agricoles, et se
manifestent souvent lorsque les masses d’eau sont stratifiées en été¢ (Benayache et al., 2019). Ces
conditions favorisent la dominance des cyanobactéries grace a leurs adaptations, telles que la fixation
de I’azote atmosphérique et leur capacité a réguler leur flottabilité pour maximiser 1’acces a la lumicre
(Sotton, 2012).

Le réchauffement climatique et ’augmentation des concentrations en CO: atmosphérique pourraient
¢galement amplifier les proliférations, comme suggéré par des études sur des étés exceptionnellement
chauds (Johnk et al., 2008) et les effets du CO: (Elliott et al., 2005). Cependant, des exceptions, comme
I’absence de développement significatif de cyanobactéries dans certains lacs francais pendant 1’été
caniculaire de 2003, montrent que ces hypothéses doivent étre prises avec prudence (Sabart, 2009). A
ce jour, il reste difficile de prévoir avec précision ’ampleur et la durée des proliférations.

8.1. Facteurs physicochimiques

Les principaux paramétres physicochimiques influengant les blooms cyanobactériens incluent la
température de 1’eau, la turbidité, la lumiere, le pH et la disponibilité en nutriments. La croissance des
cyanobactéries se produit généralement a des températures optimales comprises entre 25 et 35 °C
(Reynolds & Walsby, 1975). Cependant, des efflorescences ont également été observées a des
températures plus basses, tot au printemps, tard en automne, voire sous un couvert de glace (Reynolds
& Walsby, 1975). La réponse des cyanobactéries a de faibles températures varie selon les genres. Par
exemple, Robarts & Zohary (1987) ont montré que le genre Microcystis est plus fortement affecté par
les basses températures que d’autres genres.
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Une turbidité modérée favorise la prédominance des cyanobactéries, mais une turbidité excessive peut
réduire les teneurs en phosphate et limiter leur croissance. Par ailleurs, des turbulences et des débits
d'eau ¢levés inhibent leur développement en perturbant leur position dans la colonne d'eau (Coute &
Bernard, 2001).

Les cyanobactéries peuvent croitre a de faibles intensités lumineuses grace a leurs pigments
photosynthétiques, notamment les phycobiliprotéines, qui leur permettent d'utiliser une large partie du
spectre lumineux (Huisman et al., 1999). Leur croissance est favorisée par une intensité¢ lumineuse
modérée et une bonne oxygénation, mais un éclairage trop intense peut les inhiber (Skulberg, 1984).
Certains genres, comme Microcystis, s'adaptent mieux aux journées courtes que d'autres, tels que
Dolichospermum (Anabaena).

Les pigments photosynthétiques des cyanobactéries leur permettent de capter la lumiére rouge-orangé
disponible en profondeur, apres le filtrage du violet et du rouge par la chlorophylle-a en surface
(Chorus & Bartram, 1999 ; Valentine, 2004). La chlorophylle-a, corrélée a la biomasse des organismes
photosynthétiques, est un parametre clé pour évaluer I’état trophique d’un plan d’eau, conformément
aux recommandations de I’OMS (Chorus & Bartram, 1999 ; Brient et al., 2004). De plus, un milieu
basique, riche en bicarbonate et carbonate, favorise la croissance des cyanobactéries (Coute & Bernard,
2001). Lors des efflorescences, la photosynthése intensive réduit le dioxyde de carbone dissout,
augmentant le pH et stimulant davantage leur prolifération.

Les pigments des cyanobactéries captent la lumiére rouge-orangé en profondeur, aprés le filtrage des
longueurs d’onde par la chlorophylle-a présente en surface (Chorus & Bartram, 1999 ; Valentine,
2004). La chlorophylle-a est corrélée a la biomasse photosynthétique et constitue un parameétre
recommandé par I’OMS pour évaluer 1’état trophique des eaux (Chorus & Bartram, 1999 ; Brient et
al., 2004). Par ailleurs, un milieu basique, riche en bicarbonate et carbonate, favorise leur
développement (Coute & Bernard, 2001). Lors des efflorescences, la consommation accrue de dioxyde
de carbone dissout augmente le pH, renforcant la prolifération des cyanobactéries.

Un pH alcalin favorise particulierement la croissance des cyanobactéries, certaines espéces comme
celles du genre Arthrospira prospérant dans des eaux trés minéralisées, chaudes et alcalines, avec des
proliférations possibles jusqu’a un pH de 11 (Coute & Bernard, 2001). Cependant, ces organismes
peuvent également se développer dans des milieux acides, comme les tourbieres (Coute & Bernard,
2001). Lors d’efflorescences, le pH des eaux est généralement compris entre 7 et 10 (Rippka, 1988),
cette alcalinisation résultant de la consommation de CO2 par les cyanobactéries lors de la
photosynthéese. Cette activité limite la croissance des autres algues en modifiant les équilibres entre
CO2, H2CO3, HCO3" et CO3*, augmentant ainsi le pH (Shapiro, 1997).

La disponibilité en nutriments, particulierement en phosphore et, dans une moindre mesure, en azote,
est cruciale pour la croissance des cyanobactéries. Les proliférations entrainent souvent une réduction
marquée des concentrations d’azote, que les cyanobactéries compensent en utilisant les nitrates ou en
assimilant 1’azote atmosphérique, un avantage compétitif sur d’autres phytoplanctons (Chorus &
Bartram, 1999 ; Valentine, 2004). Le phosphore, essentiel et souvent limitant en milieu dulgaquicole,
est critique pour leur développement, notamment sous forme d’orthophosphates (>50 pug/L), et favorise

14



les efflorescences dans les milieux eutrophes (Chorus & Mur, 1999). Lorsque le rapport
azote/phosphore descend en dessous de 4,5, les cyanobactéries peuvent prospérer méme en conditions
carencées en azote (Codd & Poon, 1988). Par ailleurs, le fer joue un rdle clé dans la photosynthese, et
son enrichissement favorise la croissance des cyanobactéries au détriment des algues eucaryotes
(Hyenstrand et al., 1998).

8.2. Stabilité de la colonne d’eau :

Les eaux calmes et stagnantes comme les eaux de barrages sont habituellement caractérisées par le
phénomeéne de stabilité de leurs colonnes d’eau qui sont généralement stratifiées. Cette caractéristique
permet, au moment du développement de 1’efflorescence, la sélection des espéces les plus compétitives
(Valentine, 2004).

8.3. Conditions météorlogiques favorables :

Les conditions métrologiques telles que la température de 1’air, la direction du vent dominant,
I’ensoleillement, et la pluie sont corrélées aussi bien avec 1’abondance des cyanobactéries qu'avec le
volume de toxines produit (Brient et al., 2004).

9. Meétabolites secondaires

Les cyanobactéries produisent une large variété de petits peptides et oligopeptides, considérés comme
des métabolites secondaires sans lien direct avec les fonctions cellulaires primaires, telles que la
reproduction (Welker et Von Ddohren, 2006). Bien que leurs rdles soient encore mal compris, ces
composés conferent probablement un avantage environnemental aux cyanobactéries. Par exemple, des
molécules comme la scytonémine et la mycosporine, agissant comme "écrans solaires", les protegent
des rayonnements UV (Gao et Garcia-Pichel, 2011).

Les métabolites secondaires des cyanobactéries, d'une remarquable diversité, sont étudiés pour des
applications varié¢es, notamment dans la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques (Nunnery
et al., 2010) et le développement de biocarburants (Hellier et al., 2016). Parmi eux, les cyanotoxines
représentent une catégorie préoccupante en raison de leur toxicité pour les animaux supérieurs et de
leurs impacts sur I'environnement et la santé humaine (Pantelic et al., 2013). Ces toxines, produites
principalement lors d’efflorescences cyanobactériennes, incluent des hépatotoxines, neurotoxines et
dermatotoxines (Harke et al., 2016). Leur production varie selon les especes et reste difficile a prédire
en milieu naturel malgré les progres en chimie analytique (Chen et al., 2012) et biologie moléculaire
(Rantala-Ylinen et al., 2011).

9.1. Les hépatotoxines

Les hépatotoxines sont les toxines cyanobactériennes les plus couramment détectées lors des blooms
et les principales responsables des cas d’intoxications (Sotton, 2012). Elles incluent les microcystines,
les nodularines et la cylindrospermopsine. Chez les vertébrés, ces toxines provoquent des lésions
hépatiques en inhibant les protéines phosphatases (PP) 1, 2A et 3 (Honkanen et al., 1994). En outre,
des effets carcinogenes, génotoxiques, ainsi que des altérations fonctionnelles et structurelles des reins
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et des intestins ont également été signalés (Van Apeldoorn et al., 2007).
9.1.1. Les Microcystines

Les cyanobactéries hépatotoxiques telles qu’Anabaena, Microcystis et Planktothrix forment des
blooms contenant un mélange de cellules toxiques et non toxiques. Les cellules toxiques possedent les
genes nécessaires a la synthése des microcystines (MCs), tandis que les cellules non toxiques ont des
clusters de génes absents, incomplets ou inactivés (Ostermaier et al., 2012). Les microcystines sont
des heptapeptides constitués de sept acides aminés, dont deux inhabituels : la N-
méthyldéshydroalanine (Mdha) et I’acide Adda (acide amino-méthoxy-triméthyl-phényldiénoique).
L’acide aminé Adda est crucial pour leur toxicité. (Tab 2) Plus de 246 analogues de microcystines ont
¢té identifiés, le plus fréquent étant la microcystine-LR (Spoof et Arnaud, 2017).

Les microcystines sont des inhibiteurs puissants des phosphatases eucaryotes PP1 et PP2A, ce qui
perturbe la phosphorylation des protéines dans les cellules hépatiques (Kuniyoshi et al., 2013). Elles
pénétrent dans le foie via les canaux biliaires, provoquant des lésions hépatiques graves. Ces toxines
sont également suspectées d’avoir des effets tumoraux promoteurs (Van Apeldoorn et al., 2007).

Les microcystines sont responsables de nombreux cas de mortalité chez les animaux, y compris le
bétail, les animaux domestiques et la faune (Stewart et al., 2008). Chez ’homme, elles causent des
maladies via I’ingestion d’eau contaminée, le contact cutané ou I’inhalation d’aérosols. Le cas le plus
grave a €té signalé en 1996 au Brésil, ou 60 patients dialysés avec de 1’eau contaminée sont décédés
des suites d’une toxicité aigué¢ (Azevedo et al., 2002). Un traitement potentiel basé sur la
cholestyramine, un agent qui lie les microcystines et facilite leur excrétion, a montré des résultats
prometteurs dans le traitement de la cyanotoxicose (Rankin et al., 2013).

9.1.2. Les nodularines

Les nodularines sont des heptapeptides cycliques présentant des analogies de structure avec les
microcystines, dont le groupement Adda (Tab 2). Elles sont essentiellement produites dans les milieux
salins (Gehringer et al., 2012). Sept variantes ont été¢ décrits a ce jour (Lahrouni et al., 2015). Les
nodularines ont ét¢ identifiées pour la premiére 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 et al., 2015).

9.1.3. La cylindrospermopsine :

La cylindrospermopsine, un alcaloide hydrophile de 415 Da, (Tab 2) a été détectée pour la premicre
fois en milieux tropicaux, mais est également présente dans des climats tempérés, notamment en
Nouvelle-Z¢lande, en Europe et sur le continent américain (Falconer et Humpage, 2006). Cette toxine
est principalement produite par le genre Cylindrospermopsis, mais d’autres genres comme
Aphanizomenon, Anabaena, et Raphidiopsis ont également été identifiés comme producteurs. Deux
variants sont connus : la 7-épicylindrospermopsine (toxicité équivalente a la molécule meére) et la 7-
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desoxycylindrospermopsine (toxicité débattue) (Looper et al., 2005).

La cylindrospermopsine agit principalement en inhibant la synthése protéique, affectant gravement les
organes a fort renouvellement protéique, comme le foie, les reins et I’intestin (Falconer et Humpage,
20006). Elle est également capable de s’intercaler dans I’ADN, causant des cassures chromosomiques
et des inhibitions irréversibles de la synthése protéique.

De plus, la cylindrospermopsine est capable de s’intercaler dans la double hélice d’ADN causant des
cassures chromosomiques et des inhibitions irréversibles de la synthése protéique. Ainsi la
cylindrospermopsine est considérée comme une molécule cytotoxique, clastogéne, mutageéne et avec
une activité carcinogeéne potentielle (Falconer et Humpage, 2006).

9.2.Les neurotoxines

Les neurotoxines ont une structure chimique de nature alcaloidique. Elles touchent principalement le
systtme neuromusculaire en provoquant des paralysies musculaires, spécialement du systéme
respiratoire, conduisant a la mort des organismes touchés, en quelques heures voire méme quelques
minutes (Chorus & Bartram, 1999). Les neurotoxines regroupent les anatoxines, les saxitoxines et la
B-N-methylamino-L-alanine (BMAA). (Tab 2)

9.2.1. L’anatoxine

L'anatoxine-a est une molécule alcaloidique produite principalement par les cyanobactéries,
notamment les genres Dolichospermum  (anciennement Anabaena), Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Planktothrix et plus rarement Microcystis, C’est une amine secondaire de faible
poids moléculaire (165 Da) (Van Apeldoorn et al., 2007). (Tab 2)

L'anatoxine-a bloque la transmission du stimulus électrique au niveau des jonctions neuromusculaires
en induisant une dépolarisation prolongée. Cela empéche la contraction musculaire en bloquant
I’acétylcholinestérase, ce qui entralne une paralysie musculaire (Briand et al., 2003).
L’homoanatoxine-a (un dérivé méthyle de I’anatoxine-a) a des effets similaires et augmente les flux
de Ca?" au niveau des terminaisons nerveuses cholinergiques (Van Apeldoorn et al., 2007).

Les effets incluent des arréts respiratoires, la paralysie musculaire, des faiblesses musculaires et des
convulsions, pouvant mener a la mort des organismes intoxiqués par un arrét respiratoire. La toxicité
est particulierement dangereuse pour les animaux et les humains exposés par ingestion ou contact avec
I’eau contaminée (Van Apeldoorn et al., 2007). L’anatoxine-a(s), une version phosphorée de
I’anatoxine, posséde également un mécanisme inhibiteur de 1’acétylcholinestérase, amplifiant ces
effets toxiques.

9.2.2. Les saxitoxines

Les saxitoxines furent isolées, pour la premiére fois, a partir de fruits de mer ayant filtrés des
dinoflagellés marins producteurs de ces neurotoxines. Particulierement, elles sont connues pour les
phénoménes d’empoisonnement paralysant observés chez les animaux et les humains (Paralytic
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Shellfish Poisoining- PSP) (Briand et al., 2003). Les saxitoxines, regroupent les gonyautoxines
(GTXs), les C-toxines, la saxitoxine et la neosaxitoxine (Van Apeldoorn et al., 2007). Ce sont des
alcaloides a un noyau tétrahydropurique (Figure 7), dont 22 variants ont été répertoriés, en fonction du
nombre de groupe SO3 - dans la molécule (FerraoFilho & Kozlowsky-Suzuki, 2011). (Tab 2)

9.3. Les dermatotoxines :

La lyngbyatoxine A, les aplysiatoxines et la debromoaplysiatoxine sont des alcaloides présents dans
des cyanobactéries benthiques comme Lyngbya majuscula, Oscillatoria nigroviridis et Schizothrix
calcicola (Cardellina et al., 1979). Ces toxines sont responsables de graves inflammations gastro-
intestinales et d'irritations cutanées. La lyngbyatoxine A partage une structure similaire a celle de la
téléocidine A, produite par l'actinomycete Streptomyces, et posséde un potentiel de promotion
tumorale (Fugiki et al., 1984). Les aplysiatoxines et debromoaplysiatoxines sont ¢galement des agents
promoteurs de tumeurs et activent la protéine kinase C ( Fugiki et al., 1990). Les lipopolysaccharides,
présents dans la paroi des bactéries Gram-négatif, ont été isolés pour la premicre fois chez Anacystis
nidulans (Weise et al., 1970) et sont retrouvés dans de nombreuses cyanobactéries. Ils sont
responsables de réactions allergiques et toxiques, notamment des irritations cutanées, chez les animaux
et les humains (Sivonen & Jones, 1999). (Tab 2)

Tableau 2 : liste des cyanotoxines et leurs structures chimiques

Toxines Structures chimiques
Hépatotoxines - Microcystines
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10.1. Risques liés aux cyanotoxines
10.1.1. Risques liés a la consommation directe

Les cyanotoxines, produites par les cyanobactéries, représentent un risque direct pour I'homme,
principalement par ingestion d'eau contaminée ou par contact lors d'activités récréatives. Les
concentrations ¢élevées de cyanobactéries, dépassant 100 ng/L de chlorophylle, peuvent entrainer une
forte présence de toxines dans I'eau. Ces toxines sont responsables de plusieurs intoxications humaines
et animales. (Fig.3)
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En 1996, une grave intoxication au Brésil a conduit a la mort de 50 personnes apres des hémodialyses
effectuées avec de l'eau contaminée par des microcystines (Azevedo et al., 2002). Des déceés
d'animaux, tels que des chiens dans le Jura et dans les gorges du Tarn, ont été associés a I'anatoxine-a
produite par des cyanobactéries benthiques (Phormidium) ( Cadel-Six et al., 2007) Les cyanotoxines
présentent également un danger dans les exploitations agricoles et les parcs zoologiques lorsque les
animaux boivent de I'eau contaminée (Van Apeldoorn et al., 2007).

Les cyanotoxines posent aussi un probleme pour la sécurité alimentaire lorsque des cultures
maraichéres sont arrosées avec de I'eau toxique (Van apeldoorn et al., 2007 ). De plus, les proliférations
de cyanobactéries peuvent obstruer les filtres des stations de traitement de I'eau potable ( Orr PT et al.,
2004).

Les aires de baignade et les activités nautiques dans des eaux contenant des efflorescences toxiques
représentent un danger pour 'homme, particuliérement pour les enfants. Les sports nautiques, générant
des aérosols toxiques, augmentent le risque d'inhalation de toxines. Des études ont montré que
l'anatoxine-a, administrée par inhalation, a des effets toxiques plus graves que par ingestion orale
(Sivonen et al., 2000). Des problémes dermatologiques et respiratoires ont été observés chez des
personnes ayant fréquenté une plage a Mayotte, ou une prolifération de Lyngbya majuscula a été
associée a des syndromes irritants (Osborne et al., 2007).

Les cyanotoxines comme la lyngbyatoxine A, l'aplysiatoxine et la débromoaplysiatoxine sont des
promoteurs de tumeur et induisent des effets biologiques nocifs, tels que la transformation cellulaire
et la stimulation de la synthése d'ADN (Sivonen et al., 2000 ; Osborne et al., 2001).

10.1.2. Risques liés a la bioaccumulation des toxines

Les cyanotoxines ont la capacité de s'accumuler dans les bivalves, mais le risque d'intoxication par
ingestion de bivalves d'eau douce reste faible, car ces organismes sont rarement consommeés. En
revanche, les cyanobactéries vendues sous forme de compléments alimentaires peuvent représenter un
risque pour le consommateur, comme 1’a mis en évidence une étude (Rellan et al., 2009)

Les poissons d'eau douce sont également susceptibles de bioaccumuler des cyanotoxines (Sotton et al.,
2011) bien que le risque pour ’homme associé a la consommation de poissons contaminés soit encore
mal évalué, en raison du manque de données disponibles. De méme, les informations sur le risque
d'intoxication par ingestion de bivalves marins contaminés par les cyanobactéries sont limitées.
Actuellement, les cyanobactéries marines, principalement des genres Synechococcus et
Prochlorococcus, ne sont pas considérées comme productrices de toxines (Bernard., 2014).
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Figure (2) : schéma montrant 1’exposition des humains et des animaux aux cyanotoxines dans des
environnements d'eau douce contaminés par des blooms toxiques de cyanobactéries : par ingestion
(eau et aliments), par contact cutané (baignade, loisirs, travail dans les fermes aquatiques, agriculture)
et par inhalation (baignade, loisirs, agriculture, autres activités professionnelles) (Lee et al., 2017).
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I1. Matériel et Méthodes
1. Description du Parc National d’El Kala

Le Parc National d’El Kala (PNEK), situé¢ dans la wilaya d’El Tarf, au nord-est de I’ Algérie, constitue
un écosystéme clé pour la préservation de la biodiversité et des ressources naturelles. Créé par décret
en date du 23 juillet 1983 (décret n° 83-462), il a été reconnu en 1990 comme Réserve de la Biosphére
dans le cadre du programme MAB (Man and Biosphere) de 'UNESCO.

S'étendant sur environ 80 000 hectares (36°52°N, 8°27°E), le parc représente pres d’un tiers de la
superficie totale de la wilaya. Il est délimité par :

e Au Nord : la mer Méditerranée ;

e Au Sud : les contreforts des monts de la Medjerda ;
e ADEst: la frontiére algéro-tunisienne ;

e ATOuest : la plaine alluviale d’Annaba.

Ce territoire est caractérisé par plusieurs habitats géomorphologiques distincts, qui contribuent a
sa richesse et sa diversité :

o Habitat dunaire : Le cordon littoral sableux, constitué de formations quaternaires, s’étend
sur 40 km le long de la cote. Il comprend quatre niveaux de dunes abritant des espéces
animales et végétales adaptées.

o Habitat littoral : Ces plaines couvrent environ 40 % de la région, avec un relief plat a
ondulé, favorable a des cultures diversifiées et comprenant des cuvettes et dépressions inter-
collinaires.

o Habitat rupicole : Ce milieu, qui représente environ 15 % de la superficie du parc, inclut
collines, formations rocheuses et basses montagnes, offrant un refuge pour une grande variété
d’especes.

o Habitat forestier : Les foréts et boisements variés du parc abritent une importante diversité
d’espéces animales et végétales.

e Zones humides : Les lacs Oubeira, Tonga et des Oiseaux, classés sites Ramsar pour leur
importance €cologique internationale, constituent des habitats essentiels pour les oiseaux
migrateurs, ainsi que pour diverses especes aquatiques et piscicoles. (Stevensen et al,. 1988)
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Figure 3 : carte géographique du parc national d’el Kala

2. Réseau hydrographique :

Le Parc National d'El Kala est traversé par un réseau hydrographique complexe et diversifié,
comprenant rivieres, ruisseaux, lacs, et zones humides. Ce systéme hydrologique interconnecté, d’ une
superficie totale de 5 500 hectares, joue un rdle essentiel dans le maintien de 1'équilibre écologique du
parc et constitue le complexe hydrique le plus diversifié d'Algérie (Belhadj, 1996).

Ce réseau est constitué¢ de plusieurs lacs majeurs, notamment Tonga, Oubeira, Mellah et Mexa, ainsi
que de sources telles que Bougles, Bouredim, et Oum El Bhaim, situées au sud-est de la région, avec
un débit total de 150 L/s (12 700 m?/jour). Par ailleurs, environ 40 autres sources, réparties a travers le
parc et sa périphérie, affichent des débits variables, allant de 0,5 L/s a 10 L/s (Bouazouni, 2004).

Les principaux oueds qui parcourent le parc incluent El-Kebir, El-Areug, Bougous, et El-Aroug,
contribuant a la richesse et a la diversité hydrologique du territoire.

3. Cadre Climatique

Pour analyser les conditions météorologiques de la région, une collecte de données sur une période de
dix ans (2012-2022) a été effectuée, permettant de mettre en évidence les tendances et variations
saisonnieres. Ces données proviennent des relevés climatiques de la région d’El Kala, obtenus aupres
de I’Office National de la Météorologie (ONM).
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3.1.Température

La température constitue un facteur climatique fondamental dans la région étudiée, jouant un role
déterminant dans la compréhension des paramétres climatiques, notamment pour I’établissement du
bilan hydrique (Handouzi, 2011).

D'apres les données climatiques présentées dans le tableau (3), la température moyenne maximale est
enregistrée au mois d’aolt, avec une valeur de 31,9°C. A I’inverse, le mois de janvier est le plus froid,
avec une température moyenne de 14,3°C. Ces variations traduisent le caractére saisonnier du climat
régional.

Tableau 3: Données des températures enregistrées dans la région d’el Kala 2012-2022

Janvier Février Mars Avril Mai Juin Juillet Aoiit Septembre Octobre Novembre Décembre

Température 13,1 13,1 146 173 203 253 284 287 26,2 22,7 18,1 14,7

Temp max 15,4 156 17,3 20,1 23,5 281 31,1 319 29,3 25,6 20,6 17,0

temp min 14,3 144 160 187 21,9 267 298 303 27,7 24,2 19,3 15,8
3.2.Précipitations

Les précipitations constituent la composante fondamentale de 1’hydrologie et la connaissance de cet
apport d’eau au sol est essentielle pour appréhender I’état des réserves en eau du sol, la recharge des
nappes et le régime des cours d’eau. (Cosandey et Robinson., 2012).

Tabelau 4: Données des précupitations enregistrées dans la région d’el Kala 2012-2022

Janvier = Février Mars | Avril  Mai  Juin  Juillet = Aoiit = Septembre @Octobre =@ Novembre Décembre
preécipitations 128 121,27 | 106,9 70,64 61,64 23,91 8 18,36 51,18 76 139,18 96,273

D’apres le tableau (4) on peut observer que les précipitations sont les plus €élevées en saison humide
c’est a dire durant les mois de Janvier Novembre et Décembre et les plus faibles en Juillet.

3.3. Le Vent

La région d'El Kala est majoritairement influencée par des vents provenant du nord-ouest tout au long
de l'année. Toutefois, leur intensité et leur fréquence tendent a diminuer au printemps et en été, laissant
place a une prévalence des vents du nord-est. Ces derniers sont généralement associés a des conditions
de haute pression atmosphérique et a un temps stable et ensoleillé. En revanche, les vents d’ouest a
nord-ouest dominent durant la période froide (automne-hiver) et sont souvent accompagnés de
précipitations, conformément aux observations de Seltzer (1946).

Tableau 5 : Données des vitesses du vent enregistrées dans la région d’el Kala 2012-2022

Janvier Février Mars Avril Mai Juin Juillet Aoiit Septembre | Octobre Novembre Décembre

Vent 6,87 6,79 6,82 5,61 556 528 5,13 5,03 497 4,85 5,86 5,91
m/s

Dans le tableau (5) les vents les plus violents soufflent en hiver et au début du printemps avec une
vitesse moyenne maximale de 6.87 m/s en Janvier (2012-2022).
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3.4.Humidité relative %

Tableau 6: Données de 1’humidité relative enregistrées dans la région d’el Kala 2012-2022
Octobre

Janvier = Février Mars = Avril Mai Juin | Juillet  Aoiit Septembre

Hum % | 76,4455 = 77,236 79,2 | 77,19 67,97 | 68,11

65

67,29 73,17

68,6182

Novembre
69,773

La région d’Elkala est caractérisé par une hygrometrie relativement elevée, due a la combinaison de
marécages, lacs, mer, et forét dense, ce qui entraine un pic dont la moyenne mensuelle maximale est

enregistrée en Mars 79.2%.

3.5.Digramme ombrothermique

Le diagramme ombrothermique est un outil utilisé en géographie et en climatologie pour représenter
les variations de température et de précipitations au cours de l'année dans une région donnée. Ce
diagramme permet d'identifier les périodes séches et humides, ainsi que les variations saisonnieres de
la température, en fonction de la pluviométrie et de la température mensuelles moyennes. (Gaussen et

Bagnouls., 1957)
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Figure 4 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (Oubeira)(2012-2022)
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Le diagramme ombrothemique de Gaussen et Bagnouls pour la période (2012-2022) montre que
I’année est répartie en une seche allant d’Avril a Octobre et une saison humide allant de Novembre a

Avril.

3.6.Indice d’aridité

Indice d’aridité ou indice de Martonne (1926), utilisé pour évaluer le niveau de sécheresse climatique

d'une région spécifique.
P
(T+10)

P : Les précipitations moyennes annuelles.
T : la température moyenne annuelle.

L’indice de De Martonne correspond a une expression synthétique qui subdivise le climat
méditerranéen en cing étages bioclimatiques, Il est calculé¢ a I’aide de la moyenne annuelle des

précipitations (P en mm) et des températures.
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Tableau 7: valeur de I’indice d’aridité et type de climat

Valeur de type de climat
l'indice
0<I<5 hyperaride
5<I<10 aride
10<1<20 semi-aride
20<1<30 subhumide
30<I<55 humide

Tableau 8 : valeurs moyennes des températures et précipitations (2012-2022)

Température Précipitations indice d'aridité
mm
El Kala 20,21 901,36 29,83

L’application de la formule a permis d’obtenir un indice d’aridité de 29,83 pour la période 2012-2022,
classant ainsi le climat d’El Kala comme subhumide.

L’analyse des données climatiques réveéle que la région d’El Kala présente un climat subhumide
méditerranéen, caractérisé par une saison chaude et seche s’étendant d’avril a octobre, et une saison
froide et humide de novembre a mars. Le mois de janvier est le plus froid, avec une température
moyenne de 13,1 °C, tandis que le mois d’aofit est le plus chaud, affichant une moyenne de 28,7 °C.

4. Description du site d’étude :

4.1. Bassin versant du lac Oubeira

Le bassin versant du lac Oubeira est situé¢ a Skm de la région d'El Kala, en Algérie et a 54 km a I’Est
d’Annaba, Il se trouve dans le Parc National d’El Kala qui est localisé a I’extréme Nord Est du pays
faisant frontiére avec la Tunisie et couvre une superficie d'environ 9730 ha, avec un lac central qui
représente 22% de la superficie totale du bassin versant. Ce dernier se caractérise par une topographie
variée, comprenant des collines et des terrains plats, ainsi que par la présence de nombreux cours d'eau
temporaires et permanents qui alimentent le lac.

Les terres dans le bassin versant sont partagées entre le domaine forestier ou les parcelles privées sont
rares et les terrains agricoles en grande partie de statut privé utilisés essentiellement pour la culture des
arachides, le maraichage et le paturage (Messerer, 1999). La végétation quant a elle, est dominée par
une forét dense de pins d'Alep et de chénes-liéges, les maquis denses et clairs couvrent respectivement
une aire de 1507 ha et 737 ha. Ils sont situés au nord et au sud du bassin versant (MPRH, 2004).

4.2. Le lac oubeira

Le lac Oubeira, le plus grand plan d'eau douce d'Algérie, a été inscrit en tant que site Ramsar en 1983
consacrant ainsi son importance écologique a I'échelle internationale. Doté d'une superficie imposante
de 229,110 km? et d'une profondeur moyenne de 1,24 m, ce lac est géographiquement situé¢ aux
coordonnées centrales de 36°50'N, 08°23'E. Malgré sa taille considérable, le lac présente une
profondeur limitée, rarement dépassant les 1,5 métres, en raison principalement d'un processus de
sédimentation actif (Alayat et al., 2013).
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Ce lac endoréique est alimenté par quatre cours d'eau principaux a écoulement permanent et maintient
sa vitalité tout au long de 1'année, méme si le débit de ces oueds diminue pendant la saison seche sans
toutefois disparaitre complétement. Parmi ces cours d'eau figurent :

- Oued Demt Rihana au Nord,

- Oued Bou Marchen au Nord,

- Oued Degraa au Nord-Est, et

- Oued Bou Hchicha au Sud.

En hiver, lors de fortes précipitations, les eaux de 1’oued El Kébir atteignent le lac principalement via 1’oued
Messida. En été, lorsque le niveau de I’oued E1 Kébir est au plus bas, le systéme hydrologique s’inverse : 1’oued
Messida, caractérisé par un écoulement bidirectionnel en fonction des crues et des étiages, alimente alors 1’oued
El Kébir (Marre, 1987).

5. Stratégie d’échantillonnage :

Le choix des stations d'échantillonnage a été basé sur plusieurs facteurs, notamment I'emplacement des
embouchures des oueds, les zones exposées au vent, la présence ou l'absence de macrophytes
aquatiques flottants, les zones de péche locale, ainsi que la proximité des zones forestiéres ou habitées.
D'autres considérations telles que 1'accessibilité et la profondeur de I'eau ont également été prises en
compte pour assurer la représentativité des échantillons prélevés.

Les prélévements d’eau brute ont ét¢ effectu¢ d’Octobre 2021 a Septembre 2022 a raison d’un
prélévement mensuel, il consiste en un échantillonnage en subsurface dans six stations dont les quatre
premigéres se situent aux embouchures des Oueds ( S1 : Demnet Rihana, S2 : Boumerchene, S3 : Dey
L’Graa, S4 : Oued Bouhchicha), une station au centre ( S5) et la derniere plus €éloignée qui se situe
dans une zone protégée du vent ( S6 : Euch Lahmer ). (Figure 5)

8°21'0"E 8°22'0"E 8°23'0"E

o

36°52'0"N

=
e
=
=]
o

w0
©

Coordinate system : GCS WGS 1984
Datum ; WG S 1984
Data source : Sas planet

21'0"E 8°22'0"E 8“23'0'E : “ "' — 3“2
Figure 5 : localisations des stations d’échantillonnage au niveau du lac Oubeira (Octobre 2021-
Septembre 2022)
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5. Méthodes d’échantillonnage

5.1 In situ

5.1.1. Récolte de I’eau et mesure des parameétres physicochimiques

Dans un premier temps, un premier prélévement d’eau brute destiné a 1’identification des

cyanobactéries en filtrant 10 litres a travers un filet a planctons de 20pm de maille pour voir la diversité
des genres, dans une bouteille ambrée et fixé au formaldéhyde a 5% .

Ensuite un second prélevement a la bouteille de 1.5 L en subsurface, destinée au dénombrement des
cyanobactéries, Dosage des sels nutritifs, dosage de la chlorophylle-a et des cyanotoxines et aux
mesures de la turbidité. Ces échantillons d’eau sont transportés dans une glaciére a 4°C jusqu’a
acheminement au laboratoire.

De plus des mesures des paramétres physicochimiques a savoir : la température, le pH, 1’oxygene
dissous et la conductivité ont été réalisés a I’aide des sondes d’un multiparameétre de terrain (Multi
3620 IDS SET G, WTW®, Germany) dans chacune des stations d’échantillonnage. Enfin la mesure
de la transparence a été effectué a I’aide d’un disque de Secchi de 25 cm de diamétre en I’immergeant
dans I’eau, la mesure est prise lorsque ce dernier n’est plus visible dans I’eau. La turbidité quant a elle

est mesurée au laboratoire a 1’aide d’un turbidimétre (Turb 550 WTW®, Germany).

Figure 6 : collecte de I’eau, mesures des parametres physicochimiques et transparence in sifu
5.1.2. Récolte des organismes aquatiques :
Afin de comprendre le phénomene de bioaccumulation des cyanotoxines chez les organismes vivant
dans le lac, deux espéces ont été récolté¢ mensuellement a 1’aide d’un pécheur lors de 1’échantillonnage
de ’eau ; d’Octobre 2021 a Septembre 2022 pour I’anodonte dans la station 1 et de Novembre 2021 a
Juillet 2022 pour la carpe.
Lors de la récolte les individus étaient pris par trois pour chaque espéce de méme poids et taille, le
poids pour la carpe variait entre 400 et 900g et une taille de 20 a 30cm. Pour ’anodonte le poids était
entre 200 et 500g et une taille de 13 a 17cm tout au long de I’année d’échantillonnage.

Suite a cela les individus sont mis dans une glaciere a 4 °C jusqu’a acheminement au laboratoire.
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Une bréve description de I’anodonte et de la carpe est présentée ci-apres afin de contextualiser leur

¢chantillonnage.

5.1.2.1 L’anodonte

La grande moule d’eau douce chinoise, Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) (Bivalvia : Unionidae),
est 'un des macro-invertébrés aquatiques les plus envahissants au monde en raison de sa plasticité
écologique et de sa capacité a coloniser divers habitats aquatiques (Paganelli et al., 2021). Originaire
d’Asie de I’Est, elle s’est propagée accidentellement via la libération de poissons hotes porteurs de
glochidies (stade larvaire parasite) ( Spyra et al., 2016). Son identification dans le lac Oubeira a été

confirmée récemment (BENSAAD-BEN DJEDID et al., 2023).

Sur le plan taxonomique, S. woodiana est classée comme

suit :

. Régne : Animalia

. Sous-régne : Eumetazoa

. Embranchement : Mollusca

. Classe : Bivalvia

. Sous-classe : Palacoheterodonta

. Ordre : Unionida

. Famille : Unionidae

. Genre : Sinanodonta

. Espéce : Sinanodonta woodiana (Lea, 1834).

Figure 7: L’anodonte chinoise (Sinanodonta woodiana)

L'espece colonise préférentiellement les milieux a faible courant et riches en matiére organique (Von
Proschwitz, 2008). Tolérante aux variations environnementales et a la pollution, elle filtre activement
les particules en suspension, dont les algues et certaines cyanobactéries filamenteuses (Bontes et al.,

2016), avec un taux de filtration variant entre 628 et 1875 ml/individu/heure (Straye, 2008).

La reproduction a lieu au printemps et en été, avec une seule génération par an. Les femelles liberent
des glochidies qui parasitent temporairement un poisson hdte avant de devenir juvéniles et de se fixer

au substrat aquatique (Hinzmann et al., 2013).
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5.1.2.2. La carpe commune

La carpe commune (Cyprinus carpio), appartenant a la famille des Cyprinidés, est une espece de
poisson d’eau douce originaire d’Asie centrale, aujourd’hui largement répandue en raison de son
importance en aquaculture et en péche (Balon, 1995). Elle a été introduite dans le lac Oubeira entre
1985 et 1991 pour le développement de I’aquaculture et la régulation de la végétation aquatique. Plus
de 22 millions de juvéniles de carpes et de sandres, importés de Hongrie, y ont été relachés (Meddour

et Meddour-Bouderda, 1999).

Sur le plan taxonomique, elle est classée comme suit par

(Nelson., 1994) :

Phylum : Cordés

Sous classe : Actinoptérygiens
Infra-classe : T¢éléostéens

Ordre : Cypriniformes S

sous ordre : Cyprinoides

Famille : Cyprinidé

Genre : Cyprinus

Espece : Cyprinus carpio (Linn¢, 1857)

Figure 8 : la carpe commune (Cyprinus carpio)

Cette espece fréquente les eaux calmes et végétalisées pour le frai et les zones profondes pour
I’hivernation (Bruslé & Quignard, 2001). Grégaire, elle évolue en petits groupes et se disperse avec
I’age (Ranson, 2003). La maturité sexuelle est atteinte a 2 ans pour les méles et 3 ans pour les femelles,
avec une reproduction entre mai et aott dans des eaux a plus de 18 °C. La ponte atteint 80 000 a 120

000 ceufs/kg, incubés en 5 jours (Ranson, 2003).

Omnivore, C. carpio se nourrit de phyto- et zooplancton a 1’état larvaire, puis d’insectes aquatiques,
mollusques, crustacés et détritus organiques a 1’age adulte. Elle est principalement active au crépuscule

et se regroupe en eaux profondes lorsque la température descend sous 8-10 °C (Ranson, 2003).

5.2.Au laboratoire :

5.2.1. Prétraitement des échantillons d’eau :

Les échantillons d’eau destinées a 1’identification et au dénombrement des cyanobactéries sont
transportés dans une glaciere a 4°C au laboratoire, pour les échantillons qui ont été filtré a travers le
filet a planctons sont pour I’identification, un volume de 100ml est filtré a 1’aide d’un dispositif de
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filtration sous vide a travers un filtre en polycarbonate (CYCLPR PC 47 mm, Allemagne), en revanche
pour le dénombrement un volume d’eau ( 50-200ml) a été filtré aussi a travers ce filtre, puis les
cyanobactéries sont récupérées en ringant le filtre avec 1 mL du filtrat initial, et conservé dans du
formaldéhyde a 5%.

Les échantillons destinés aux dosages : des sels nutritifs, de la chlorophylle et des cyanotoxines sont
reparties en trois volumes : 200ml, (100-200ml), (600-900ml) respectivement pour chaque parameétre.

Figure 9: filtration des échantillons d’eau destinés au dénombrement, identification et dosage des
nutriments et chlorophylle-a

5.2.2. Dosage des nutriments :

Le dosage des sels nutritifs est une étape essentielle pour évaluer la qualité physico-chimique de l'eau
et comprendre les dynamiques trophiques du lac. Les concentrations en azote et en phosphore ont été
mesurées pour analyser leur lien avec la prolifération algale. (Annexe 1)

5.2.2.1. Dosage de I’Orthophosphates : (PO4-)
» Principe du dosage par spectrophotométrie :

Aminot et Kerouel (2004) décrivent une méthode colorimétrique pour le dosage des orthophosphates,
la forme directement assimilable du phosphore dans les milieux aquatiques. En milieu aquatique, les
orthophosphates jouent un role déterminant dans les processus d’eutrophisation, car leur disponibilité
excessive favorise le développement des cyanobactéries et d’autres algues.
Le principe repose sur la réaction des orthophosphates avec le molybdate d’ammonium et I’antimoine
en milieu acide, formant un complexe phosphomolybdique. Ce dernier est réduit par 1’acide ascorbique
pour générer une coloration bleue, dont I’intensité, mesurée a 880 nm par spectrophotométrie, est
proportionnelle a la concentration en orthophosphates.

» Protocole expérimental :

- Mettre dans une fiole 50 mL de I’échantillon,

- Ajouter 2 mL du Réactif 1 (solution d’acide ascorbique), mélanger et attendre 15 min.

- Ajouter 2.0 ml du réactif R2’’ (solution d'acide Molybdéne et d'antimoine), mélanger et ensuite

laisser agir Smin mais pas plus de 30 min ; mesure 1'absorbance a 880.

Remarque : la préparation de tous les réactifs R1 et R2 est décrite dans Annexe (1).
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5.2.2.2. Dosage des Nitrates (NO3-) :
Le nitrate est un ion majeur dans les milieux aquatiques et joue un role crucial dans les processus
écologiques, notamment en tant qu'élément nutritif pour les plantes aquatiques. Cependant la présence
des ions nitrate en quantit¢ importante dans les eaux superficielles et souterraines contribue
respectivement a 1’eutrophisation des milieux aquatiques et a une dégradation de la ressource en eau
(Savary, 2010).
La méthode de dosage des nitrates, selon la norme ISO 7890 (1994), repose sur une réaction
colorimétrique qui commence par la réduction des nitrates en nitrites, suivie de la formation d’un
complexe azoique. Cette approche permet de déterminer la concentration en nitrates en mesurant
l'absorbance de la solution a une longueur d'onde spécifique, généralement a 540 nm.
» Protocole expérimental :
- Mettre de 2 mL de I’échantillon dans une fiole.
- Ajouter 14 ml de mélange des acides et 2 ml solution diméthyl-2,6 phénol, puis le laisser
reposer 10 minutes.
- ATaide de I’appareil spectrophotomeétre UV visible, lire les résultats a la longueur d’onde 324
nm.
5.2.2.3. Dosage des Nitrites (NO2-) :
» Principe du dosage par spectrophotométrie :

Les ions nitrites sont présents dans le sol, dans les eaux naturelles et dans les plantes mais en

quantités relativement faibles (Savary, 2010). Cette forme d’azote minéral est trés rare car elle ne

constitue qu’un terme de passage entre les formes nitrate et ammonium lors des processus de

nitrification et dénitrification (Faurie et al., 1998).

Le dosage des nitrites, selon Aminot et Kerouel (2004), repose sur une méthode colorimétrique

fondée sur une réaction de diazotation. Dans cette méthode, les nitrites présents dans I’échantillon

réagissent avec le sulphanilamide en milieu acide pour former un composé diazoique. Ce dernier

réagit ensuite avec l’acide naphthyléthylamine pour produire un complexe azoique coloré.

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration en nitrites dans 1I’échantillon.

» Protocole expérimental :

- Mettre 50mL de 1’échantillon dans une fiole.

- Ajouter 1ml du réactif R1 (solution de sulfanilamide), mélanger, puis attendre 2 a 5 minutes.

- Ajouter Iml du réactif R2 (solution de N-naphtyl-éthylénediamine), mélanger, puis laisser agir
au moins 10 minutes, mais pas plus de 1 heure.

- Mesurer I’absorbance de I’échantillon a la longueur d’onde de 543 nm.

5.2.2.4.Dosage de ’Ammonium ( NH4+) :
La fixation de I’azote correspond a la conversion de 1’azote atmosphérique (N2) en azote
utilisable par les organismes végétaux ou animaux. Cette fixation produit de 1’ion ammonium
(Maxi et al., 2007). assez souvent rencontré dans les eaux naturelles et traduisant
habituellement un processus de dégradation incompléte de la matiére organique (Rodier et al.,
2009).

- Le dosage de I'ammonium, selon Aminot et Kerouel (2004), repose sur une méthode
colorimétrique basée sur la réaction de I’ammonium avec I'hypochlorite de sodium en présence
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d’un agent de formation de complexe, tel que le phénol ou le salicylate de sodium. Cette
réaction produit un complexe coloré, dont 1'intensité est proportionnelle a la concentration en
ammonium dans 1’échantillon.
Protocole expérimental :
Mettre 100 mL d’echantillon dans une fiole.
Ajouter SmL du réactif R1’ (solution de phénol- nitroprussiate), boucher et bien mélanger.
Ajouter sans attendre 5 ml du réactif R2’ (solution complexante au chlore), boucher et mélanger
a nouveau.

Placer le flacon immédiatement a 1’abri de la lumiére, a T° ambiante, pendant au moins 6
heures.

La lecture peut se faire le lendemain.

Si I’échantillon est visiblement turbide, le centrifuger avant la mesure colorimétrique.
Mesurer 1’absorbance de 1’échantillon a une longueur d’onde de 630 nm.

Figure 10 : mise en place des flacons et dosage des éléments nutritifs.

5.2.3. Dosage de la chlorophylle-a dans ’eau :

>

Principe du dosage :

La chlorophylle a est le principal pigment photosynthétique des plantes ; en convertissant 1’énergie
lumineuse en énergie chimique, elle permet la photosynthése. C’est un paramétre clé des études du
degré d’eutrophisation de I’eau (Aminot & Kérouel, 2004).

La méthode de dosage de la chlorophylle-a par la méthode trichromatique, SCOR/UNESCO repose
sur I'extraction des pigments chlorophylliens des échantillons phytoplanctoniques, suivie d'une mesure

de l'absorbance a différentes longueurs d'onde pour déterminer la concentration de chlorophylle-a.

>

Formule : Chlorophylle-a (ug/L) ==

Protocole expérimental :

Filtration d’un volume d’eau ( 100-250mL) a travers un filtre en microfibre de verre Whatman
GF/C.

récupérer le filtre et dissoudre les pigments dans 15 ml 1’acétone a 90%.

maintenir a une T° de 4°C et a l'obscurité pendant une nuit pour I'extraction des chlorophylles
centrifuger a 3000 tours /minute pendant 20 min en vue de récupérer une solution dépourvue
de particules en suspension.

lire I’absorbance aux trois longueurs d’onde (663nm, 645nm, 630nm).

_ [(11.64%A663)—(2.16xA645)—(0.1XA630)xV]
VL
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Ou A : I’absorbance mesurée a une des trois longueurs d’onde,
v : le volume de I’extrait cétonique (mL),

V : volume filtré

L : trajet optique (cm).

Figure 11 : dosage de la chlorophylle-a (étape apres centrifugation)

5.2.4. Identification et dénombrement des cyanobactéries collectées :

5.2.4.1. Identification :

L'identification des genres de cyanobactéries dans le lac constitue une étape clé pour comprendre la
diversité biologique et évaluer la qualité de 1'eau.

Pour cela une observation entre lame et lamelle a été effectuée et ou a été injectée SOuL de I’échantillon
conservé au formaldéhyde. Elle s’est faite a I’aide d’un microscope (Axiostar Plus, Carl Zeiss,
Germany) équipé d’une caméra UI1240SE (IDS, Germany). cette identification est basée sur
I’observation des caractéristiques morpho-anatomiques selon les clés d’identification universellement
acceptées (Bourrelly, (1985) ; Rippka ,(1988) ; Komarek & Anagnostidis, (1999), Komarek &
Anagnostidis, (2005) et Komarek et al., (2014) ).

Les critéres retenus sont :

- la structure globale de la micro algue (coloniale ou filamenteuse),

- la forme de la colonie ou du trichome,

- La forme des cellules végétatives et des cellules apicales (filamenteuses),
- La taille et la couleur des cellules,

- Présence ou absence degaine gélatineuse, d’akinétes et d’hétérocystes.
5.2.4.2. Dénombrement :

Afin d’avoir une estimation du nombre de cellules de cyanobactéries dans nos échantillons, SOuL des
¢chantillons conservés au formaldéhyde ont ét¢ injecté dans une cellule de comptage (Nageotte), cette
derniére est une grille constituée de 40 bandes qui correspondent a une surface donnée, ce qui permet
une estimation du nombre de cellules par millilitre (Brient et al., 2001).

Pour les formes filamenteuses (Cylindrospermopsis, Planktothrix...) leur nombre de cellules a été
estimé en divisant la longueur du filament par la moyenne de la longueur des cellules.

Pour les formes coloniales ( Microcystis, Aphanocapsa, ...) leur abondances est estimée en s basant sur
la surface des colonies et sur la surface moyenne des cellules , en prenant en compte le pourcentage de
vide que peut avoir une colonie. Le calcul des abondances cellulaires se fait par les formules suivantes :

Nombre de cellule = :—21 -A
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S1 : Surface colonial
S2 : Surface cellulaire
A : estimation visuelle de la proportion (x/100) du vide dans la colonie
S1 _ X
A=

~s2 " 100
Le nombre de cellules obtenues par ses formules, est introduit dans la formule suivante afin d’avoir
une concentration cellualire par litre :

Nombre de cellules/S0uL= (). Ncell/b)X40/50

Nombre deﬁzlesuL

Nombre de cellules/mL= m 5

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

V : volume de I’échantillon filtré en millilitres

40 : Nombre total de bandes de la Nageotte

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

. e

Figure 12: identification et dénombrement des cyanobactéries au microscope optique a 1’aide de la
cellule de Nageotte.

5.2.5. Etude des morphotypes du genre Cylindrospermopsis :

Afin d’étudier les différents morphotypes de Cylindrospermopsis, 1’estimation de la biomasse a été
réalisée a partir du biovolume. Celui-ci a été calculé en mesurant la longueur et la largeur des filaments,
en assimilant leurs structures a des formes géométriques spécifiques : cylindrique pour le filament,
sphérique pour ’akinete et hémisphérique conique pour I’hétérocyste (Hillebrand et al., 1999) (Fig.
13).

Le biovolume obtenu a ensuite été converti en biomasse en supposant que 10° pm? équivaut a 1 pg.

Par ailleurs, les proportions des formes terminales ont été déterminées par 1’observation de 100
filaments par échantillon.

Volume cylindrique (filament) = ngZXh

Volume ellipsoide (akinéte) = ngZXh

T
Volume hémisphérique conique (hétérocyste) = EXdZXh

d : diamétre h : hauteur.
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Figure 13 : Formes géométriques de base pour le calcul du biovolume.
A : Cylindre b : ellipsoide, ¢ : hémisphérique conique

5.2.6. Fréquence d’occurrence (FO%) des genres de cyanobactéries identifiés :
La fréquence d'occurrence est une mesure couramment utilisée pour évaluer la présence relative

d'une espéce ou d'un groupe d'organismes dans un environnement donné. Elle est calculée en

fonction du nombre de fois ou I’espece est observée par rapport au nombre total de prélévements

effectués, selon les méthodologies décrites par Bigot et Bodot (1973) ainsi que Guergueb (2016).
FO% = = X 100

F : fréquence d'occurrence ;

Pi : nombre total d'échantillons contenant les espéces prises en considération ; P : nombre total

d'échantillons prélevés.

En fonction de la valeur de FO on distingue les catégories suivantes :

100 % 1’espéce prise en considération est omniprésente, constantes si 75 % < FO < 100 %, régulicres

s1 50 % < FO <75 %; accessoires si 25 % < FO < 50 %, accidentelles si 5 % < FO < 25 %, rares si

FO <5 %.

» Protocole de dissection de I’anodonte et de la carpe :

Afin de prélever I’hépatopancréas et les visceres de la carpe nous avons suivi ce protocole de dissection
décrit ci-dessous (figure x) :

- placer le poisson face latérale pour avoir un accés libre a la cavité abdominale.

- faire une incision avec des ciseaux ou un scalpel depuis 1’anus jusqu’a la base de 1’opercule.

- Effectuer une autre incision perpendiculaire pour élargir I’ouverture.

- Soulever doucement les tissus pour éviter de perforer les organes internes.

- Retirer les intestins en évitant d’endommager d’autres organes

- Localiser I’hépatopancréas sous I’estomac et le retirer délicatement.

- Rincer les organes avec de I’eau distillée afin d’éliminer les impuretés.

- Faire un pool pour chaque organe des trois individus et homogénéiser doucement.

- Faire le transfert des pools dans les flacons adaptés a la lyophilisation

- Une fois lyophilisés, réduire les tissus en poudre fine a 1’aide d’un mortier.

- Conservation des échantillons a -20°C jusqu’a I’extraction et I’analyse.
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Vessie natatoire

Figure 14 : Photographie montrant 1'exposition des organes de la cavité abdominale de la
Carpe commune (Cyprinus carpio).

> Protocole de dissection de ’anodonte et de ’anodonte :

Afin de prélever les organes de I’anodonte nous avons suivi le protocole de dissection suivant :

- Placer les trois individus sur une planche, valve la plus plate vers le bas

- A T’aide d’un scalpel, on insére délicatement la lame a travers la charniére

- Sectionner les deux muscles adducteurs du bivalve (antérieur et postérieur) pour ouvrir les deux
valves.

- Nettoyer les organes a I’aide de 1’eau distillée afin d’éliminer les débris.

- Prélever la totalité des organes des anodontes et les mettre dans un récipient afin de faire un
pool.

- Homogénéiser doucement afin d’obtenir un échantillon représentatif

- Transfert du pool d’organes dans des flacons adaptés pour lyophilisation

- Une fois lyophilisés, réduire les tissus en poudre fine a 1’aide d’un mortier.

- Conservation des échantillons a -20°C jusqu’a I’extraction et I’analyse.

Figure 15 : ’anodonte vue face ventrale
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5.2.7. Extraction et analyse des cyanotoxines a partir des cyanobactéries et des organismes
aquatiques :

Le dosage de la Cylindrospermopsine et de la micrcytine-LR a été effectué par la méthode ELISA. Les
protocoles de séparation et d’extraction a partir des cyanobactéries et des organismes seront présentés
ci-dessous, tandis que les étapes du test ELISA seront détaillées en annexe 3 et 5.

5.2.7.1. Extraction et analyse de la Cylindrospermopsine a partir des cyanobactéries

Le dosage des cylindrospermopsines a été réalisé par la méthode ELISA sur les échantillons d'eau
prélevés mensuellement dans les stations, d'octobre 2021 a septembre 2022. Cette analyse a permis de
quantifier a la fois les cylindrospermopsines intracellulaires et extracellulaires présentes dans nos
¢échantillons d'eau. Pour quantifier la cylindrospermopsine (CYN) dans les échantillons d’eau, il est
nécessaire de séparer ses fractions intracellulaire et extracellulaire, suivie d'une extraction spécifique
de la CYN intracellulaire. Le protocole suivant décrit les différentes étapes de cette analyse.

v’ Séparation des fractions intracellulaire et extracellulaire

1. Un litre d'eau brute a été filtré sous vide a 1’aide d’un filtre Whatman GF/C afin de séparer la
CYN intracellulaire (retenue sur le filtre) de la CYN extracellulaire (présente dans le filtrat).

2. Le filtrat a été conservé a -18 °C en vue de 1’analyse de la CYN extracellulaire.

3. Labiomasse retenue sur le filtre a été séchée pendant 3 heures, puis suspendue dans 5 mL d’eau
ultrapure avant d’étre congelée a -18 °C pour l'extraction de la CYN intracellulaire.

«» Extraction de la CYN intracellulaire

L’extraction a été réalisée selon la méthode décrite par Bormans et al. (2013), en suivant les étapes
suivantes :

1. Décongélation des échantillons préparés.

2. Application d’une ultrasonification en deux cycles de 60 secondes chacun, a une puissance de
130 W, a I’aide d’un sonificateur Sonics (sonde Vibracell 75185).

3. Incubation des échantillons pendant 1 heure dans un bain de glace.

4. Répétition du second cycle de sonification, suivie d’un refroidissement supplémentaire de 1
heure.

5. Centrifugation des échantillons pendant 5 minutes a 4000 tours par minute.

6. Récupération du surnageant contenant la CYN pour les analyses ultérieures

« Extraction de la Microcystine LR intracellulaire :

L’extraction de la MC-LR des échantillons d’eau a été faite selon la méthode décrite par Chorus &
Bartram (1999). Les étapes sont décrites comme suit :
1. filtration d'un volume d’eau brute (600-1000 mL) a travers un filtre en Microfibre de verre (47
mm, GF/C, Whatman®).
2. L’extraction des microcystines a été réalisée dans 10 mL d’une solution de méthanol : eau a
80% (V : V). Dans tube conique de 15ml.
3. Sonification du mélange (3 cycles de 30s avec un intervalle de S5s entre les cycles).
4. Le mélange est ensuite centrifugé a 4000 rpm pendant 10 mn.
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5. faire une dilution 1/6 (moins de 20% de méthanol dans nos échantillons).

5.2.7.2.Extraction des cyanotoxines a partir des organismes :

o,

s Extraction de la cylindrospermopsine :

Dans le but d’extraire la cylindrospermopsine des organes, nous avons suivi le protocole selon (Saker
et al., 2004).

1. .apres lyophilisation, peser 500mg de chaque pool

2. mettre dans un tube conique et ajouter SmL de MeOH a 100%
3. faire une sonification de 3 cycles sur glace pendant 60sec

4. centrifugation du mélange a 10000g pendant 10 mn

5. récupération du surnageant et le mettre sous rotavap.

6. resuspendre dans 1000ul d’eau pure.

s Extraction de la microcystine :
Pour I’extraction de la microcystine des organes, nous avons suivi les étapes du protocoles de
(Lance et al., 2006)
apres lyophilisation, peser 100mg de chaque pool.
mettre dans un tube conique et ajouter 1ml de MeOH a 80% et broyer.
laisser extraire pendant 12H a 4°C
ajouter encore 1ml de MeOH a 80%.
sonification du mélange pendant 3cycles de 30 secs avec une intervalle de 5 sec.
centrifuger pendant 10mn a 10000g.
conservation du surnageant et le résidu a été extrait encore.
diluer pour obenir a moins de 5% de MeOH. Pour I’analyse par immunoessai (Beattie et al..
1998).

e N A A

5.3 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées pour évaluer les relations entre les différents parameétres
étudiés et pour déterminer la structuration des données, en utilisant des méthodes appropriées afin
d'assurer la robustesse et la fiabilité des résultats. Pour cela, nous avons utilisé plusieurs bibliothéques
(packages) statistiques et graphiques : MASS, pastecs, FactoExtra et FactoMineR (Husson et al.,
2014). Tous les packages ont été téléchargés a partir du site officiel du CRAN (The Comprehensive R
Archive Network) : http://cran.r-project.org/web/packages/.

La normalité des distributions a été vérifiée préalablement a I'aide du test de Shapiro-Wilk. Etant donné
que les distributions étaient majoritairement asymétriques, nous avons opté pour des alternatives non-
paramétriques dans notre analyse statistique. Les corrélations entre les séries de parameétres ont été
¢évaluées a l'aide du coefficient de corrélation non-paramétrique de Spearman (r), afin d'analyser
l'intensité des relations entre ces parametres. De plus, des comparaisons inter-stations et inter-saisons
ont été réalisées a 1'aide du test de Kruskal-Wallis, suivi du test de Mann-Whitney pour comparer deux
groupes indépendants d'organismes ne suivant pas une distribution normale. L'analyse en composantes
principales (ACP) a ¢également été utilisée comme méthode descriptive et exploratoire pour
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caractériser, par une approche multivariée, la structuration des stations du lac Oubeira. Enfin, une
analyse hiérarchique a été réalisée pour mieux visualiser les similitudes inter-sites et inter-saisons
(Dagnelie, 2007 et 2011).
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II1. Résultats :

1. Caractéristiques physico-chimiques des eaux du lac Oubeira :

1.1 Température :

Les températures des eaux du lac Oubeira sont comprises entre 11.7°C (en Décembre) et 30°C (en
Juillet). L’écart entre les T® maximale et minimale est de I’ordre de 18.3°C et la température moyenne
est égale a 20.8°C, et. Les températures inférieures a 20°C sont enregistrées d’Octobre a Mars et celles
supérieures a 20°C sont notées d’Avril a Septembre.

L’¢évolution saisonni¢re de la température dans les six stations d’échantillonnage suit I’ordre croissant
suivant : Hiver (14°C) < Automne (15.75°C)< Printemps (25 °C) < Et¢é (28.6°C). les T° les plus basses
sont relevées dans S3 en automne et en hiver et dans S1 au printemps et en été. Les T° les plus élevées
sont notées dans S4 en automne, dans S5 en hiver, dans S6 au printemps et dans S3 en été. (figl6)
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Figure 16 : Variations spatio-temporelles de la température des eaux du lac Oubeira

1.2 Oxygene Dissous :

Les teneurs en oxygene dissous dans les eaux du lac Oubeira oscillent entre 8,29 et 10,85 mg/l ; la
moyenne étant de I’ordre de 9,56 mg/I. Les teneurs en oxygene dissous rencontrées dans les différentes
stations varient de 9.36 a 9.88 mg/l selon I’ordre décroissant suivant : S4> S3> S6> S5> S1> S2 .
L’amplitude entre les valeurs maximale et minimale est de I’ordre de 2,56 mg/L.

Les teneurs en oxygeéne dissous sont basses en été (8.78 mg/l), élevées en hiver (10.23 mg/l) et
intermédiaires au printemps (9.53 mg/l) et en automne (9.71 mg/l). Les valeurs les plus basses sont
notées dans S2 en automne, dans S1 en été, dans S6 au printemps et dans S3 en hiver. Quant aux
valeurs les plus élevées elles sont enregistrées dans S5 pour I’ensemble des saisons. (fig.17)
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Figure 17 : Variations spatio-temporelles des teneurs en oxygeéne dissous dans les eaux de I’Oubeira
1.3 Le potentiel d’hydrogéne (pH) :

Les eaux du lac Oubeira sont alcalines, car le pH moyen est de ’ordre de 8.86 et les valeurs.
enregistrées varient de 8,02 (en décembre) a 9,38 (en juin). Les valeurs moyennes notées dans les six
stations restent assez proches, I’écart étant de seulement 0.24).

Les valeurs saisonniéres les plus basses sont relevées en hiver (8,53) et en automne (8,55), tandis que
les plus élevées sont enregistrées au printemps (9,14) et en été (9,22). Les valeurs les plus basses sont
enregistrées dans S5 (en automne), dans S1 (en hiver et au printemps) et dans S2 (en été) ; quant aux
valeurs les plus élevées, elles sont relevées dans S3 (en automne), dans S5 (en hiver et au printemps)
et dans S3 (en ét¢). (fig.18)
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Figure 18: Variations spatio-temporelles du pH des eaux de 1’Oubeira
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1.4 La conductivité

Les valeurs de la conductivité des eaux du lac Oubeira varient de 650,5 pS/cm (en janvier) a 998 uS/cm
(en septembre) ; I’écart entre les valeurs extrémes est de I’ordre de 348,3 uS/cm quant a la valeur
moyenne annuelle elle est égale a 739 uS/cm. La valeur moyenne de la conductivité la plus élevée est
notée dans S3 et la plus basse dans S1 selon I’ordre décroissant suivant : S3> S4> S5> S2> S6> S1.

Les valeurs de saisons sont de I’ordre de 660 puS/cm, en hiver), 694 uS/cm au printemps, 713 puS/cm
en automne ¢€té, et 884 uS/cm en été. La conductivité des eaux de I’Oubeira montre les valeurs les plus
basses dans S1 (en automne, au printemps et en ét€) et dans S6 (en hiver) ; quant aux valeurs les plus
fortes elles sont notées dans S5 (automne - été) et dans S4 (hiver — printemps). (fig.19)
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Figure 19 : Variations spatio-temporelles de la conductivité des eaux de I’Oubeira
1.5 La turbidité

La turbidité des eaux de 1’Oubeira varie de 64 (en février) a 398 NTU (en aotit) avec une moyenne
annuelle égale a 152 NTU ; Les valeurs de la turbidité suivent 1’ordre croissant suivant : S5< S3< S6<
S2< S4<S1 ; Les valeurs inférieures a 100 NTU sont enregistrées en hiver et celles de plus de 200
NTU en été ; des valeurs intermédiaires (143 NTU) sont relevées en automne et au printemps). Les
valeurs les basses sont rencontrées dans S6 (en automne, printemps et été) et dans S5 (en hiver). Les
stations qui abritent de fortes turbidités sont S1 (en automne et en été), S4 (en hiver) et S5 (au
printemps) (fig.20)
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Figure 20: Variations spatio temporelles de la turbidité des eaux de I’Oubeira
1.6 La transparence :

La transparence des eaux du lac Oubeira varie de 9,16 cm (en septembre) a 25 cm (en janvier) ; la
valeur moyenne annuelle est de ’ordre de 14,53 cm. L ensemble des stations abritent des valeurs de
la transparence inferieures a 15cm sauf dans S4 et S6 (15.2 et 15.08 cm respectivement. Les valeurs
de saison suivent 1’ordre décroissant suivant : hiver (proche de 21cm) > printemps (15.33 cm)
>automne (13 cm) > été (11.33 cm).

Les valeurs les plus élevées, supérieures a 15 cm, sont observées dans S6 (en été, au printemps et en
automne) et dans S4 (en hiver) ; quant aux valeurs les plus basses elles sont relevées dans S1 durant
les 4 saisons. (fig.21)
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Figure 21 : variations spatiotemporelle de la transparence dans 1’oubeira
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1.7 Ammonium :

Dans les eaux du lac Oubeira, les concentrations en ammonium varient de 16 pg/L (en avril) a 58 ng/L
(en janvier), a I’exception de deux pics enregistrés en décembre (312 pg/L) et en mars (221,4 pg/L) ;
La concentration moyenne annuelle est égale a 74 pg/L. La distribution spatiale des teneurs en
ammonium varie d’une station a 1’autre : S4 (47 pg/L) < S6 (64 pg/L) < S3 (67 ng/L) <S2 (76 ng/L)
<S5 (77 pg/L) <S1 (113 pg/L).

Les valeurs saisonniéres montrent des variations illustrées par des concentrations de plus de 100 pg/L
en automne (127 pg/L) et en hiver (101 pg/L) ; les valeurs estivales ne représentent que 46 pug/L, quant
a celles du printemps, elles sont les plus basses (21 pg/L). Les teneurs en ammonium les plus basses
sont notées dans S4 (automne, hiver, ¢ét€) et dans S3 (printemps) et les plus €élevées dans S1 (hiver,
¢été), dans S2 (printemps), dans S5 (automne). (fig.22)
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Figure 22 : Concentrations en ammonium notées dans les eaux de 1’Oubeira

1.8 Les Nitrates :

Le dosage des nitrates, dans les eaux du lac Oubeira, révele la présence de cet élément a concentrations
variables selon les stations et les mois de I’année. Les valeurs enregistrées oscillent entre 325 ng/L (en
mars) et 1341 pg/L (en septembre). Les concentrations inférieures a 1000 pg/L sont observées
d’octobre a juillet, tandis que celles dépassant ce seuil sont notées en aolt et septembre. Des pics
supérieurs a 600 pg/L, sont relevés en décembre (1054 pg/L), février (721 pg/L), aott (681 pg/L) et
septembre (800 pg/L).

Les teneurs moyennes en nitrates restent comprises entre 600 et 700 pug/L dans 1’ensemble des
stations ; toutefois, la distribution spatiale de cet élément suit ’ordre croissant suivant : S5 (611 pg/L)
<S2 (618 pg/L) <S4 (628 ng/L) <S6 (648 ng/L) <S1 (655 pg/L) <S3 (684 ng/L)

Les teneurs en nitrates enregistrées durant les saisons montrent de gros écarts ; en période estivale,
elles varient de 924 a 1126 pg/L (la moyenne étant de I’ordre de 1028 ug/L) ; en période automnale,
la moyenne de saison est égale a 530 pg/L et les teneurs varient de 367 a 641 pg/L ; Au printemps et
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en hiver, les teneurs moyennes en nitrates sont trés proches (502 et 501 pg/L respectivement) ;
toutefois, les valeurs varient de 461 a 570 ug/L au printemps et sont comprises entre 419 et 649 pug/L en
hiver. Les valeurs les plus basses sont rencontrées dans S1 (en automne), dans S5 (en hiver), dans S3
(au printemps), dans S4 (en été) ; en ce qui concerne les valeurs les plus élevées, elles sont enregistrées
dans S1 (en hiver et en été), dans S3 (en automne) et dans S6 (au printemps). (fig23)
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Figure 23 : Concentrations des nitrates enregistrées dans les eaux de I’Oubeira
1.9 Nitrites

Les concentrations en nitrites dans les eaux du lac Oubeira varient de 9,1 pg/L (en novembre) a 46
png/L (en décembre), a I’exception de deux pics enregistrés en janvier (68,13 pg/L) et en mars (66
ug/L). Des écarts importants entre les stations sont observés en mars (158,5 ug/L), en février (73,54
png/L), en janvier (57,2 pg/L) et en décembre (45 pug/L). Le reste de I’année, les concentrations restent
inférieures a 25 pg/L. la concentration moyenne en nitrites est égale a 25.24ug/L. Le classement des
stations selon leur teneur en nitrites suit I’ordre croissant suivant : S5< S4< S6< S3<S2 <S1.

Les valeurs saisonniéres mettent en évidence une augmentation progressive des concentrations en
nitrites selon 1’ordre suivant : printemps (12,5 pg/L) < été (13,03 pg/L) < automne (23,63 png/L) <
hiver (51,75 ng/L). Les teneurs en nitrites les plus basses sont relevées dans S2 (en été et au printemps),
dans S6 et S5 respectivement en automne et en hiver ; Des valeurs élevées en nitrites sont enregistrées
dans S3 et S4 (respectivement en automne et au printemps) et dans S1 (en hiver et en été). (fig.24)
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Figure 24 : Concentrations des Nitrites dans les eaux de 1’Oubeira
1.10 Les Orthophosphates :

Dans les eaux du lac Oubeira, a 1’exception des deux pics enregistrés en février (155,8 pg/L) et en
mars (124 pg/L), les concentrations en orthophosphates varient de 0 a 49,39 pg/L ; La concentration
moyenne annuelle atteint 35,78 pg/L. Des concentrations inférieures a 10 pg/L sont observées en
janvier et d’avril a septembre, tandis que des valeurs plus élevées sont notées durant le reste de I’année.
La distribution spatiale des teneurs en orthophosphates relevées dans les stations a lieu selon I’ordre
suivant : S3< S2< S6< S5< S4 < S1.

D’un point de vue saisonnier, les concentrations en orthophosphates sont élevées en hiver (96,14 ng/L)
et en automne (40,65 pg/L) ; Les concentrations de cet élément montrent de fortes baisses illustrées
par ’enregistrement de valeurs de I’ordre de 5,65 et 07 pg/L respectivement au printemps et en &té.
Les valeurs les plus basses sont relevées dans S6 (en automne) et dans S3 (en hiver, printemps et été) et
les plus élevées dans S4, S1, S3 et S6 respectivement en automne, en hiver, au printemps et en été.
(fig.25)
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Figure 25 : Concentrations des Orthophosphates rencontrées dans les eaux de 1’Oubeira

48



1.11 Chlorophylle-a :

Les eaux du lac Oubeira abritent des concentrations en chlorophylle-a comprises entre 67 et 1142
pg/L ; la teneur moyenne est de 1’ordre de 358 pg/L. La chlorophylle montre des teneurs de plus de
200 pg/L du mois de juin au mois de novembre ; il est utile de signaler les pics de plus de 1000
pg/L enregistrés en aolt et en septembre (1142 et 1085 pg/L respectivement). Par ailleurs, la teneur
en chlorophylle est le plus souvent comprise entre 350 et 360 ug/L et montre une distribution spatiale
qui suit I’ordre suivant : S4< S1< S3< S2<S6 < S5.

La chlorophylle montre les concentrations les plus élevées en été¢ (912 ug/L) et dans une moindre
mesure en automne (267 pg/L) et au printemps (162 pug/L); c’est, en revanche, en hiver que la
concentration en chlorophylle atteint sa valeur la plus basse (90 pg/L). Les concentrations en
chlorophylle les plus basses sont relevées dans S4, S2, S1 et S3 respectivement en automne, en hiver,
au printemps et en été ; quant aux teneurs les plus fortes elles sont notées dans S6 (en automne), dans
S5 (en été) et dans S3 (en hiver et au printemps). (fig.26)
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Figure 27: Teneurs en chlorophylle-a enregistrées dans les eaux de 1’Oubeira

2. Détermination du niveau trophique des eaux du lac Qubeira :

La caractérisation du niveau trophique d’un écosystéme aquatique est essentielle pour comprendre son
fonctionnement écologique, son état de santé et sa capacité a répondre aux pressions anthropiques. Le
niveau trophique est déterminé par une combinaison de parametres physico-chimiques et biologiques,
incluant notamment la concentration en nutriments (phosphore total), la production primaire (teneur
en chlorophylle-a) et la transparence de 1’eau, suivant les valeurs limites du systéme de classification
trophique des eaux selon I’O.C.D.E. (1982). Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes appuyés
sur deux criteéres principaux : la chlorophylle-a et la transparence de 1’eau. Le phosphore total n’a pas
¢été pris en compte, car seules les concentrations d’orthophosphates ont été¢ dosées. Les concentrations
moyennes de chlorophylle-a dans le lac Oubeira s'¢lévent a 358 + 356,6 ug/L, dépassant largement la
norme établie par 'OCDE. Elles se situent ainsi dans la catégorie hypereutrophe (> 25 pg/L). De méme,
les valeurs maximales de chlorophylle-a excedent également le seuil de 75 pug/L, confirmant ce niveau
trophique. Quant a la transparence, la valeur moyenne enregistrée est de 0,14 + 0,04 m, avec un
minimum de 0,07 m. Ces valeurs restent bien en dessous des seuils définis pour un état hypereutrophe
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Tableau 9: les valeurs limites du systéme de classification trophique des eaux (selon ’O.C.D.E.

Résultats

(1982).

paramétres Niveau trophique

hyper-oligotrophe Oligotrophe Mésotrophe eutrophe hypereutrophe
Phosphore total pg/l <4 <10 10-35 35-100  >100
Chlorophylle-a pg/l <1 <2,5 2,5-8 8-25 >25
(moy)
Chlorophylle-a pg/l <2 <8 25-75 >75
(max) 8-25
Disque de Secchi <3 <6 3-1,5 >1,5
(m)(moy) 3-6
Disque de Secchi <4 <3 1,5-0,7 >(0,7
(m)(min) 3-5

3. Etude qualitative des cyanobactéries dans les eaux du lac Oubeira

3.1 Inventaire

L’examen microscopique des caractéres morpho-anatomiques des cyanobactéries collectées dans les
eaux du lac Oubeira nous a permis d’identifier 20 genres répertoriés en 6 ordres : parmi lesquels 5
ordres sont des filamenteux (Nostocales, Oscillatoriales, Leptolyngbiales, Pseudanabaenales et
Spirulinales) et 2 ordres coloniales (Chroococcales, Synechococcales).
En termes de proportions, ce sont les Nostocales qui sont les plus abondants (90.5%) et sont suivis des
Chroococcales (4.9%), Oscillatoriales (3.1%) les autres ordres quant a eux font 1.2%. En ce qui
concerne la variété ce sont les Chroococcales et les Synechococcales qui sont les plus diversifiés,
représentés par cinq genres pour chaque ordre, suivi des Nostocales et des Oscillatoriales qui sont
représentés par trois genres chacun, les pseudanabaenales sont représentés par deux genres et enfin les
leptolyngbiales et spirulinales sont représentés par un genre chacun. ( Annexe 4)

Dans le tableau 10 sont présentés les principaux genres rencontrés dans les eaux du lac Oubeira.
Tableau 10 : liste des genres identifiés dans les eaux collectées du lac Oubeira ( 2021-2022)

Nostocales Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Dolichospermum

Oscillatoriales Planktothrix, Oscillatoria,
Geitlerinema

Chroococcales Microcystis, Aphanocapsa, Aphanothece, Chroococcus,
Gomphosphaeria

Synechococcales Merismopedia, Coelomoron, Synechocystis, Snowella,
Woronichinia

Leptolyngbyales Planktolyngbya

Pseudanabaenales Pseudanabaena, Limnothrix,

Spirulinales Spirulina

Les genres rencontrés dans les eaux du lac Oubeira durant les mois d'étude sont présentés dans le
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tableau (11). La présence des genres varie d'un mois a l'autre. Le nombre de genres le plus faible (8) a
¢été observé en aolt et le plus élevé (16) en avril et en mai. La plus grande diversité a été notée en
octobre, avec 19 genres. En termes de formes de cyanobactéries, ce sont les genres filamenteux qui
ont dominé les eaux du lac pendant 9 mois (d'octobre a janvier, en mars et de mai a septembre). En
octobre, le nombre de genres coloniaux a dépassé celui des genres filamenteux ; en février et avril, ces
deux formes étaient en nombre égal.
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Résultats

Tableau 11 : Diversité générique mensuelle des cyanobactéries collectées dans les eaux de I’Oubeira

(2021-2022)

Octobre Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis, Merismopedia, Coelomoron,
(91, 10c) Planktothrix,  Geitlerinema,Oscillatoria, Aphanocapsa, Aphanothece,
Planktolyngbya, Pseudanabaena, Synechocystis, Snowella, Chroococcus,
Spirulina, Limnothrix Gomphosphaeria, Woroninichinia
Novembre Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis, Merismopedia, Coelomoron,
(71, 6¢) Planktothrix, Geitlerinema,Oscillatoria, Aphanocapsa, Aphanothece,
Planktolyngbya, Pseudanabaena Woroninichinia
Décembre Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis, Merismopedia,
(71, 6¢) Planktothrix,  Geitlerinema,Oscillatoria, Aphanocapsa, Aphanothece, Snowella,
Planktolyngbya, Pseudanabaena Woroninichinia
Janvier Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis,
(81, 3¢) Planktothrix, Geitlerinema,Oscillatoria, Merismopedia, Woroninichinia
Planktolyngbya, Pseudanabaena, Spirulina
Février Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis, Merismopedia,
(6f, 6¢) Geitlerinema, Planktolyngbya, Aphanocapsa, Synechocystis,
Pseudanabaena, Spirulina Chroococcus, Gomphosphaeria
Mars Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis, Merismopedia,
(8f, 6¢) Geitlerinema, Oscillatoria, Planktolyngbya, Aphanocapsa, Aphanothece,
Pseudanabaena, Spirulina, Chroococcus, Gomphosphaeria
Dolichospermum
Avril Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Microcystis, Merismopedia, Coelomoron,
(8f, 8¢) Planktothrix, Aphanocapsa, Synechocystis, Snowella,
Geitlerinema, Planktolyngbya, Chroococcus, Gomphosphaeria
Pseudanabaena, Spirulina,
Dolichospermum
Mai Cylindrospermopsis, Planktothrix, Microcystis, Merismopedia, Coelomoron,
(71, S¢) Geitlerinema,Oscillatoria, Planktolyngbya, Aphanocapsa, Chroococcus
Pseudanabaena, Spirulina,
Juin Cylindrospermopsis, Planktothrix, Microcystis, Merismopedia, Coelomoron,
(6f, 5¢) Geitlerinema, Oscillatoria, Planktolyngbya, Aphanocapsa, Aphanothece
Spirulina
Juillet Cylindrospermopsis, Planktothrix, Microcystis, Merismopedia, Coelomoron,
(71, 6¢) Geitlerinema, Planktolyngbya, Aphanocapsa, Aphanothece,
Pseudanabaena, Spirulina, Gomphosphaeria
Dolichospermum
Aofit Cylindrospermopsis, Microcystis, Merismopedia, Aphanocapsa
(51, 2¢) Planktothrix,Oscillatoria, Spirulina,
Dolichospermum
Septembre Cylindrospermopsis, Planktothrix, Microcystis, Merismopedia, Aphanocapsa
(6f, 3¢) Geitlerinema, Oscillatoria, Planktolyngbya,

Spirulina
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3.2 Fréquence d’occurrence et abondances relatives des cyanobactéries rencontrées :
L’évaluation de la fréquence d’occurrence des genres recensés dans les eaux de I’Oubeira, met en
¢vidence la présence constante de Cylindrospermopsis et Microcystis, la régularité d’Aphanizomenon,
Planktothrix, Geitlerinema, Planktolyngbya et Merismopedia, en revanche Oscillatoria,
Pseudanabaena et Aphanocapsa sont accessoires et Coelomoron, Aphanothece, Synechocystis,
Chroococcus, Gomposphaeria et Dolichospermum sont accidentels, le reste des genres Limnothrix,
Snowella et Woronichinia sont rares. (Tab.12)

En terme d’abondances relatives c’est le genre Cylindrospermopsis qui est le plus abondant, il
représente a lui seul plus 76.51%, suivi du genre Aphanizomenon qui représente 13.9%, le genre
Microcystis vient en troisiéme position avec 4.13% puis Geitlerinema qui représente 2.05%, les genres
Planktothrix et Aphanocapsa représentent 0.87%, 0.59% respectivement ; les proportions restantes
(1.87%) représenteraient les genres (Oscillatoria, Planktolyngbya, Pseudanabaena, Merismopedia,
Spirulina, Coelomoron, Aphanothece, Synechocystis, Limnothrix, Chroococcus, Snowella,
Dolichospermum, Woronichinia).

Tableau 12 : Fréquences d’occurrence et abondances relatives des genres identifiés

N° Genres AR% FO% Observations
1 Cylindrospermopsis 76,51 94,4

2 Microcystis 4,13 90,3 Constant
3  Aphanizomenon 13,90 58,3

4  Planktothrix 0,87 63,9

5  Planktolyngbya 0,41 59,7 régulier

6  Geitlerinema 2,05 69,4

7  Merismopedia 0,22 69.4

8  Oscillatoria 0,29 34,7

9  Pseudanabaena 0,12 37,5 accessoire
10  Spirulina 0,06 36,1

11  Aphanocapsa 0,59 29,2

12 Coelomoron 0,33 23,6

13 Aphanothece 0,06 6.9

14  Synechocystis 0,06 6,9

15 Chroococcus 0,17 13,9 accidentel
16 Gomphosphaeria 0,02 12,5

17  Dolichospermum 0,01 11,1

18 Limnothrix 0,01 2,8

19  Snowella 0,05 4,2 rare

20 Woronichinia 0,07 2,8

Omniprésent : F% = 100 % ; Constant :75 < F% < 100 ; Régulier : 50 < F% < 75 ; Accessoire : 25 <
F% < 50 ; accidentelles si 5 <FO <25 Rare: 0<F% <5.

La figure (27) représente les abondances relatives mensuelles des genres rencontrés dans les eaux du
lac Oubeira. Dans cette partie nous tiendrons compte des genres qui ont une abondance relative globale
supérieure a 2% ; ce qui nous donne un total de quatre genres : Cylindrospermopsis, Aphanizomenon,
Microcystis et Geitlerinema.
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Il ressort de la figure () que le genre Cylindrospermopsis prédomine pendant presque toute I’année
sauf pendant les mois de Janvier, Février, Avril et Mai ou les abondances relatives mensuelles sont de
17%, 3.22%, 3.19%, 2.49%. Ce n’est qu’en période automnale et estivale que les abondances sont
supérieures a 70%. Pour les mois de Mars et Juin les AR% sont de 35 et 65 % respectivement

Le genre Aphanizomenon prédomine uniquement pendant la période hivernale, atteignant une
abondance relative (AR%) de 92 % en février et de 71 % en janvier. A partir de mars, ses abondances
diminuent progressivement, passant a 15 % en mars et a 7,38 % en avril, avant de disparaitre
complétement le reste du cycle d’étude. En automne, les abondances sont extrémement faibles,
comprises entre 0,26 % et 1,17 %.

Le genre Microcystis est présent tout au long de 1’année, mais a des proportions variables. Sa
dominance est notable uniquement au printemps, ou il atteint plus de 28 % d’abondance relative.
Pendant le reste de I’année, Microcystis est peu abondant, car ses proportions varient de 0,86 % (en
septembre) a 12 % (en juillet).

Le genre Geitlerinema est également détecté tout au long de I’année, a I’exception du mois d’aott. Ses
abondances relatives sont globalement faibles, mais augmentent de maniére significative au printemps,
avec des valeurs comprises entre 11,9 % et 39 %. En dehors de cette période, ses abondances ne
dépassent pas 4 %.
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Figure 27: Abondances relatives des genres identifiés dans les eaux de 1’oubeira (2021-2022)

3.3 Variations spatiotemporelles des cyanobactéries :

Les densités mensuelles globales des cyanobactéries sont représentées dans la figure () ; les densités
varient de 4351 cell/mL (en Mars dans la station 6) a 1547960 cell/mL (en aot dans la station 1).
L’abondance saisonni¢re varie selon 1’ordre croissant : Printemps (10.36%) < Hiver (12.98%) <
Automne (22.76%) < été (53.87%). (fig.28)
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En période automnale, les densités de cyanobactéries varient entre 152120 cellules/mL et 676200
cellules/mL. Des pics dépassant 500000 cellules/mL sont enregistrés en octobre dans les stations 1
(510552 cellules/mL) et 2 (676200 cellules/mL), ainsi qu'en décembre dans les stations 1 (611759
cellules/mL), 2 (565719 cellules/mL) et 3 (547747 cellules/mL). En dehors de ces pics, les densités
relevées dans les autres stations, pendant ces trois mois, fluctuent entre 250000 cellules/mL et 485000
cellules/mL, a I'exception de la station 5, qui enregistre, en décembre, la valeur la plus basse de la
saison (152120 cellules/mL).

En période hivernale, les densités les plus élevées sont notées au mois de Février dans les six stations ;
nous notons, en effet, un pic de 1200000 cell/mL dans S3, et des valeurs qui oscillent entre 370 000
cell/mL et 580 000 cell/mL dans le reste des stations. Durant le mois de Janvier les densités fluctuent
entre 93 000cell/mL et 142 000cell/mL sauf dans S1 (26 400cell/mL). Ce n’est qu’au mois de Mars
que les densités les plus basses sont enregistrées ; dans 1I’ensemble des stations, les valeurs oscillent
entre 4300 et 19 800 cell/mL sauf dans S1.

Durant la période printaniére, les densités de cyanobactéries oscillent entre 16 000 et 430 000 cell/mL ;
les valeurs les plus basses (moins de 45 000 cell/mL) sont notées en avril ; en revanche, deux pics
significatifs ont été relevés en juin dans les stations 2 et 6 (430 000 cell/mL et 319 000 cell/mL,
respectivement) alors que dans le reste des stations, les valeurs restent comprises entre 86 000 et 180
000 cell/mL. Quant au mois de mai, les densités varient de 86 000 a 188 000 cell/mL.

Durant la période estivale, les densités de cyanobactéries oscillent entre 93 000 et 225 000 cell/mL en
juillet et dépassent le seuil du million de cell/mL en aoit et en septembre que les valeurs dépassent le
seuil du million de cell/mL. En aott, des pics sont relevés dans S1 (1 540 000 cell/mL), dans S4 (1
520 000 cell/mL) et dans S3 (1 369 000 cell/mL. En septembre, les pics de I’ordre de 1 230 320, 1 504
440 et 1 488 200 cellules/mL sont relevés dans S4, S5 et S6 respectivement.
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Figure 28 : variations spatiotemporelles des densités globales des cyanobactéries collectées dans les
eaux du lac Oubeira
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3.4 Distributions spatio-temporelles des cyanobactéries identifiées dans le lac Oubeira :

3.4.1 Cylindrospermopsis

Ce genre représente a lui seul plus de 76.51% de 1’abondance relative globale, il n’est pas présent en
Février dans S2 et S5, en Avril dans S6 et en Mai dans S1. Ses valeurs varient entre 1135 et 1 516 920
cell/mL durant toute I’année, en termes de proportions par rapport a la densité globale des
cyanobactéries collectées dans le lac Oubeira Cylindrospermopsis représente : 6% (Hiver), 40.12%
(Printemps) , 88.35% (Automne) et 96.97% ( ¢ét¢). (fig.29)

Durant la période hivernale, les densités de Cylindrospermopsis sont relativement faibles, allant de
135 cellules/mL (dans S5) a 99 205 cellules/mL (dans S3) en janvier. En février, bien que les densités
augmentent dans certaines stations, Cylindrospermopsis est absent dans les stations 2 et 5.

Durant le printemps, les densités de Cylindrospermopsis sont comprises entre 360 cell/mL (dans S6
en Mai) et 323 497 cell/mL (dans S2 en Juin) ; Des densités nulles sont relevées dans S6 et S1 en Avril
et en Mai respectivement.

La période automnale se distingue par une forte abondance de Cylindrospermopsis, illustrée par des
densités de plus de 140 000 cellules/mL dans 1’ensemble des stations. Les valeurs varient entre 145
800 cellules/mL (dans S5 en décembre) et 618 820 cellules/mL (dans S2 en octobre). Deux autres pics
significatifs sont enregistrés en décembre (81 846 cellules/mL dans S1) et 540 740 cellules/mL (dans
S5).

L'abondance de Cylindrospermopsis est particulierement élevée durant la période estivale. Une
augmentation notable est observée dés le mois de juillet, ou les valeurs sont comprises entre 58 613
cell/mL (dans S1) et 193 300 cell/mL (dans S4). En aoft, les valeurs dépassent 900 000 cell/mL et
atteignent deux pics de ’ordre de 1 516 920 cell/mL dans S1 et S4. Enfin, en septembre, deux autres
pics de ’ordre de 1 491 680 cell/mL et 1 474 080 cell/mL sont enregistrés respectivement dans S5 et
Se.

Densités de Cylindrospermopsis (cellule/ml)
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Figure 29: variations spatio-temporelles des densités du genre Cylindrospermopsis rencontrés dans
les eaux de I’Oubeira (2021-2022)
3.4.2. Microcystis
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Le genre Microcystis représente 4.13% de I’abondance relative globale ; en termes de proportions, les
densités de Microcystis suivent I’ordre croissant suivant : 1.61% (été), 2.06 (Hiver), 5.34% (automne)
et 22.45% au printemps. (fig.30)

Durant 1’été, Microcystis est présent dans toutes les stations avec des densités variables selon les mois
et les stations ; les densités varient de 5 100 cell/mL (dans S6) a 48 560 cell/mL (dans S2) en juillet,
elles oscillent entre 3 080 cell/mL (s3) et 21 560 cell/mL (s5) en aott, et baissent jusqu’a atteindre des
densités comprises entre 6080 cell/mL et 16773 cell/mL en Septembre.

Durant la période hivernale, les valeurs ne dépassent pas les 20 000 cell/mL dans 1’ensemble des
stations ; les densités ne dépassent pas 1029 cell/ml en Janvier (S2), 19591 cell/mL en Février (S3) et
7070 Cell/mL en mars.

En automne, les densités atteignent un pic a 37 580 cell/mL en octobre (dans S5) ; les densités sont
comprises entre 15 400 cell/mL (s6) et 63 451 cell/mL (s2) en Novembre et entre 1747 cell/mL (s4) et
75 730cell/mL (s2) en Décembre.

La période printaniére quant a elle, représente la période ou Microcystis est le plus abondant, les
valeurs sont comprises entre 860cell/mL S5 en Avril et 100460 cell/mL (s1) en Mai. En avril, les
densités oscillent entre 860 cell/mL (s5) et 18 684 cell/mL (s3). En mai, les valeurs montrent une
augmentation notable et restent comprises entre 4 140 cell/mL (s5) et 100 460 cell/mL (s1) ; En juin,
les densités varient de 5 160 cell/mL (s1) a 51 968 cell/mL (s3).
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Figure 30 : variations spatiotemporelles du genre Microcystis dans les eaux de 1’Oubeira (2021-2022)

3.4.3 Aphanizomenon

Le genre Aphanizomenon représente 13.95 % de I’abondance relative globale ; il est absent en été ;
en termes de proportions les valeurs suivent 1’ordre croissant suivant : 0.64% (printemps), 0.73%
(automne), 87.71% (Hiver). (fig.31)
Pendant la période hivernale, Aphanizomenon montre les densités les plus élevées, ce dernier est
présent dans toutes les stations, surtout au mois de Février ou les valeurs dépassent 350 000 cell/mL et
sont le plus souvent proche de 500 000 Cell/mL a I’exception du pic de plus de 1 million de Cell/mL
enregistré dans S3. En Janvier les valeurs sont comprises entre 9200 cell/mL (S1) et 116 900 cell/mL
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(S5) quant au mois de Mars on note une diminution qui se traduit par ’enregistrement de densités
comprises entre 930cell/mL (s4) et 6058 cell/mL (S3).

Durant I’automne, il est présent dans presque toutes les stations a 1’exception de la station 2 et la station
3 en Octobre. Les densités a cette période sont comprises entre 960cell/mL (s4 en Octobre) et 8400
cell/mL (s6 en Novembre).

Durant le printemps, Aphanizomenon n’est présent qu’au mois d’Avril avec des densités plus faibles
comprises entre 1300 cell/ml dans la station 1 et 3100 cell/mL dans la station 3.

Densités du genre Aphanizomenon (cellules/ml)
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Figure 31 : variations spatiotemporelles du genre Aphanizomenon dans les eaux de 1’Oubeira (2021-
2022)

Geitlerinema

Dans les eaux du lac Oubeira, le genre Geitlerinema représente 2.05% de I’abondance relative
globale, 1’évolution de I’abondance saisonniére suit I’ordre croissant suivant : (0.19%) Automne, été
(0.23%), Hiver (1.52%) et Printemps (22.57%). (fig.32)
Durant I’automne, les valeurs des densités de ce genre varient selon les stations et les mois, elles sont
comprises entre 720 cell/mL (S1 en Décembre) et 64800 cell/mL (S5 en Octobre) ; il est assez
fortement présent dans S4 et S5 durant la période automnale.
Durant 1’¢été, les densités sont comprises entre 610cell/mL (s2) en Juillet et 39342 cell/mL (S4) en
Aout ; ce sont toujours les stations S4 et S5 qui abritent les densités de saison les plus élevées ; les pics
estivaux sont relevés dans S4
Durant la période hivernale, Geitlerinema présentent des densités qui varient de 1240 cell/mL (S1) a
37 142 cell/mL (S5) en Janvier. Les pics sont relevés dans S5 en janvier et en février et dans S4 et en
mars
La période printaniére présente des abondances plus ¢élevées que celles enregistrées durant les autres
périodes ; Geitlerinema montre des densités comprises entre 1055 cell/mL (s3) en Avril et 61762
cell/mL (s4) en Juin. A cette période de I’année, le plus grand nombre de pics est noté dans S4.
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Densités du genre Geitlerinema cellules/ml
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Figure 32: variations spatiotemporelles du genre Geitlerinema dans les eaux de I’Oubeira (2021-2022)

3.4.7 Autres

Le groupe Autres enregistre 3.41% de I’abondance relative globale, il englobe 16 genres (Planktothrix,
Aphanocapsa, Oscillatoria, Planltolyngbya Pseudanabaena, Merimopedia, Spirulina, Coelomoron,
Aphanothece, Synechocystis Limnothrix, Chroococcus, Gomphosphaeria, Snowella, Dolichospermum
et Woronichinia) et représente, en termes d’abondance, moins de 2%. (fig.33)

En période automnale, les densités du groupe "Autres" varient entre 0 cell/mL (station 4, décembre) et
48 080 cell/mL (station 5, octobre). L’abondance relative saisonnicre est de 6 %. Les valeurs les plus
faibles sont enregistrées en décembre (4 433 cell/mL), tandis que les plus €levées sont notées en
novembre (25 185 cell/mL). Durant cette période, les genres identifiés sont Planktothrix,
Aphanocapsa, Oscillatoria, Planktolyngbya, Merismopedia, Pseudanabaena, Spirulina, Coelomoron,
Snowella, Limnothrix et Woronichinia.

En hiver, un pic de 44 138 cell/mL est observé en février (station 3), tandis que les densités les plus
basses sont enregistrées en janvier (110 cell/mL, station 4). Les autres stations affichent des valeurs
comprises entre 186 et 14 639 cell/mL. L’abondance relative hivernale est de 4,18 %, avec une
composition similaire a celle de D’automne, incluant les genres Planktothrix, Aphanocapsa,
Oscillatoria, Planktolyngbya, Merismopedia, Pseudanabaena, Spirulina, Coelomoron et Snowella.
Au printemps, trois pics d’abondance sont enregistrés : 28 671 cell/mL en mai (station 1), 69 600
cell/mL en juin (station 1), et 36 180 cell/mL en juin (station 2). L’abondance relative atteint 16 %. La
diversit¢ taxonomique s’enrichit avec [’ajout du genre Aphanothece, Chroococcus et
Gomphosphaeria, en plus des genres déja présents en hiver et en automne.

En été, I’abondance relative du groupe "Autres" est plus faible (1,11 %), et les densités oscillent entre
2 719 cell/mL (station 3, septembre) et 24 840 cell/mL (station 2, juillet). Les genres observés incluent
Planktothrix, Oscillatoria, Planktolyngbya, Pseudanabaena, Merismopedia, Spirulina, Coelomoron,
Aphanocapsa, Chroococcus et Dolichospermum
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3.4.1 En période automnale
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Figure 33 : variations spatiotemporelles du groupe Autre dans les eaux de I’Oubeira (2021-2022)

3.4 Assemblage saisonnier des genres de cyanobactéries les plus abondants
Dans cette partie il est question de genres qui comptabilisent, en termes d’abondances relatives, plus
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Résultats /

Durant la campagne automnale (tab.13), 16 genres ont été recensés dans les eaux du lac Oubeira, le
calcul de la fréquence d’occurrence montre 1I’omniprésence de Cylindrospermopsis, la constance des
genres Microcystis, Aphanizomenon, Planktothrix, Oscillatoria et Merismopedia la régularité de
Planktolyngbya et Pseudanabaena. Les genres accessoires sont : Geitlerinema et Aphanocapsa. Quant
aux genres accidentels : Spirulina, Coelomoron, Aphanothece, Limnothrix, Snowella et Woronichinia
Tableau 13 : Fréquence d'occurrence et abondance relative des cyanobactéries collectées en période
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Limnothrix 0,02 8 accid
Snowella 0,17 8 accid
Woronichinia 0,26 8 accid

Omniprésent : F% = 100 % ; Constant : 75 < F% < 100 ; Régulier : 50 <F% <75 ; Accessoire : 25 <F% < 50 ; Rare : 0 < F% < 25.

Les genres dont I’abondance relative dépasse 1% (de I’abondance globale des cyanobactéries
collectées en période automnale) sont Cylindrospermopsis (plus de 88%), Microcystis (plus de 5%),
Aphanocapsa (plus de 1,5%) et Planktothrix (plus de 1,3%).

Le genre Cylindrospermopsis est rencontré dans 1’ensemble des échantillons a des densités variant de
251 000 a 470 000 cellules/mL (la moyenne saisonnicre étant de 1’ordre de 371 000 Cell/mL). La
distribution spatiale des densités de Cylindropsermopsis suit I’ordre décroissant suivant S1> S2> S3>
S4>> S6> S5 ; nous notons, en effet, des densités moyennes de plus de 400 000 Cell<</mL dans S1 et
S2, et celles comprises entre 300 000 et 400 000 Cell/mL dans S3, S4 et S6 ; la valeur la plus basse
(moins de 300 000 Cell/mL) étant relevée dans S5. (fig.34)

Microcystis, avec une abondance relative de 1’ordre de 5.34%, vient en deuxiéme position en montrant
des densités comprises entre 13 148 et 54 853 cellules/mL et une densité moyenne de saison de 1’ordre
de 22470 Cell/mL. La distribution spatiale des densités de Microcystis suit 1’ordre décroissant suivant :
S2> S3> S6> S1> S5> S4 ; les densités varient de 13000 a 14 000 Cell/mL dans S1, S5 et S4 et
dépassent 50 000, 22700 et 16500 Cell/mL respectivement dans S2, S3 et S6.

Aphanocapsa est collecté dans seulement 50% des échantillons et représente 1,5% de I’abondance de
saison ; il montre une densité moyenne de I’ordre de 6430 Cell/mL et des densités par station comprises
entre 3000 et 29000 Cell/mL (7 échantillons sur les 9 abritent plus de 10000 Cell/mL.

Le genre Planktothrix, bien que présent dans 16 sur les 18 échantillons, il ne représente, en termes
d’abondances relatives, que seulement 1,31 % avec des densités qui oscillent entre 3 031 et 7 495

cellules/mL (densit¢ moyenne de I’ordre de 5500 Cell/mL). Il est surtout présent dans S6, S1, S3 et
S4.

Densités (Cell/ml) des genres les plus abondants durant la période
automne

S1 S2 S3 S4 S5 S6

u Cylindrosermopsis W Microcystis ™ Planktothrix ™ Aphanocapsa
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Figure 34 : Les genres les plus abondants durant la période automnale (Oubeira 2021-2022
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3.4.2 En période hivernale :
» Fréquence d’occurrence

Le calcul des fréquences d’occurrence des 18 genres rencontrés dans les eaux de 1’Oubeira( tab.14),
fait apparaitre I’omniprésence d’Aphanizomenon, la constance des genres Cylindrospermopsis,
Microcystis, Geitlerinema, et Planktolyngbya, la régularit¢ de Pseudanabaena, Merismopedia et
Spirulina. Les genres accidentels sont représentés par Gomphosphaeria, Chroococcus, Synechocystis,
Aphanocapsa, Coelomoron et Oscillatoria. Les genres Dolichospermum, Snowella, Aphanothece,
Planktothrix sont considérés comme rares.

Tableau 14 : Fréquence d'occurrence et abondance relative des cyanobactéries collectées en période

hivernale

Genres AR% FO% obs
Cylindrospermopsis 6,04 92 const
Microcystis 2,06 88 const
Aphanizomenon 87,71 100 omni
Planktothrix 0,00 4 rare
Geitlerinema 1,53 96 const
Oscillatoria 0,03 8 accid
Planktolyngbya 0,39 83 const
Pseudanabaena 0,11 58 regulier
Merismopedia 0,20 67 regulier
Spirulina 0,16 71 regulier
Coelomoron 0,06 8 accid
Aphanocapsa 0,31 13 accid
Aphanothece 0,04 4 rare
Synechocystis 0,40 21 accid
Chroococcus 0,86 29 accid
Gomphosphaeria 0,08 29 accid
Snowella 0,01 4 rare
Dolichospermum 0,00 4 rare

Durant la saison hivernale, Aphanizomenon domine largement, représentant en termes d’abondance
relative presque 88% de 1'abondance saisonniere totale avec une densité moyenne de saison de I’ordre
de 229 380 cellules/mL. Selon la station les densités d'Aphanizomenon varient entre 120 060 et 365
136 cellules/mL et suivent I’ordre décroissant suivant : S3> S4> S5> S2> S6> S1.

En période hivernale, la présence de Cylindrospermopsis est illustrée par une abondance relative de
I’ordre de 6% et une densité moyenne de saison proche de 15 800 Cell/mL ; il affiche 2 pics de I’ordre
de 58500 et 15800 Cell/mL respectivement dans S5 et S1.

Microcystis est peu abondant car il représente a peine 2% de 1’abondance globale des cyanobactéries

collectées en hiver ; il est présent a des densités comprises entre 2457 et 8992 Cell/mL et comptabilise
une densité moyenne de I’ordre de 5400 Cell/mL ; des densités de plus de 5000 Cell/mL sont
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enregistrées dans S2, S3, S4 et S5. Geitlerinema montre une densité moyenne de 1’ordre de 4000
Cell/mL et une abondance relative proche de 1.5% de I’abondance globale de saison ; Il enregistre,
dans pratiquement 50% des échantillons, des densités de plus de 4000 Cell/mL. (fig.35)

Densités (Cell/ml) des genres les plus abondants durant la période

450000
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200000
150000
100000

50000

B Microcystis

hivernale

S1 S2 S3 S4 S5 S6

u Cylindrospermopsis ® Aphanizomenon

Geitlerinema

Figure 35 : Les genres de Cyanobactéries les plus abondants dans 1’Oubeira en période hivernale
3.4.3 En période printaniere :
> Fréquence d’occurrence

Le calcul de la fréquence d’occurrence des 17 genres collectés au printemps fait apparaitre( tab.15),
I’omniprésence de Microcystis et Geitlerinema, la constance de Cylindrospermopsis, Planktothrix,
Planktolyngbya et Merismopedia ; on note la régularité de seulement Coelomoron, les genres
Aphanizomenon, Pseudanabaena, et Aphanocapsa sont accessoires. Quant aux genres Oscillatoria,
Aphanothece, Chroococcus, Snowella et Dolichospermum ils sont considérés comme accidentels. Le

genre Gomphosphaeria est, quant a lui, rare.

Tableau 15 : Fréquence d’occurrence et abondance relative des genres recensés au printemps.

Cylindrospermopsis

Microcystis
Aphanizomenon
Planktothrix
Geitlerinema
Oscillatoria
Planktolyngbya
Pseudanabaena
Merismopedia
Spirulina
Coelomoron
Aphanocapsa
Aphanothece

AR%
40,13
22,46

0,64
421
22,57
0,58
3,11
0,14
1,18
0,03
2,67
1,52
0,37

FO%

91,67
100,00
25,00
83,33
100,00
8,33
91,67
25,00
91,67
12,50
62,50
25,00
8,33

const
omni
access
const
omni
accid
const
access
const
accid
regulier
access

accid
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Chroococcus 0,31 8,33 accid
Gomphosphaeria 0,05 4,17 rare

Snowella 0,00 0,00 accid
Dolichospermum 0,02 12,50 accid

Au printemps, huit genres de cyanobactéries montrent une abondance relative supérieure a 1 %.
Cylindrospermopsis domine avec une abondance relative saisonniére de 40,13 %, des densités variant
de 4413 a 109 997 cellules/mL, et une densit¢é moyenne de 1’ordre de 48 760 cellules/mL. La
distribution spatiale de Cylindrospermopsis suit 1’ordre décroissant suivant : S2> S6> S5> S4> S3>
S1.

Geitlerinema montre une abondance relative de 1’ordre de 22,57 % et une densité moyenne de 1’ordre
de 27 430 cellules/mL; Ses densités oscillent entre 18 451 et 44 704 cellules/mL et suivent 1’ordre
décroissant suivant : S1> S4> S2> S6> S2> S5.(fig.26)

En période printaniére, Microcystis représente 22,46 % de 1’abondance relative globale de saison, une
densit¢ moyenne de 1’ordre de 27290 Cel/mL, et des densités comprises entre 5 720 et 40 920
cellules/mL. Les densités moyennes de chaque station suivent 1’ordre décroissant suivant : S1> S3>>
S6> S2> S4> S5

Planktothrix présente une abondance relative de 1’ordre de 4,21 % et des densités variant entre 3 407
et 7 137 cellules/mL (densit¢ moyenne = 5118 Cell/mL). Les densités relevées dans chaque station
suivent I’ordre décroissant suivant : S4>S2> S3>S1> S6> S5.

Planktolyngbya et Coelomoron affichent des abondances relatives respectives de I’ordre de 3,11 % et
2,67 %, avec des densités moyennes assez proches (de l'ordre de 3782 et 3250 Cell/mL
respectivemeent) ; les densités les plus €levées sont rencontrées dans S1 et S2, ceci aussi bien pour
Planktolyngbya que pour Coelomoron. Quant a Aphanocapsa, il enregistre une abondance de 1.52%
avec des densités moyennes entre 0 et 5820 Cellules/mL

Densités (Cell/ml) des genres les plus abondants durant la période

printaniére
200000
150000
100000
50000 ﬁ
S1 S2 S3 S4 S5 S6
B Cylindrospermopsis B Microcystis m Geitlerinema Planktolyngbya
Coelomoron B Merismopedia B Aphanocapsa Planltothrix

Figure 36 : Les genres de Cyanobactéries les plus abondants dans 1’Oubeira en période printaniere
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3.4.4 En période estivale :
» Fréquence d’occurrence

Sur les 14 genres recensés dans les eaux du lac Oubeira (tab.16), le calcul de la fréquence d’occurrence
nous montre I’omniprésence de Cylindrospermopsis et Microcystis, la constance de Planktothrix, la
régularité de Merismopedia et Spirulina. Les genres Geitlerinema, Oscillatoria sont considérés comme
accessoires, les genres Planktolyngbya, Pseudanabaena et Aphanocapsa sont accidentels. Les deux
genres restants Coelomoron et Chroococcus sont rares.

Tableau 16 : Fréquence d’occurrence et abondance relative des genres recensés en été

AR FO
Cylindrospermopsis 96,97 100 omni
Microcystis 1,61 100 omni
Planktothrix 0,44 87,50 const
Geitlerinema 0,24 29,17 access
Oscillatoria 0,21 33,33 access
Planktolyngbya 0,10 20,83 accid
Pseudanabaena 0,03 12,50 accid
Merismopedia 0,13 70,83 regulier
Spirulina 0,03 45,83 regulier
Coelomoron 0,06 4,17 rare
Aphanocapsa 0,09 16,67 accid
Chroococcus 0,03 4,17 rare
Gomphosphaeria 0,00 4,16 rare
Dolichospermum 0,02 16,67 accid

En été, Cylindrospermopsis est omniprésent dans les eaux a des densités comprises entre 833 000 et
977 000 cellules/mL et une densité moyenne de 1’ordre de 847 000 cellules/mL; il représente, a lui
seul, 97 % de l'abondance saisonni¢re totale. La distribution spatiale des densités de
Cylindrospermopsis suit I’ordre croissant suivant : S2< S3< S1< S6< S5< S4. Le genre Microcystis
quant a lui représente 1.63% de I’abondance relative saisonnicres avec des densités comprises entre
6960 et 23248 cellules/mL et une densité moyenne de I’ordre de 14096 cellules/mL ; les densités
enregistrées par Microcystis dans les différentes stations suivent I’ordre croissant suivant : S4< S3<
S6=< S5< S1<S2. (fig.37)
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Densités (Cell/ml) des genres les plus abondants durant la période estivale
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Figure 37 : Les genres de Cyanobactéries les plus abondants dans 1’Oubeira en période estivale

3.5 Analyses statistiques des interactions entre les genres dominants et parametres
physicochimiques
3.5.1 Analyses descriptives des données saisonnieres
Le tableau 17 présente les résultats des analyses descriptives (moyenne, €cart type, médiane, valeurs
minimale et maximale, et coefficient de variation) de 11 variables abiotiques et biotiques mesurées
saisonni¢rement dans les eaux du lac Oubeira.

Tableau 17 : Description statistique des variables environnementales enregistrées dans les eaux de

I’Oubeira (2021-2022)

Paraméteres Automne Hiver Printemps été
Température (°C) 15,75 £ 3,06 14,25 £2,26 25,01 £4,03 28,68 £1,33
Oxygéne dissous (mg/L) 9,71 £ 0,61 10,23 £0,8 9,531 8,78 £ 0,85
pH 8,55+0,42 8,53 +£0,26 9,14+0,44 9,22 +0,25
Conductivité (uS/cm) 705,94+ 159 661,88 +20,57 698,38 £ 5,5 887,61 + 120,67
Transparence (cm) 12,19 £ 1,75 20,66 + 3,83 14,88 £ 1,18 10,38 +2,03
Turbidité (NTU) 143,05 + 39,68 80,39 + 37,55 143,4 + 66,8 239,72 +£ 125,96
Nitrites (ng/l) 23.63+7.02 50.63+24.28 12.56+4.91 13.03+2.54
Nitrates (ng/l) 562.36 £ 55.51 473 £ 86.99 502.34 £45.7 1028 £+ 78.09
Ammonium (ug/l) 127.42 +£29.82 101.8 £61.8 21.07 £12.46 46.48 £20.11
Orthophosphates (ng/l) 40.88 +23.04 13.6 £2,23 5.65+2.1 1.18 £0.79
Chlorophylle-a (ng/l) 267,33 +£102,18 90,12 + 30,02 162,6 + 63 912,29 + 304,12

3.5.2 Comparaison intersaison des paramétres physico-chimiques :

Le test de Kruskal-Wallis a révélé des différences hautement significatives (p < 0,001) entre les saisons
pour tous les parameétres (WT®, pH, DO, Cond, Trans, Turb, NH4+, NO2-, NO3-, PO4 et Chl-a),
(Tab.18)
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Tableau 18 : comparaison intersaison des valeurs médianes des paramétres physico-chimiques.

Intersaison
Paramétres ' P df
(value) | (value)
Temp (°C) 21.60 0.00
pH 17.18 0.00
DO (mg/L) 17.46 0.00
Cond (us/cm) 20.05 0.00
Trans (cm) 21.11 0.00
Turb 19.44 0.00

NH4-N (ug/L)  17.58  0.00
NO2-N (ug/L) 1725  0.00
NO3-N (ug/L)  16.479  0.00
PO4-P (ug/L)  20.52  0.00
Chl-a (ug/L) 21,6  0.00

W W W W W W W W W Www

y?obs : valeur du khi-deux observée ; df : degrés de liberté ; P : valeur de probabilité ; la valeur « Kruskal-Wallis chi-
squared » rapportée par la fonction R est égale a la statistique H calculée dans le test. Niveau de signification : P>0,05 :
différence non significative ; P<0,05 : différence significative ; P<0,01 : différence hautement significative ; P<0,001 :
différence trés hautement significative). Temp: température de 1’eau ; pH : potentiel hydrogene ; DO : oxygene dissous ;
Cond : conductivité ; Trans : transparence de I’eau ; Turb : turbidité ; NH4-N : ammonium ; NO2-N : nitrite ; NO3-N :
nitrate ; PO4-P : orthophosphate ; Chl-a : chlorophylle a.

3.5.3 Comparaison intersaison des genres dominants

Les comparaisons intersaisons des quatre genres dominants sont représentées dans la figure (38).

+ Le genre Cylindrospermopsis montre des différences trés hautement significatives
(p<0.0001) entre le printemps et 1’ét¢ et le printemps et I’automne ; Cylindrospermopsis
montre, par ailleurs, des différences hautement significatives (p<0.001) entre I’hiver et
I’automne, des différences tres significatives (p<0.01) entre I’hiver et 1’été et des différences
significatives (p<0.05) entre I’hiver et le printemps.

+ La présence du genre Aphanizomenon est illustrée par des différences trés hautement
significatives (p<0.0001) entre I’hiver et les 3 autres saisons (printemps, été et automne) ; ce
genre montre aussi des différences tres hautement significatives (p<0.0001) entre I’été et le
printemps et hautement significative (p<0.001) entre 1’été et I’automne.

+ Le genre Geitlerinema, montre des différences significatives (p<0.05) entre le printemps et
1’été et des différences hautement significatives (p<0.001) entre le printemps et I’hiver ; En ce
qui concerne les différences rencontrées entre le printemps et ’automne elles sont treés
hautement significatives (p<0.0001). Geitlerinema montre, par ailleurs, des différences treés
hautement significatives (p<0.0001) entre ’automne et I’hiver et trés significatives entre
I’automne et 1’été.

+ En ce qui concerne le genre Microcystis, les différences entre I’hiver et ’automne sont
significatives (p<0.05) et celles rencontrées entre 1’hiver et 1’été sont trés significatives
(p<0.01)
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Figure 38 : Comparaison des médianes et des répartitions interquartiles des genres dominants de
cyanobactéries selon les saisons (représentée par des boites & moustaches)

3.5.4 Influence des parametres physico-chimiques sur les paramétres biotiques :

L’ACP (Analyse en Composantes Principales) a été utilisé pour modéliser les relations linéaires entre
les variables biotiques et abiotiques afin de caractériser la qualité des eaux de surface du lac Oubeira.
Les variables « densités des quatre genres de cyanobactéries » ont été intégrées comme variables
quantitatives supplémentaires dans I’ACP a I’aide du package FactoMineR.

Le plan factoriel des deux premiers axes principaux révele une variation inter saison marquée, avec les
deux axes expliquant ensemble 84,14 % de la variance totale (Fig. 39a). Le premier axe explique 66,52
% de la variance totale ; il est positivement corrélé avec la turbidité (r=0,94, cos®=0,88), la température
de I’eau (r=0,91, cos*=0,83), la conductivité (r=0,91, cos?>=0,83), le pH (r=0,80, cos*=0,64) et le NO3-
N (r=0,82, c0s*=0,67). Sur ce méme axe, se projettent la chlorophylle-a (r=0,89, cos®=0,79) et
Cylindrospermopsis (r=0,81, cos?>=0,67). Cet axe est négativement corrélé avec 1’oxygene dissous (r=-
0,86, cos*=0,74), la transparence (r=-0,81, cos>=0,66), le NO2-N (r=-0,7, cos*=0,5) et le PO4-P (r=-
0,65, cos?>=0,42) ; sur ce pdle négatif, la projection du genre Aphanizomenon (r=-0,65, cos*=0,42) est
notée.

Le deuxieme axe explique 17,62 % de la variance totale ; il est positivement corrélé avec NH4-N
(r=0,74, cos*=0,55) et négativement corrélé avec Geitlerinema (r=-0,68, cos*=0,46) (Fig. 39a).
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En ce qui concerne la variation temporelle (fig 39.b), sur le pole positif de I’axe 1, se projette la saison
estivale ; cette dernicre se caractérise par des températures élevées, une turbidité accrue, une
conductivité élevée, ainsi que des concentrations élevées de chlorophylle-a et une abondance notable
de Cylindrospermopsis. Sur le pole négatif de I’axe 1, nous notons la projection de la saison hivernale
durant laquelle les eaux présentent des valeurs élevées en oxygene dissous, en transparence, de NO2-
N et de PO4-P, qui semblent favoriser la prolifération du genre Aphanizomenon a cette période de
I’année.

Sur le pdle positif de I’axe 2, la saison automnale est projetée, période durant laquelle les
concentrations de NH4 sont les plus €levées. Sur le pole négatif de I’axe 2, la saison printanicre se
projette ; cette période se caractérise par la forte présence du genre Geitlerinema. (fig39b)
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Figure (39) : Analyse en composantes principales (ACP) basée sur les variations saisonniéres des variables
biotiques et abiotiques dans le lac Oubeira, pendant la période d'octobre 2021 a septembre 2022.Turb :
Turbidité (NTU) ; NH4-N : ammonium (pg/L) ; NO2-N : nitrite (ug/L) ; NO3-N : nitrate (ug/L) ; pH :

potentiel hydrogene ; PO4-P : orthophosphate (ug/L) ; WT : température de l'eau (°C) ; Trans : transparence

(cm) ; Chl a : chlorophylle a (ug/L) ; Cond : conductivité (us/cm) ; DO : oxygene dissous (mg/L).

Les résultats du test de corrélation de Spearman (fig.40) (Annexe 2) font apparaitre que :

e Cylindrospermopsis présente une corrélation positive avec la chlorophylle-a (r = 0,91, p <
0,0001), la conductivité (r = 0,82, p < 0,0001), les nitrates (NO3) (r = 0,82, p < 0,0001), la
turbidité (r = 0,79, p < 0,0001), la température (r = 0,67, p = 0,0003) et Microcystis (r = 0,40,
p < 0,05). Cependant, Cylindrospermopsis présente des corrélations négatives avec la
transparence (r = -0,86, p < 0,0001), l'oxygene dissous (r = -0,67, p = 0,0003), les
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orthophosphates (PO4) (r = -0,58, p = 0,002), Aphanizomenon (r = -0,65, p = 0,0005) et
Geitlerinema (r = -0,57, p = 0,002). (Annexe 2)

Le genre Aphanizomenon est positivement corrélé aux orthophosphates (PO4) (r = 0,91, p <
0,0001), a l'oxygéene dissous (r = 0,87, p <0,0001), a la transparence (r = 0,75, p < 0,0001), aux
nitrites (NO2) (r=0,75, p<0,0001) et a ’ammonium (NH4) (r = 0,54, p =0,006). En revanche,
Aphanizomenon présente des corrélations négatives avec la température (r =-0,93, p <0,0001),
la turbidité (r = -0,85, p <0,0001), le pH (r =-0,75, p < 0,0001), la conductivité (r =-0,75, p <
0,0001), la chlorophylle-a (r =-0,74, p < 0,0001) et les nitrates (NO3) (r =-0,66, p = 0,0004).
Le genre Microcystis présente une corrélation positive avec la turbidité (r = 0,48, p < 0,05), la
chlorophylle-a (r = 0,48, p < 0,05), la conductivité (r = 0,40, p < 0,05) et Cylindrospermopsis
(r = 0,40, p < 0,05). Toutefois, Microcystis montre des corrélations négatives avec l'oxygene
dissous (r =-0,40, p < 0,05) et la transparence (r = -0,41, p < 0,05).

Le genre Geitlerinema présente une corrélation négative avec la chlorophylle-a (r =-0,55, p =
0,005), I’ammonium (NH4) (r = -0,54, p = 0,000), les nitrates (NO3) (r = -0,46, p < 0,05), la
conductivité (r = -0,44, p < 0,05) et Cylindrospermopsis (r = -0,57, p = 0,003). En revanche,
Geitlerinema présente une corrélation positive avec la transparence (r = 0,58, p = 0,002).
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Figure 40 : Corrélogramme (corrplot) présentant les corrélations entre les genres de cyanobactéries
les plus abondants et les paramétres abiotiques mesurés. Couleur bleue : corrélation positive ;

couleur rouge : corrélation négative ; absence de couleur : corrélation non significative.

Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

L'analyse du dendrogramme, basée sur les distances euclidiennes entre les stations du lac Oubeira,
révele l'existence de deux clusters (Fig. 41). Le premier cluster regroupe les stations 1 et 3, qui se
distinguent par des concentrations de nutriments plus élevées, dues aux apports provenant des oueds,
ainsi qu'une densité élevée en cyanobactéries (Cylindrospermopsis dans S1 en période automnale ;
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Aphanizomenon dans S3 en période hivernale). Le deuxiéme cluster regroupe le reste des stations ; le
regroupement de la station 2 et la station 6 semble illustrer 1’assemblage des genres en période
printaniére. Le rapprochement des stations 4 et 5 traduit la forte présence de Cylindropsermopsis en
période estivale.

En général, la typologie des dendrogrammes issus de I'ACM est en accord avec les plans factoriels des
ACP, qui illustrent la variation des parameétres biotiques et abiotiques ainsi que la structuration des
relations inter-stations au niveau du lac Oubeira.

Cluster Dendrogram

Station 3

Station 1

Station 2

0 H 3 i
Height

Figure 41 : Classification ascendante hiérarchique des stations d'échantillonnage en fonction de la
variation des parameétres biotiques et abiotiques (lac Oubeira).
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3.9 Caractérisation morphologique
3.9.1 Dimensions des filaments :

Les filaments de Cylindrospermopsis raciborskii collectés dans les eaux du lac Oubeira montrent une
longueur comprise entre 6 et 349 um (la moyenne étant de I’ordre de 64,6 + 22,49 um) et une largeur
qui varie de 2,09 a 4,83 um de diametre dont la moyenne est égale a 3,11 um (£ 0,38) (fig 43)

La longueur des filaments de Cylindrospermopsis raciborskii varie selon la période de I’année ;
Les filaments les plus longs sont rencontrés durant les mois de février (83.03 £ 43.89um), aotut (97
+31.12um) et septembre (93,49 + 21.61um). Les filaments les plus courts sont collectés durant les
mois de mai (28,47 um), juin (46,61 um) et juillet (33,39 um) (Fig 44). Durant le reste de I’année, la
longueur moyenne des filaments varie de 50 a 70 pm.
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Figure(42) : Variations mensuelles de la longueur des filaments de Cylindrospermopsis dans le lac
Oubeira 2021-2022 : les box plot illustrent la médiane, la moyenne ainsi que les valeurs minimales et
maximales des données.
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Figure(43) : Variations mensuelles de la largeur des filaments de Cylindrospermopsis dans le lac
Oubeira 2021-2022 : les box plot illustrent la médiane, la moyenne ainsi que les valeurs minimales et
maximales des données.

Les filaments de Cylindrospermopsis raciborskii montrent une largeur moyenne variable selon
la période de I’année ; Les filaments de moins de 3 um de largeur sont rencontrés durant la période
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s’étalant de mars a juin ; quant a ceux dont la largeur moyenne dépasse 3.3 um ils sont rencontrés
durant la période s’étalant de juillet & octobre ; la valeur maximale (3.87 + 0,63 um) étant enregistrée
en septembre (Fig.44).

3.9.2 Forme des filaments

Tout au long de ce cycle d'étude, a 1'exception d'une petite fraction de filaments légérement courbés,
les filaments observés étaient majoritairement droits ; aucun filament spiralé n'a été noté. Cependant,
des différences ont été observées aux extrémités des filaments ; en effet, nous avons constaté que
l'extrémité des filaments pouvait étre soit allongée, fine et pointue (Fig. 44b, "extrémité en forme
d'aiguille"), conique avec un apex moins pointu (Fig. 44a, "extrémité en forme de crayon"), allongée
avec un apex arrondi (Fig. 44c, "forme intermédiaire"), ou arrondie (Fig. 44d, "forme arrondie").

Figure 44 : Formes des extrémités des filaments ( a : forme de crayon, b : forme d’aiguille, ¢ : forme
intermédiaire, d : arrondie).

La forme intermédiaire est le type d'extrémité de filament le plus fréquemment observé ; cette
forme intermédiaire représente plus de 40 % des filaments. Des proportions comprises entre 50 et 70
% ont été notées dans 46 % des échantillons ; cependant, les plus faibles proportions ont été observées
en octobre, de janvier a mars et en juillet (30 - 40 %). Ce type d'extrémité de filament (forme
intermédiaire) n’est pas rencontré en avril et en mai.

Les filaments aux extrémités arrondies sont présents tout au long du cycle et représentent plus
de 38% des trichomes examinés. Ce type de filament montre ses plus fortes proportions de janvier a
mai, période pendant laquelle il enregistre une augmentation progressive de 35 a 100 %. Il est
modérément présent (20 a 30 %) de septembre a décembre et trés faiblement représenté en juillet (5%)
et en aolt (15%).

Les filaments dont I’extrémité est en forme de crayon représentent 16 % des filaments collectés.
Le type de filament a extrémité en forme de crayon n’est pas présent dans les échantillons prélevés en
mars, avril et mai mais il atteint ses plus fortes proportions en juin et en juillet (30 et 45%
respectivement) et montre des proportions comprises entre 5 et 20% durant le reste du cycle (Fig. 3).

Les filaments dont les extrémités sont en forme d’aiguille sont les moins fréquents car ils ne
représentent que 5% de ’abondance globale. Ils sont absents de février a juin et représentent, selon le
mois, entre 5 et 15 % de juillet a janvier (Fig. 45).
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Figure 45: Proportions des différentes formes d’extrémités des filaments collectés dans les eaux du lac
Oubeira (octobre 2021-septembre 2022).

3.9.3 Composantes du filament : Cellule végétative, Akinéte et Héterocyte
+ Cellule végétative

Les cellules végétatives observées dans les filaments varient de 6,03 a 18,75 um de longueur et de 2,09
a 4,83 um de largeur. De plus, les cellules situées au centre du filament sont nettement plus longues
que celles présentes aux extrémités. Certaines cellules peuvent contenir des inclusions granuleuses,
visibles au microscope sans coloration, apparaissant sous forme de points dans le cytoplasme.

+ Akinétes

Les akinétes présentent une forme elliptique a oblongue et contiennent des inclusions granuleuses dans
leur cytoplasme. Les akinetes mesurées affichent une longueur allant de 13,5 a 18,6 um et une largeur
comprise entre 3,8 et 4,2 um. Dans le filament, 1’akinéte peut étre trouvée pres d’une cellule végétative
ou précédant I’hétérocyste. En général, une seule akinéte est présente par filament, mais certains
filaments peuvent en contenir deux. Des akinétes libres peuvent également étre observées entre
septembre et décembre, avec une concentration maximale (supérieure a 700 pg/L) en octobre (Fig.
46).
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Figure 46 : Distribution des akinétes libres dans les eaux du lac Oubeira (octobre 2021-septembre
2022).

+ Hétérocystes

Les hétérocystes, quant a eux, se distinguent des akinétes et des cellules végétatives par leur forme
conique ou ovale, I'absence de granules dans le cytoplasme et leur plus petite taille (3,75 a 5,6 pm de
longueur et 2,9 a 3,8 pm de largeur). L hétérocyste est systématiquement positionné a l'extrémité du
filament, mais il peut également étre observé sous forme libre de mai a juillet et en septembre et octobre
(Fig. 47). C’est en juillet que sa biomasse atteint sa valeur maximale (244 pg/L)

Heterocystes (ng/l)
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Figure 47: Distribution des hétérocystes libres dans les eaux du lac Oubeira (octobre 202 1-septembre
2022).
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3.10 Evolution de la biomasse de Cylindrospermopsis raciborskii dans le lac Oubeira

Il ressort de la Fig. 48, que C. raciborskii est présent dans presque tous les échantillons, a 1’exception
de la période hivernale ou son absence est notée dans quelques stations. Les valeurs de la biomasse
varient de 4.15 a 45 689 nug/L. L’évolution de la biomasse de C. raciborskii comprend quatre phases :

e La premiere phase correspond a la période s’étalant de janvier a mai ; elle se caractérise par
I’enregistrement des valeurs les plus basses (entre 4.15 et 2 900 pg/L);

e La seconde phase est illustrée par une augmentation notable de la biomasse en juin - juillet ;
les valeurs enregistrées en juin varient de 190 a 9646 pg/L respectivement dans la station 1 et
dans la station 2.

e La troisieme phase s’illustre par une croissance exponentielle de la biomasse et 1’atteinte de
valeurs de I’ordre de 45 600 et 45 200 ug/L en aolt et septembre dans les stations 1 et 5
respectivement

e La quatriecme phase est considérée comme stationnaire du fait que la croissance de
Cylindrospermopsis se stabilise d’octobre a décembre, formant un plateau avec une biomasse
oscillant entre 19 900 ug/L dans S2 en Octobre et 4 747ug/L dans S5 en Décembre (Fig. 48).

Biomasse fotale de Cylindrospermopsis (ug/l)

g

Station

Figure 48 : Evolution de la biomasse de C. raciborskii dans les eaux du lac Oubeira (octobre 2021-
septembre 2022).

3.10.1 Morphotypes de I'espéce Cylindrospermopsis raciborskii

Dans les eaux du lac Oubeira, l'espéce Cylindrospermopsis raciborskii est présente sous différents
"morphotypes". Le filament, en plus des cellules végétatives qui le composent, peut inclure soit un
hétérocyste et une akinéte (Fig.6 e-f), soit uniquement 1’hétérocyste (Fig.6c¢), soit uniquement 1’akinéte
(Fig.6d), ou bien dépourvu des deux (Fig.6 a-b).
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Figure 49 : Observation microscopique des morphotypes de Cylindrospermopsis raciborskii dans le lac
Oubeira (2021-2022). (c,h,g) Trichome solitaire, (a,g) Trichome avec hetérocyste, (e,f) Trichome
avec akinéte, (b,d) Trichome avec hétérocyste et akinete. H : Hétérocyste, A : Akinéte. Echelle : 10
um.
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> Filaments sans akinétes et heterocystes :
Les filaments dépourvus d'akinétes et d'hétérocystes sont présents tout au long de la période
d’étude et représentent, en termes d’abondance, plus de 90 % de I’abondance globale ; Leur
biomasse est comprise entre 4 et 44 947ug/l. Les concentrations des filaments dépourvus
d'akinétes et d'hétérocystes varient : de 4 a 2 939 pg/L de janvier a mai, de 297 a 9 714 pg/L
en Juin-juillet, de 24 187 a 44 947 ng/L en aott - septembre et de 4 214 a 16 605 pg/L d’octobre
a décembre. Le pic enregistré en aofit par ce type de filament représente, en termes d’abondance
mensuelle, 87% de I’abondance globale enregistrée durant ce mois (Fig. 50).
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Figure 50 : Distribution spatiotemporelle des filaments sans akinetes et heterocystes collectés dans

les eaux du lac Oubeira

> Filaments avec Heterocystes :

Les filaments avec hétérocystes constituent 5,93 % de 1'abondance globale du fait de leur absence de
novembre a juillet dans 69% des stations ; durant cette période de 1’année, des biomasses de plus de
50 pg/L sont enregistrées dans seulement 15% des stations. Les filaments avec hétérocystes sont
présents dans I’ensemble des stations du mois d’aofit a octobre ou ils enregistrent les biomasses les
plus fortes ; durant cette période les valeurs varient de 470 a 1 400 pg/L en aott,de 1 100 a 5 500 pg/L
en septembre et de 500 a 1 700 pg/L en octobre (fig 51.).
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Figure 51 : Distribution spatiotemporelle de la biomasse des filaments avec hétérocystes (lac

Oubeira, Octobre 2021- Septembre 2022)

78

AN



> Filaments avec akinétes

Les filaments avec akinétes représentent moins de 2 % de 1’abondance totale du fait de leur présence
dans les eaux de 1’Oubeira uniquement de septembre a décembre ; Durant cette période, les biomasses
les plus faibles sont notées en septembre ; les valeurs enregistrées fluctuent entre 10 et 47 pg/L; la
moyenne €tant égale a 26 pg/L. Quant aux biomasses les plus fortes, elles sont relevées en octobre :
les valeurs oscillent entre 520 et 2245 ng/L ; la moyenne étant de 1’ordre de 1170 pg/L. Les valeurs
moyennes de la biomasse enregistrées en novembre et en décembre sont de 1’ordre de 574 et 649 pg/L
respectivement (fig.). Les biomasses sont comprises entre 246 et 900 pg/L en novembre et entre 200
et 1114 pg/L en décembre. C’est dans la station S2 que sont notées les valeurs maximales relevées en
septembre, octobre et décembre ; quant a celle de novembre, c’est la station S3 qui I’abrite.
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Figure 52 : Distribution spatiotemporelle de la biomasse des filaments avec akinetes (lac Oubeira
Octobre 2021-Septembre 2022)

» Filaments avec akinetes et heterocystes :

Les filaments avec akinétes et hétérocystes sont les moins fréquents car ils ne représentent que 0.69%
de I’abondance globale. Ce type de filament est absent dans 86% des stations ; sa présence est notée
en période automnale surtout en octobre ou il enregistre une biomasse moyenne proche de 1000 pg/L ;
les valeurs relevées dans les 6 stations oscillent entre 156 et 1812 ug/L ; toutefois, les biomasses de
plus de 1000 ng/L sont rencontrées dans les stations S1, S2 et S5. En novembre et en décembre, les
filaments avec akinétes et hétérocystes ne sont rencontrés que dans 4 stations a des biomasses qui
varient de 5 a 25 pg/L.
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Figure 53 : Distribution spatiotemporelle de la biomasse des filaments avec akinetes et hétérocystes
(lac Oubeira)

ACP:

Nous avons utilisé¢ une analyse en composantes principales (ACP) pour évaluer les facteurs physico-
chimiques associés aux morphotypes de Cylindrospermopsis dans le lac Oubeira.
Les deux premiers axes, correspondant aux valeurs propres les plus élevées, expliquent
respectivement 35,4 % et 16,9 % de la variance totale des données.

Le premier axe de I’ ACP est principalement représenté par : une influence positive de la température
atmosphérique (r = 0,97 ; cos? = 0,94), de la température de I’eau (WT) (r = 0,87 ; cos*> = 0,75), et de
la conductivité (r = 0,83 ; cos? = 0,69),

Ainsi que par une influence négative de : I’oxygene dissous (DO) (r =-0,594 ; cos* = 0,35), et de la
transparence de I’eau (r = —-0,67 ; cos? = 0,45).

Le deuxiéme axe est principalement influencé par : les précipitations (r = 0,78 ; cos? = 0,62), les
filaments avec akinétes (FA) (r=0,73 ; cos? = 0,53), les filaments avec akinetes et hétérocystes
(FAH) (r = 0,53 ; cos? = 0,33), et ’ammonium (NH4") (r = 0,59 ; cos® = 0,35).

L’ACP indique que les FA et FAH sont liés aux précipitations, et dans une moindre mesure a NH4".

Le filament simple F ne peut étre regroupé avec aucun autre parametre et ne semble pas influencé
par les autres variables mesurées (Fig. 54B).

Concernant 1’ordination spatiale, le graphique des individus (figure 54A) montre que les stations ne
forment pas de groupes distincts, ce qui indique un haut degré d’homogénéité entre les stations.
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Figure 54: Analyse en composantes principales (ACP) basée sur les parametres environnementaux et les
morphotypes de Cylindrospermopsis pendant la période d'octobre 2021 a septembre 2022 dans le lac Oubeira.
Abréviations des domaines : FAH: filaments avec akinétes et hétérocystes; FA: filaments avec akinétes ; FH:
filaments avec hétérocystes ; F: filaments sans hétérocystes ni akinétes ; NH4+ : Ammonium, NO2- : Nitrites,

NO3- : Nitrates ; PO4 : Orthophosphates ; WT®: température de I’eau ; pH : potentiel hydrogene ; DO:
oxygene dissous ; cond : conductivité ; trans : transparence ; Turb : turbidité ; T° atm : température
atmosphérique ; preci : précipitations ; CYN extra : cylindrospermopsine extracellulaire.
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Les résultats du test de corrélation de Spearman entre les morphotypes de Cylindrospermopsis et les
variables environnementales sont présentés dans la figure 59et (Annexe 2) Il ressort de ce tableau que :

Les filaments dépourvus d’hétérocytes et d’akinétes (F) sont positivement corrélés avec les
nitrates (NO3), la conductivité (Cond), la turbidité (Turb) et la température atmosphérique (T
atm) (p<0,001), avec la température de I'eau (WT) (p<0,01) et avec le pH (p<0,05). En
revanche, ce type de filament montre des corrélations négatives avec la transparence (Trans)
(p<0,001) et I'oxygene dissous (DO) (p<0,05).

Les filaments pourvus d’hétérocytes (FH) montrent des corrélations positives (p<0,001) avec
NO3, WT, pH, Cond, Turb, et T atm, mais des corrélations négatives (p<0,001) avec DO et
Trans.

Les filaments pourvus d’akinétes (FA) sont négativement corrélés avec Trans (p<0,001) et WT
(p<0,01) et montrent des corrélations positives avec les précipitations (p<0,001) et Cond
(p<0,01).

Les filaments pourvus d’hétérocytes et d’akinetes (FHA) sont positivement corrélés avec les
précipitations (p<0,001) et les orthophosphates (PO4) (p<0,01).
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Figure 59 : Le coefficient de corrélation de Spearman entre les parameétres environnementaux, les
morphotypes de Cylindrospermopsis. FAH : filaments pourvus d’hétérocystes et d’akinétes ; F : filaments
dépourvus d’hétérocystes et d’akinétes ; FA : filaments pourvu d’akinétes ; FH : filaments pourvus d’hétérocystes. NH4+
: ammonium, NO2- : nitrites, NO3- : nitrates, PO4 : orthophosphates, WT® : température de 1’eau, pH : potentiel
hydrogene, DO : oxygene dissous, cond : conductivité, trans : transparence, Turb : turbidité, T° atm : température

atmosphérique, preci : précipitations.
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3.7 Concentrations des cyanotoxines dans les eaux de ’Oubeira

Les résultats des analyses par ELISA des cyanotoxines contenues dans les eaux du lac Oubeira, ont
permis de quantifier deux toxines : la cylindrospermopsine (CYN) et la microcystine-LR (MC-LR).
3.7.1 Concentrations de la Cylindrospermopsine dans I’eau :

Plus de la moitié des échantillons d’eau présentent des concentrations en CYN inférieures a la limite
de détection (< 50 ng/L). La CYN est présente dans 83 et 92% des échantillons d’eau prélevés dans
S6 et S2 respectivement ; en revanche, sa présence est notée dans 50 et 17% des échantillons réalisés
respectivement dans S1 et S5. La concentration moyenne en CYN relevée dans chaque station varie
selon I’ordre décroissant suivant ; S6 (364 ng/L) > S2 (321 ng/L) > S1 (64 ng/L) > S5 (37 ng/L).

Les concentrations en CYN varient de 96 a 633 ng/L dans S2 et de 18 a 925 ng/L dans S6 ; Dans S5
un pic de I’ordre de 443 ng/L est noté en octobre ; dans S1, c’est en octobre et en aolit que sont relevés
2 pics de I’ordre de 327 et 233 ng/L respectivement.

Le plus grand nombre d’échantillons dont la concentration en CYN dépasse 500 ng/L est noté dans S6
(6/10) et S2 (4/11) ; nous notons, en effet, des pics de plus de 500 ng/L. en octobre (dans S1 et S2), en
novembre, décembre (dans S2), en juin (S6), en juillet (S2 et S6), en aofit et en septembre (S6).
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Figure 60: Concentration de la Cylindrospermopsine extracellulaire dans les eaux du lac Oubeira

3.7.2 Concentrations de la MC-LR dans le compartiment eau :

Dans les eaux de 1I’Oubeira, la microcystine (MC LR) est rencontrée dans plus de 89% des
¢chantillons ; elle est, en effet, moins présente dans S2 (8 sur les 12 échantillons) et S5 (11 sur les 12
échantillons) ; Le calcul de la concentration moyenne de microcystine par station fait apparaitre la
forte présence de MC LR dans S1 par rapport aux 2 autres stations (S1 (321 ng/L) > S5 (288 ng/L) >
S2 (210 ng/L). Le plus grand nombre d’échantillons dont la concentration dépasse 300 ng/L est
noté dans S1 (8/12), ensuite vient S5 (4/12) et enfin S2 (3/12). Les pics de plus de 400 ng.L sont
enregistrées en octobre, novembre et décembre dans I’ensemble des stations, en mai dans S2, en juin
dans S5 et en juillet dans S1. Quant aux concentrations en MC LR les plus basses, elles sont relevées
en janvier-février et en aolt-septembre.
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Figure 61: Concentrations (ng/L) de la microcystine (MC-LR) dans les eaux de 1’Oubeira

3.8.1.1 Concentrations de la Cylindrospermopsine chez I’anodonte :

Chez I’anodonte, la CYN est rencontrée dans plus de 83% des échantillons examinés a des
concentrations comprises entre 0.83 et 16.2 ng/g. Les concentrations de plus de 10 ng/g de CYN et
celles de moins de 2 ng/g de CYN concernent respectivement 40 et 30% des échantillons. Des valeurs
comprises entre 4 et 5.5 ng/g de CYN sont enregistrées dans les échantillons de décembre, avril et juin.
Les pics sont notés en novembre (16.2 ng/g), en mai (16.1 ng/g), en juillet et en aott (12 ng/g chaque
mois).
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Figure 62 : Concentrations de la Cylindrospermopsine chez 1’anodonte collectée dans 1’Oubeira

3.8.1.2 Concentrations de la microcystine LR chez I’anodonte :

La figure 63 montre les concentrations mensuelles de la microcystines (MC LR) enregistrées chez les
anodontes collectées dans le lac Oubeira. La microcystine est décelée dans seulement 75% des
échantillons examinés a des concentrations comprises entre 54 et 702 ng équivalent en MC-LR/g. les
concentrations de moins de 100 ng équivalent en MC-LR/g représentent plus de 55% des échantillons
(de décembre a février, en mai et en juillet) et celles comprises entre 100 et 200 ng équivalent en MC-
LR/g concernent les échantillons de juin et aolGt (174 et 143 ng équivalent en MC-LR/g
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respectivement). Quant aux concentrations maximales, elles sont enregistrées en mars et en septembre
(702 et 546 ng équivalent en MC-LR/g).

Le test de Mann-Whitney a révélé une différence significative entre les concentrations de
microcystine-LR (MC-LR) mesurées dans les deux groupes comparés (p<0.05).
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Figure 63 : Concentrations de la MC-LR chez I’anodonte collectée dans 1’Oubeira

3.8.2.1Concentrations de la Cylindrospermopsine chez la Carpe :

La concentration en CYN rencontrée dans le foie de carpe varie de 16 et 36 ng/g ; Les concentrations
de plus de 25 ng/g sont enregistrées dans les deux tiers des organes examinés ; des pics de plus de 28
ng/g sont relevés en décembre, juin et juillet (28, 36 et 35 ng/g respectivement). Les valeurs les plus
basses sont notées en novembre, février et mai (17, 19 et 16 ng/g respectivement).

Dans les viscéres de la carpe, la concentration en CYN est comprise entre 12 et 31 ng/g; Les
concentrations les plus basses (moins de 20 ng/g) sont rencontrés en février, mai et juin et les plus
¢levées (plus de 25 ng/g) sont enregistrées en mars, juillet, novembre et décembre (soit 44% des
¢chantillons); des valeurs intermédiaires sont notées en janvier et en avril.

Les résultats du test de Mann-Whitney indiquent une différence significative entre les concentrations
de cylindrospermopsine (CYN) mesurées dans I’eau et dans les organes (foies et visceres) de la carpe
(p =0.05).
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Figure 64: Concentrations de la cylindrospermopsine (CYN) chez la carpe peuplant I’Oubeira
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3.8.2.2 Concentrations de la microcystine (MC-LR) chez la carpe

Il ressort de la figure 65 que la MCLR est beaucoup plus présente dans le foie que dans les visceres ;
Elle est présente dans les neufs hépatopancréas analysés contre seulement 8 visceres ; en termes de
concentration moyenne, nous notons des valeurs de I’ordre de 849 et 461 ng équivalent en MC-LR/g
respectivement dans le foies et les visceres.

Dans les visceres, la concentration en MC LR varie de 0 a 1758 ng équivalent en MC-LR/g ; La MC
LR montre des pics de concentration supérieure a 1000 ng équivalent en MC-LR/g en novembre (1174
ng équivalent en MC-LR/g) et en décembre (1758 ng équivalent en MC-LR/g) ; les concentrations les
plus basses sont relevées en janvier et juillet (31 et 13 ng équivalent en MC-LR/g respectivement). Des
valeurs comprises entre 200 et 400 ng équivalent en MC-LR/g sont enregistrées durant la période
s’étalant de mars a mai.

Dans I’hépatopancréas, la concentration en MC LR est comprise entre 380 et 1628 ng équivalent en
MC-LR/g ; Les concentrations de plus de 1000 ng équivalent en MC-LR/g sont enregistrées dans un
tiers des échantillons en décembre, février et mars (1628, 1095 et 1400 ng équivalent en MC-
LR/g respectivement) ; Des concentrations de I’ordre de 957, 578 et 732 ng équivalent en MC-LR/g
sont relevées en novembre, mai et juillet respectivement. Les plus basses concentrations (comprises
entre 380 et 500 ng équivalent en MC-LR/g) sont notées en janvier, avril et juin (420, 448 et 380 ng
équivalent en MC-LR/g respectivement).
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Figure 65 : Concentrations de la microcystine (MC-LR) chez la carpe peuplant I’Oubeira

e Comparaison des concentrations de microcystine-LR entre 1'eau, les intestins et le foie

Le test de Kruskal-Wallis a révélé une différence significative des concentrations de microcystine-LR
entre les trois groupes (p <0.001). Ces résultats suggerent que les concentrations de MC-LR varient
significativement en fonction des compartiments étudiés, ce qui pourrait refléter une bioaccumulation
dans les tissus des organismes

e Comparaison des concentrations de cylindrospermopsine entre 1'eau, les intestins et le
foie
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Le test de Kruskal-Wallis a révélé une différence significative des concentrations de
cylindrospermopsine entre les trois (p <0.001). Cela suggere que 1'accumulation de cette cyanotoxine
peut étre influencée par le compartiment biologique, avec une concentration possiblement plus élevée
dans certains tissus.
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Discussion

Qualité physico-chimique des eaux du lac Oubeira

Les lacs jouent un rdle crucial dans 1'équilibre écologique et hydrologique des environnements
aquatiques. Cependant, de nombreux lacs subissent aujourd'hui une eutrophisation accélérée, souvent
favorisée par des apports excessifs de nutriments tels que I'azote et le phosphore. L une des principales
nuisances associées aux lacs eutrophes est la dominance du phytoplancton par les cyanobactéries, avec,
dans certains cas, la formation de floraisons toxiques (Paerl et al., 2001). Dans ce contexte, 1'examen
des paramétres physico-chimiques de la qualité de I'eau devient essentiel. Il permet, non seulement,
d’évaluer I’état de ces ressources, mais aussi de contribuer a leur gestion et a leur restauration, en
offrant une meilleure compréhension des facteurs influencant la santé¢ des écosystémes aquatiques
(Islam et al., 2018).

La température constitue 1’un des facteurs clés pour comprendre 1’influence des paramétres physico-
chimiques sur la biodiversité d’un plan d’eau ; les températures enregistrées dans les eaux du lac
Oubeira font apparaitre une période chaude estivale et une période froide hivernale avec une
température maximale de 31.1° et une température minimale de 10.9° (écarts de 20.2°C). Les
variations mensuelles de la température de 1’eau du lac suivent I’évolution des températures
atmosphériques (Jacobsen et Dangles 2017). Selon Delince (1992), la température est un facteur
déterminant qui agit sur la solubilité¢ des sels et des gaz dissous (tel que 1’oxygene dissous) ; ces
derniers agissent, a leurs tours, sur I’ensemble de 1’écosysteme (Aminot, 1983).

Les eaux de I’Oubeira bénéficient d’une bonne oxygénation, non seulement en hiver, mais aussi en
automne et au printemps ; les concentrations baissent en été. Les valeurs sont comprises entre 7 et
11.81mg/L. Cette variation s’explique par le fait que les niveaux les plus élevés d’oxygene dissous se
produisent a des températures de I’eau basses ou modérées et les plus faibles lors de fortes températures
des eaux. La température des eaux du lac Oubeira montre une corrélation négative trés hautement
significative (p<0,0001) avec la teneur en oxygene dissous. Autre point important, ¢’est I’'influence de
I’activité photosynthétique des végétaux aquatiques et des microalgues sur la quantité d’oxygene
dissous (Eisenstadt et al., 2010).

Un des parametres fondamentaux dans 1’évaluation de la qualité de I’eau est le pH. Il influence
directement les processus biologiques et chimiques au sein des écosystémes aquatiques, et peut étre
affecté par divers facteurs tels que la température, la salinité et I’activité photosynthétique. Le pH est
une variable-clé : il tend a diminuer en cas d’acidification et & augmenter dans les environnements
touchés par I’eutrophisation (Moss et al., 2003). Les eaux du lac Oubeira pendant cette période d’étude
sont alcalines, elles fluctuent entre 7.93 et 9.86 ; les valeurs de plus de 9 sont notées au printemps et
en été. D’apres Shapiro (1997), les cyanobactéries peuvent se développer dans des conditions de pH
¢levé. Toutefois, ce n’est pas le pH élevé qui déclencherait les floraisons, mais il favoriserait plutot
leur maintien. En effet, les floraisons consommeraient d’abord le carbone inorganique dissous (CID),
ce qui entrainerait des conditions avantageuses pour ces organismes.

La conductivité est utilisée pour mesurer la présence de maticres inorganiques dans I'eau ; elle indique
la présence de solides dissous totaux dans I'eau tels que les alcalis, les chlorures, les sulfures et les
composés carbonatés (EPA, 2012). Elle est considérée comme un indicateur essentiel de la pollution
physique et permet d'évaluer la qualit¢ des communautés biologiques aquatiques dans les ressources
en eau (Manjula et al., 2019). Les valeurs de la conductivité dans les eaux de 1’Oubeira fluctuent entre
630 et 1021uS/cm, les variations saisonnicres suivent 1’ordre croissant suivant : en hiver (661.88
puS/cm) Printemps (698.38uS/cm) Automne (705.94uS/cm) et 1’été (887uS/cm). L'augmentation de la
conductivité pendant la période estivale peut étre attribuée a la température de 1'eau, qui, selon Wetzel
et al. (2001), influence la vitesse des ions. En effet, une ¢lévation de 1°C de la température de 1'eau
entraine une augmentation de 2 % de sa conductivité, en raison de 1'accélération des mouvements des
molécules d'eau et les ions se déplacent plus rapidement, ce qui facilite leur dissociation et leur
diffusion.

Par ailleurs, le bassin versant du lac a été affecté par un incendie forestier durant la période estivale.
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Plusieurs études ont montré que les précipitations qui surviennent aprés un incendie, drainent, par
ruissellement, les cendres et les couches superficielles du sol dans les systémes aquatiques, entrainant
des impacts complexes sur la qualité de I'eau, notamment une augmentation de la turbidité, du pH et
de la conductivité (Bixby et al., 2015). En effet, Brito et al. (2021) ainsi que Mansilha et al. (2017)
rapportent que la déposition atmosphérique et le ruissellement des produits de combustion ont un
impact majeur sur la qualité de I'eau de surface, en augmentant les concentrations en As, K—, Ca2+,
Mg2+, NO3—, SO42— et Sr, ce qui contribue a l'augmentation de la conductivité électrique. La
conductivité relevée dans les eaux du lac oubeira montre une corrélation positive trés hautement
significative avec la température des eaux et la turbidité (p<0,0001).

La transparence de I'eau représente un autre indicateur essentiel de la qualité de 1'eau et de son état
trophique ; Elle tend & diminuer avec I’augmentation de la quantité d’algues, de carbone organique
dissous ou de maticres en suspension (MDDELCC 2015a). Les particules en suspension dans 1’eau
obstruent la progression de la lumiére dans 1’eau et diminuent ainsi sa transparence (MDDEP et CREL
2012). Les valeurs de la transparence des eaux du lac Oubeira évoluent de maniére similaire dans les
stations elles sont comprises entre 7 et 27cm ; les plus élevées sont enregistrées en période hivernale
(Janvier), dépassant les 20cm, tandis que les valeurs les plus basses sont notées en période estivale.
Les faibles valeurs de transparence enregistrées au cours des périodes estivale et automnale pourraient
étre attribuées a la forte densité de microalgues observées durant ces périodes (Gaujous, 1995). La
transparence montre une corrélation négative trés hautement significative avec la chlorophylle-a et le
genre Cylindrospermopsis.

Cette diminution de la transparence est étroitement liée a 1'augmentation de la turbidité, résultant
principalement de la suspension des particules fines dans la colonne d'eau. Les valeurs de la turbidité
enregistrées dans les eaux du lac fluctuent entre 43 et 521 NTU. Ce phénomene est particulierement
marqué en période estivale, notamment au mois d'aout, apres les incendies. Les effets post-incendie,
liés au ruissellement des cendres, peuvent en effet provoquer des modifications significatives de la
turbidité des eaux (Shakesby et Doerr, 2006).

L'évaluation des concentrations des ¢léments nutritifs est essentielle pour comprendre leur impact sur
la production primaire, la dynamique phytoplanctonique et les processus d'eutrophisation, fournissant
ainsi des informations cruciales sur la qualité et le fonctionnement des écosystémes aquatiques (Smith
& Schindler, 2009).

Le phytoplancton, pour sa croissance a besoin de divers nutriments, notamment le carbone, ’azote, le
phosphore, et la silice, ainsi que des oligo-¢léments comme le fer, le cuivre, le zinc ou le manganése.
En milieu aquatique, le phosphore est généralement considéré comme le principal facteur limitant la
croissance végétale (Dodds, 2002).

Contrairement a 1’azote, le cycle du phosphore ne comporte pas de phase gazeuse ni de réservoir
atmosphérique. Bien que li¢ aux sédiments, le phosphore peut étre remis en suspension, notamment
sous sa forme inorganique dominante, I’ion phosphate (PO4°"). L’interaction entre le phosphate et le
fer joue un réle déterminant dans la régulation des concentrations de phosphore dans les lacs (Dodds,
2002). Dans le lac Oubeira, les concentrations d’orthophosphates varient selon les mois et les stations,
oscillant entre 0 et 300 pg/L, a ’exception de la station 1 qui atteint 900 pg/L en février. Cette
augmentation soudaine pourrait s’expliquer par : 1) L’exposition de la station 1 aux vents, favorisant
le remaniement des sédiments et la libération du phosphore dans la colonne d’eau (Shen et al., 2013)
i1) Les apports urbains enrichis en nutriments au niveau de la station 1 provenant de ’Oued Demnet
Rihane.

L’azote est I'un des ¢éléments les plus abondants dans les cellules vivantes (Horne et Goldman, 1994)
et constitue également le principal composant de 1’atmosphére terrestre (78 %). Sous sa forme
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moléculaire diatomique (N2), il est cependant inaccessible a la majorité des organismes. Certaines
especes, notamment les cyanobactéries, possedent la capacité de fixer I’azote atmosphérique et de le
transformer en une forme biodisponible. En milieu aquatique, 1’azote se présente sous diverses formes :
moléculaire (N2), ions nitrates (NOs"), nitrites (NO2") et ammonium (NH4"), ainsi qu’au sein de
molécules organiques provenant des organismes vivants (protéines, acides aminés, etc.)

Les concentrations en Ammonium dans les eaux de 1’Oubeira varient entre 0.42 et 433ug/L, avec deux
pics I’'un au mois de Décembre (178ug/L) et I’autre au mois de Mars (338ug/l) ; les concentrations
suivent 1’ordre croissant suivant: Printemps (21.07), été (46.48ug/l), Hiver (101.8), Automne
(127.42). La détection de pics d’ammonium dans les eaux de I’oubeira pourrait s’expliquer par une
contamination récente due a la décomposition de matiére organique (Pajares et al., 2017), a la libération
de matiere inorganique provenant du sol, a I’excrétion des organismes vivants, et, dans une moindre
mesure, a une faible absorption par les végétaux aquatiques.

Les nitrites jouent un role clé dans le cycle de 1'azote, intervenant comme étape intermédiaire entre
I'azote ammoniacal et les nitrates. Leur présence résulte soit de l'oxydation bactérienne de 1'azote
ammoniacal, soit de la réduction des nitrates. Etant une forme transitoire, ils sont rapidement oxydés
en nitrates, ce qui explique leur rareté et leurs faibles concentrations dans I'eau. Les eaux de 1’Oubeira
abritent des teneurs en nitrites comprises entre 2.91 et 167.7ug/1 ; les concentrations les plus élevée
¢tant notées en Hiver. Cette augmentation des nitrites est due aux rejets urbains des agglomérations,
chargés en élément organiques, aux détergents utilisés dans les activités ménageres et au lessivage des
sols riches en matiéres fécales animales et humaines ainsi qu’a I’effet de I’oxydation de I’ion
ammonium (Baumont et al., 2000).

Les nitrates correspondent a la phase finale du processus d'oxydation de 'azote. Les concentrations en
nitrates enregistrées dans les eaux de 1’Oubeira fluctuent entre 148 et 1778ug/L ; les concentrations
saisonnieres suivent l’ordre croissant: Hiver (473 pg/L), Printemps (502.34pg/L), Automne
(562.36pg/L), I’été (1028ug/L). Les pics enregistrés en période estivale pourraient avoir pour origine
les cendres libérés lors des incendies de forét survenues a cette période ; De nombreux travaux ont, en
effet, montré que la combustion de la matiére organique tend a libérer de grandes quantités de
composés azotés (comme NO3") et de SO4>~ (Wang et al., 2023).

La chlorophylle a est un parametre clé pour évaluer la biomasse phytoplanctonique ainsi que le niveau
trophique des écosystémes aquatiques. Ce pigment, de nature protéique, joue un role central dans le
processus de photosynthése en captant 1'énergie lumineuse nécessaire a la production de matiére
organique. Parmi les divers pigments photosynthétiques, tels que les chlorophylles, les caroténoides et
les biliprotéines, la chlorophylle a se distingue par son abondance universelle chez les organismes
photosynthétiques, incluant les algues et les cyanobactéries (Wetzel, 2001)

Les concentrations de chlorophylle a mesurées dans les eaux du lac Oubeira varient de 52 a 1256 pg/L ;
les valeurs saisonnieres suivent 1’ordre croissant suivant : hiver (90.12pg/L), printemps (162.6ug/L),
automne (267.33ug/L), été (912.29ug/L). En été, les concentrations atteignent des niveaux cinq fois
supérieurs a ceux enregistrés au printemps, suggérant que 1'augmentation de la biomasse algale dans
le lac Oubeira serait principalement attribuable a des apports élevés en azote. Cette hypothése est
soutenue par les corrélations positives trés hautement significatives (p<0,0001) observées entre la
chlorophyll-a, les nitrates, la température de 1’eau et le genre Cylindrospermopsis.

Selon Sondergaard et al. (2003), I'enrichissement en azote et en phosphore entraine généralement une
augmentation de la biomasse végétale et de la turbidité de I'eau. Ce phénomeéne peut réduire la
transparence et provoquer des changements biologiques indésirables, tels que des modifications dans
la structure des communautés d'espéces. A l'inverse, les faibles concentrations de chlorophylle a
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enregistrées en hiver peuvent étre attribuées aux basses températures et aux phénomenes de dilution,
qui limitent le développement des communautés phytoplanctoniques (Huszar & Reynolds, 1997).

Afin d’évaluer le niveau trophique du lac Oubeira, la concentration en chlorophylle-a a été utilisée
comme un indicateur clé, conformément a 1’approche proposée par Ramade (1999). En effet, cette
mesure constitue un bon indice du degré d’eutrophisation. Pour caractériser 1’état trophique des lacs,
le systeme ¢laboré par I’O.C.D.E. (1982) a été adopté ; Ce systeme combine les données sur la
concentration en nutriments et la biomasse algale. Dans notre cas, seules les concentrations de
chlorophylle a et les mesures de la transparence ont été prises en compte. Le phosphore total n’a pas
¢été inclus dans 1’analyse, car seuls les orthophosphates ont ét¢ dosés. Sur la base de cette grille
diagnostique (tab. X), le lac Oubeira peut étre classé dans la catégorie hypereutrophe.

Les cyanobactéries du lac Oubeira

L'examen microscopique des caractéres morpho-anatomiques des cyanobactéries collectées dans les
eaux du lac Oubeira a permis d'identifier 20 genres rattachés a 7 ordres ; certains sont de formes
coloniales : Chroococcales (Microcystis, Aphanocapsa, Aphanothece, Chroococcus,
Gomphosphaeria), Synechococcales (Merismopedia, Coelomoron, Synechocystis, Snowella,
Woronichinia) et d’autres de formes filamenteuses: Nostocales (Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon, Dolichospermum), Oscillatoriales (Planktothrix, Oscillatoria, Geitlerinema),
Leptolyngbyales (Planktolyngbya), Spirulinales (Spirulina), Pseudanabaenales (Pseudanabaena,
Limnothrix).

Sur les 20 genres identifiés, 10 sont reconnus potentiellement toxiques: Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon,  Dolichospermum,  Planktothrix, Oscillatoria, Geitlerinema, Microcystis,
Woronichinia, Pseudanabaena, et Limnothrix. 11 est utile de signaler, pour la premiére fois, la présence
du genre Geitlerinema dans les eaux du lac Oubeira

Le calcul de la densité mensuelle des cyanobactéries collectées dans les eaux du lac Oubeira révele
des densités comprises entre 4 351 et 1 547 960 cellules/mL. Des densités inférieures a 100 000
cellules/mL sont rencontrées dans plus de 25 % des échantillons de mars et avril ; Les densités
comprises entre 100 000 et 500 000 cellules/mL concernent 44 % des échantillons prélevés en période
automnale, hivernale et au début de 1’été ; des densités supérieures a 500 000 cellules/mL sont
principalement enregistrées en période estivale et concernent des densités supérieures a 500 000
cellules/mL, enregistrées dans 30 % des échantillons surtout en période estivale.

Selon les recommandations de I’OMS (Chorus et Bartram, 1999) les eaux du lac Oubeira se situent au
niveau d’alerte 1 en mars et avril et passent au niveau d’alerte 2 durant le reste de I’année. Cette
réglementation repose sur les risques associ€és aux cyanobactéries, qui produisent de nombreux
métabolites secondaires, notamment des cyanotoxines, reconnus pour leur toxicité envers la santé
humaine et animale (Codd et al., 2017).

L’estimation de la fréquence d’occurrence des genres de cyanobactéries recensées met en évidence la
constance des genres Cylindrospermopsis et Microcystis, la régularité d’Aphanizomenon, Planktothrix,
Geitlerinema, Planktolyngbya et Merismopedia. Les genres considérés comme accessoires sont
Oscillatoria, Pseudanabaena et Aphanocapsa et ceux qui sont accidentels sont Coelomoron,
Aphanothece, Synechocystis, Chroococcus, Gomphosphaeria et Dolichospermum. Le reste des genres
Limnothrix, Snowella et Woronichinia sont rares.
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Dans ce méme plan d’eau, Arif (2022) souligne I’omniprésence de Microcystis, ainsi que la régularité
d’Aphanizomenon, tandis que Cylindrospermopsis y est considéré comme accessoire. En revanche,
Boussadia (2015) note la régularité de Microcystis, mais classe Aphanizomenon et Cylindrospermopsis
parmi les genres accessoires.

Les résultats de travaux expérimentaux menés par Schindler et al., (2008) et Schindler, (2012) ont
suggéré que la réduction des apports en azote et 1’augmentation de ceux de P conduirait au
remplacement de cyanobactérie non fixatrice de N2 (tel que Microcystis) par des fleurs d'eau de
cyanobactéries  fixatrices de N2 (telles que Cylindrospermopsis,  Aphanizomenon,
Dolichospermum/Anabaena, Nodularia).

Certaines cyanobactéries se distinguent par des particularités physiologiques qui leur conférent un
avantage sur d’autres especes. Elles peuvent former des akinétes (cellules dormantes servant de
réserve) pour survivre a des conditions défavorables, utiliser des hétérocystes (cellules spécialisées)
pour fixer I’azote atmosphérique, et ajuster leur position dans la colonne d’eau grace a des vacuoles
gazeuses, améliorant ainsi leur flottabilité (Komarek & Anagnostidis, 1999, 2005). Ces adaptations
leur permettent de tirer parti de conditions environnementales favorables au développement des
cyanobactéries, telles que la disponibilité des nutriments, une température élevée, un rayonnement
solaire intense, une colonne d’eau stable et un pH élevé (Paerl & Otten, 2013).

Par ailleurs, en termes d’abondances relatives, plus de 97% de I’abondance globale des
cyanobactéries identifiées sont représentés par 4 genres : Cylindrospermopsis (76.51%) Microcystis
(4.13%) Aphanizomenon (13.9%) et Geitlerinema (2.05%). Les 16 genres restants représentent moins
de 3% de la densité globale. Il est a noter 1’établissement des deux genres invasifs dans les eaux du
lac Oubeira, qui semble plus que probable, car en termes d’abondance de saison Cylindrospermopsis
et Aphanizomenon représentent a eux deux 94% en hiver, 43% au printemps, 98% en été et 89% en
automne.

Le genre Cylindrospermopsis est représenté par [’espece Cylindrospermopsis raciborskii.
Initialement observée dans les climats tropicaux et subtropicaux, cette espece a, au fil du temps,
étendu son aire de répartition aux climats tempérés et a I’ensemble des continents, a I’exception de
I’ Antarctique (Sinha et al., 2012 ; Antunes et al., 2015 ; Burford et al., 2016). Sa présence a été
signalée, pour la premiére fois, dans les eaux de I’Oubeira par Bouaicha et Nasri, (2004), ensuite par
Boussadia, (2015) et Arif, (2022).

Il ressort de cette étude, qu’en termes d'abondance relative et de fréquence d'occurrence, a 1’exception
de la période hivernale, le genre Cylindrospermopsis domine tout au long de l'année avec une
abondance relative globale atteignant 76,51%. Par ailleurs, les abondances de plus de 70 %, sont
enregistrées durant la période s’étalant de juillet a décembre.

En termes d’abondance, Cylindrospermopsis présente des proportions saisonnieres qui suivent 1’ordre
croissant suivant : Hiver (6%) < Printemps (40%) < Automne (plus de 88%) < Eté (proche de 98%).
En ce qui concerne les densités moyennes saisonnieres, en hiver, elles ne dépassent pas 16 000
cellules/mL, au printemps elles passent a 48 000 cellules/mL, en automne, elles atteignent plus de 371
000 cellules/mL et en été elles culminent a 848 000 cellules/mL. Dans de précédents travaux réalisés
dans le lac Oubeira, Cylindrospermopsis est considéré comme accessoire par Arif (2022) et Boussadia
(2015) ; le premier auteur, note la présence de Cylindrospermopsis durant 5 mois de I’année et
’atteinte d’un pic de I’ordre de 136 000 cell/ml en Octobre ; Le second auteur rapporte la présence de
Cylindrospermopsis en période estivale et automnale a une densité maximale de 700 000 cell/ml en
Octobre.
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Les résultats de 1’analyse en Composantes Principales montrent que les deux premiers axes principaux
expliquent ensemble 84.14% de cette variation totale (66.52% pour 1’axe 1 et 17.62% pour 1’axe 2).
Sur le pole positif de I’axe 1 nous notons la projection de la saison estivale dont les eaux se caractérisent
par des valeurs élevées de la Température, de la conductivité, de la turbidité, du pH et des
concentrations en nitrates, en chlorophylle a et la forte présence de 1’espéce Cylindrospermopsis
raciborskii. Sur le pdle négatif de I’axe 1, se projette la saison hivernale durant laquelle les eaux
montrent des valeurs élevées de ['oxygene dissous, de la transparence, des nitrites, des
orthophosphates.

La forte corrélation positive de C. raciborskii avec la Température et la turbidité des eaux de I’Oubeira
est confortée par les résultats de nombreux travaux ; Antunes et al (2015) rapportent que, dans le
cadre de sa stratégie de survie, C. raciborskii est connu pour sa grande tolérance a la température et
au régime lumineux.

De nombreuses études montrent que dans les régions subtropicales, C. raciborskii domine pendant
toute la période estivale (Bouvy et al., 2000 ; Burford et O'Donohue, 2006 ; Burford et al., 2007).
Selon Briand et al (2004), Cylindrospermopsis serait tolérant a une large gamme de climats (de
tropicaux a tempérés). Bien que de nombreuses études aient suggéré que la température optimale de
I'eau pour 'espece se situe entre 25 et 35 °C (Saker & Eaglesham, 1999 ; Briand et al., 2004 ; Mehnert
et al., 2010). En effet la température minimale de croissance de C. raciborskii oscille entre 11 et
15°C (Thomas & Litchman, 2016) ; apres 1’hivernage au fond du lac, la germination des akinetes se
produit au printemps a des températures comprises entre 22-23°C (Briand et al., 2002), et la
croissance maximale est favorisée par des températures comprises entre 25 et 32°C (Recknagel et al.
, 2014) ce qui est en accord avec les données sur les efflorescences de C. raciborskii obtenues dans
le cadre de cette étude ; I’efflorescence de C. raciborskii débute au printemps, quand la T° dépasse
20°C, et atteint son maximum en période estivale quand la T° se rapproche de 29°C pour ensuite
montrer une baisse de densité avec la baisse de la température en période automnale.

De récentes ¢tudes démontrent que la température et la lumiére ont un effet synergique sur les taux
de croissance des R. raciborskii (Kehoe et al., 2015 ; Xiao et al., 2020).

De nombreux auteurs rapportent que Cylindrospermopsis raciborskii peut absorber un large spectre
de lumicre grace a l'adaptation chromatique et a la capacité¢ d'augmenter la concentration de
phycobiliprotéines (Padisak, 1997 ; Burford & Davis, 2011 ; Beamud et al., 2016). Cette tolérance a
'ombre lui permet d’étre plus compétitif dans les eaux tres troubles et de croitre fortement dans des
eaux de I’Oubeira en période estivale ou la température et la turbidité sont a leur niveau le plus élevé ;
Cette adaptation de C. raciborskii explique ainsi les corrélations positives et négatives qu’il montre
respectivement avec la turbidité et la transparence des eaux de I’Oubeira. En Bulgarie, Dochin (2022)
notait de faibles biomasses dans les réservoirs présentant une transparence des eaux élevées. Chez C.
raciborskii, Wu et al, (2009) rapportent que les concentrations en caroténoides et en phycobilines,
ainsi que les activités photosynthétiques, étaient significativement plus élevées que chez Microcystis
et Aphanizomenon ; ce qui semble renforcer la domination de C. raciborskii dans le lac Oubeira.
Dans les eaux de 1’Oubeira, C. raciborskii est fortement abondant en période estivale quand la
conductivité atteint sa valeur maximale. Nos résultats sont confortés par ceux de Kokocinski et al
(2017) qui rapportent que la biomasse de C. raciborskii varie positivement avec la conductivité des
eaux de certains lacs de Pologne et de Lithuanie ainsi que par ceux de Dochin (2022) dans des
réservoirs de Bulgarie.

C. raciborskii aune préférence pour les valeurs de pH élevées tel que noté dans les eaux de 1’Oubeira
qui affichent un pH compris entre 8.5 et 9.15 ; ce résultat est conforté par Bouvy et al (1999) qui
notent une forte croissance de C. raciborskii a des pH variant de 8.1 a 9.4. Cette tolérance a un pH
¢élevé peut étre di a un effet direct du pH, du fait que le taux de CO2 baisse quand augmente le pH ;
ce qui limiterait la disponibilité du CO2 pour le phytoplancton ; Par ailleurs, I'augmentation du pH
refléte une intense activité cyanobactérienne photosynthétique, due a des proliférations, qui élimine
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I’ion H+ de l'eau (Wiedner et al., 2007 ; Yamamoto & Shiah, 2012 et Karadzi¢ et al. 2013). Par
ailleurs, C. raciborskii, est capable d’utiliser d’autres sources de carbone, telle que HCO3 lorsque
celles-ci sont présentes ; il devient ainsi un bon compétiteur quand les niveaux de CO2 sont bas et le
pH ¢élevé (Holland et al., 2012 ; Burford et al., 2016). Selon Pierangelini et al. (2014) C. raciborskii
présente une réorganisation majeure de son appareil photosynthétique, tant dans sa fonction que dans
sa structure, en réponse a 1'augmentation des concentrations de CO2.

La croissance de C. raciborskii, en particulier sa capacité a former des efflorescences, serait
influencée par les concentrations de certains nutriments généralement observées dans les
environnements eutrophes (Yang et al., 2017) tel que le lac Oubeira ; car selon Chislock et al., (2014),
en milieu eutrophe, la dominance de C. raciborskii est notée aussi bien quand le rapport N:P est soit
trés éleve, soit trés faible. Moisander et al., (2012) rapportent que pour répondre aux variations
environnementales de 1’azote, C. raciborskii pouvait alterner entre la fixation de N2, en étant
diazotrophe, et 1’assimilation de 'azote inorganique dissous ; De nombreuses études rapportent que
les taux de croissance étaient plus rapides avec I'ammoniac, puis le nitrate et enfin I'urée (Sprober et
al., 2003 ; Ammar et al., 2014 ; Figueredo et al., 2014). Dans le cadre de cette étude, C. raciborskii
montre une forte corrélation positive avec NO3; Sa capacité d’assimilation de NO3 lui confére un
avantage écologique, en particulier sur les especes non-fixatrices de N2, et lui permet, ainsi, d’étre
fortement abondant dans les eaux de 1’Oubeira, surtout en période estivale, quand les teneurs en cet
¢lément sont les plus élevées.

Selon Kenesi et al., (2009) C. raciborskii a la capacité de croitre plus rapidement et de maintenir une
biomasse ¢levée dans des conditions limitées en phosphore si NH4 ou NO3 sont disponibles ; ce qui
conforte nos résultats sur la forte biomasse enregistrée en été au moment ou les eaux de 1’Oubeira
abritaient les teneurs maximales en NO3 et minimale en PO4.

Plusieurs études ont montré que R. raciborskii a une forte affinité d'absorption pour le phosphore
inorganique dissous (Istvanovics et al., 2000 ; Wu et al., 2009) et une capacité élevée de stockage du
phosphore (Willis et al., 2017), ainsi qu'une capacité a piéger le phosphore organique dissous (Bai et
al., 2014). Par ailleurs, C. raciborskii semble capable de réguler son métabolisme physiologique et
de s'adapter aux faibles concentrations ambiantes de DIP, par une augmentation de la phosphatase
alcaline (ALP) qui selon Wu et al (2012) représenterait un mécanisme de défense utilisé pour pallier
a la limitation du P (Wu et al., 2012). Il a été démontré que 1’absorption et la transformation efficaces
du P par C. raciborskii étaient plus importantes que chez Microcystis aeruginosa et Aphanizomenon
flos-aquae (Wu et al., 2009 ; Bai et al, 2020). De récents travaux ont montré que la carence en
phosphore stimule la dominance de R. raciborskii en facilitant la sécrétion de phosphatase alcaline
induite par la cylindrospermopsine (Lu et al. 2021).

Les résultats de 1’é¢tude d'Antunes et al. (2012) ont montré la manifestation d’une plus grande activité
allélopathique, chez la souche allélopathique (LEGE 99043) soumise a un déficit en phosphore, a une
température et une intensit¢ lumineuse €levées ; ce qui suggere que l'allélopathie écophysiologique
pourrait avoir un degré €élevé de pertinence. Selon Mello et al (2012), I'allélopathie peut également
jouer un rdle dans la domination de C. raciborskii. L’inhibition de la croissance de M. aeruginosa a
¢été observée apres son exposition a des exsudats de cultures mixtes avec une proportion élevée de C.
raciborskii (Mello et al., 2012). Ce résultat démontre que 'allélopathie peut également jouer un role
important dans I'explication de la dynamique saisonniére de l'espéce. D'autre part, C. raciborskii a
montré la capacité¢ de surmonter Microcystis sp. dans une culture mixte par la production de
composés, non encore caractérisés comme allélopathiques, qui imitent l'action de Ia
cylindrospermopsine (Burford et al., 2016 ; Rzymski et al., 2014).

Une analyse des exigences environnementales de l'espéce de C. raciborskii démontrent sa grande
capacité a survivre dans diverses conditions. La réussite écologique de Cylindrospermopsis peut étre
attribuée a la capacité de tolérer une gamme de conditions environnementales (Chonudomkul et al.,
2004 ; Fuentes et al., 2010 ; Bonilla et al., 2012 ; Gomes et al., 2013 ; Soares et al., 2013 ; Pierangelini
etal., 2014b ; Antunes et al., 2015 ; Xiao et al., 2017). Certains auteurs suggerent que le degré élevé
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de plasticité phénotypique faciliterait la propagation dans de nouvelles régions géographiques ; ceci
grace a un large éventail de préadaptations ou de variations génétiques au sein de 1'espéce (Burford
et al, 2016 ; Bolius et al, 2017).

Dans les eaux du lac Oubeira, le genre Aphanizomenon est représenté seulement par 1’espéce
Aphanizomenon flos-Aquae, bien que régulier il ne représente que 13.9% de I’abondance globale ; il
n’est pas rencontré en été et en termes de proportions saisonniéres, les valeurs suivent 1’ordre croissant
suivant : 0.64% (printemps), 0.73% (automne), 87.71% (Hiver). En janvier, Aphanizomenon montre
des densités comprises entre 9 200 et 116 900 cell/mL, en février elles sont maximales et dépassent
350 000 cell/mL, en mars, elles diminuent pour se situer entre 930 et 6 058 cell/mL.

Les résultats de I’analyse en composantes principales montrent que sur le péle négatif de ’axe 1, se
projette la saison hivernale durant laquelle les eaux montrent des valeurs élevées de 1’oxygene dissous,
de la transparence, des nitrites, des orthophosphates auxquelles est associé¢e la forte présence de
I’espece Aphanizomenon flos-aquae.

Le genre Aphanizomenon a une distribution mondiale (Rajaniemi et al. 2005). Il est hétérogene et
comprend au moins cinq taxons distincts avec des différences phylogénétiques notables
(Aphanizomenon, Anabaena-like cluster A. Cuspidrothrix, Sphaerospermopsis et Chrysosporum) ;

Les Aphanizomenon spp, se distinguent par leur grande plasticité écologique et leur capacité a
coloniser des zones climatiques plus froides. Cires et Ballot (2016) rapportent que les souches de ces
cing especes présentent une croissance végétative positive dans une large gamme de températures (15-
30°C). Dans le cadre de cette étude Aphanizomenon présente des corrélations négatives avec la
température (p < 0,0001), Selon des études, Aphanizomenon gracile/flos-aquae est la seule espece
capable de se développer a des températures proches de 10°C ou inférieures (Mehnert et al., 2010),
tandis que Chrysosporum ovalisporum et S. aphanizomenoides se révelent étre des compétiteurs bien
plus performants a des températures élevées, supérieures a 30°C, voire proches de 35°C (Hadas et al.,
2002 ; Cires et al., 2011 ; Mehnert et al., 2010). Cette adaptation est corroborée par I’observation de
prohferatlons d’Aph. flos-aquae en hiver, sous la glace du lac Stechlin, en Allemagne (Uveges et al.,
2012) ou de fleurs d'eau de Chrysosporum ovalisporum dans plusieurs lacs méditerranéens dont la
température de I'eau est supérieure a 30°C (Gkelis et al., 2005).

L’espece Aphanizomenon flos-aquae est planctonique et prolifére principalement dans les réservoirs
eutrophes (Komarek, 2013). Selon Preussel et al. (2009), cette espéce présente une croissance positive
dans une large gamme de températures (16-25 °C) et peut également se développer a des temperatures
inférieures a 10 °C, comme le rapportent Uveges et al. (2012). De plus, Mehnert et al. (2010) soulignent
que 4. flos-aquae bénéficie d’un avantage compétitif dans des conditions de faible intensité lumineuse.
Dans les eaux de I’Oubeira, le genre Aphanizomenon présente des corrélations positives avec les
orthophosphates, les nitrites (p < 0,0001) et I’ammonium (p = 0,006) et négatives avec les nitrates (p
=0,0004).

Cires & Ballot, (2016) notaient que la croissance d'Aphanizomenon flos aquae, était positivement
corrélée a la disponibilité¢ de I'azote dans le milieu de croissance malgré sa diazotrophie (fixe le N2
atmosphérique, grace aux hétérocystes) ; Du fait que le cotit énergétique de la fixation du N2 soit élevé,
A. flos aquae, montre des préférences pour 1'azote combiné quand il est disponible. Une étude de terrain
réalisée par Dolman et al. (2012) dans 102 lacs allemands suggére que 'espéce Aphanizomenon flos-
aquae a besoin de concentrations d'azote plus faibles pour développer des populations pertinentes et
représenterait ainsi un fixateur de N2 plus efficace que I’espeéce Aphanizomenon gracile présente dans
les mémes lacs.
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Nos résultats montrent, par ailleurs, que ’espéce A. flos aquae est positivement corrélé avec le PO4 (p
< 0,0001). Ceci est conforté par les observations de Figuieredo et al., (2004) qui notent dans des
conditions de rapport TN : TP (azote total : phosphore total) élevé, cette souche a montré une
croissance réduite et n'a presque pas poussé dans un milieu privé de phosphate (avec des conditions de
saturation en nitrates). Plusieurs études ont rapporté que la croissance des cyanobactéries filamenteuses
fixatrices d'azote dépend fortement des concentrations de phosphore (Lehtiméki et al., 1997 ; Rapala
et al., 1997), et selon Oliver et al, (2000), le développement, en particulier, de 4. flos-aquae serait lié
a de faibles rapports TN : TP ; L'absence de proliférations de cyanobactéries fixatrices d'azote dans
des environnements avec des rapports N:P élevés s’expliquerait par le faible avantage compétitif de
ces cyanobactéries filamenteuses sous limitation de phosphore (Oliver et al, 2000).

Dans les eaux de 1’Oubeira, on note la présence constante du genre Microcystis avec une abondance
relative de 4.13%, en termes de proportions les densités suivent 1’ordre suivant : 1.61% (été), 2.06
(Hiver), 5.34% (automne) et 22.45% au printemps.

Les études précédentes réalisées dans le lac Oubeira (Arif, 2022) mettent en évidence I'omniprésence
du genre Microcystis, dominé principalement par I'espéce Microcystis aeruginosa représentant ainsi
44.14% de 1’abondance relative globale. Ses proportions saisonniéres varient selon I’ordre croissant
suivant : 40% (automne), été (44%), hiver (44%), Printemps (52%).

Le genre Microcystis est distribué a 1'échelle mondiale (Harke et al., 2016) et se développe
principalement dans les écosystémes aquatiques eutrophes et hypereutrophes durant la saison estivale
(Mariani et al., 2015 ; Van Wichelen et al., 2016). D'aprés Wu et al. (2010) et Soares et al. (2012), les
proliférations de Microcystis sont courantes dans les milieux abritant des cyanobactéries fixatrices
d'azote, notamment celles des genres Aphanizomenon, Dolichospermum et Cylindrospermopsis.

Les résultats des analyses statistiques dans notre étude montrent que Microcystis est corrélé
positivement avec la turbidité, conductivité, la chlorophylle-a et avec Cylindrospermopsis (p < 0,05) ;
il est, en revanche, corrélé négativement avec 1’oxygeéne dissous et la transparence (p < 0,05).
Toutefois, il ne montre aucune corrélation avec les éléments nutritifs NO3, NH4, NO2 et PO4.

De nombreuses ¢tudes suggerent que dans des conditions de faible disponibilité en azote (N)
combinées a des niveaux élevés de phosphore (P), Microcystis (cyanobactérie non fixatrice de N)
pourrait étre remplacée par des especes fixatrices de Na, telles que Dolichospermum/Anabaena,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis ou Nodularia, renforcant ainsi la dynamique des fleurs d'eau
cyanobactériennes. Ce qui est en partie le cas dans notre étude, ou on note la prédominance des deux
especes de Cylindrospermopsis raciborskii et Aphanizomenon flos-aquae et Microcystis qui vient en
troisiéme position en termes d’abondances relatives. Cela dit on note une corrélation positive entre
Cylindrospermopsis et Microcytis, qui pourrait indiquer une concurrence ou une coexistance entre ces
deux genres, Brito et al. (2018) ont mené des semi-cultures continues sous trois conditions de pH
différentes, avec et sans aération, et avec et sans ajout de bicarbonate. Les résultats ont montré que C.
raciborskii était favorisé par l'aération, tandis que 1'ajout de bicarbonate favorisait la croissance de M.
aeruginosa, entrainant des changements de dominance entre les deux especes selon les conditions.
Certaines études menées par (Harke et al., 2016 ; Pobel et al., 2011), dans les eaux des zones tempérées
rapportent que le genre Microcystis est associé a Dolichospermum et Aphanizomenon.
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Morphologie de Cylindrospermopsis raciborskii

L'examen des filaments prélevés dans les échantillons d'eau du lac Oubeira montre qu'ils sont
composés de : i) cellules végétatives, plus longues que larges, qui peuvent contenir des inclusions
granuleuses visibles au microscope sans coloration, apparaissant sous forme de points dans le
cytoplasme ; ii) hétérocystes, présents a l'extrémité du filament, de forme conique ou ovale, ne
présentant pas de granules dans le cytoplasme ; I'hétérocyste peut également étre rencontré sous forme
libre ; ii1) akinetes, de forme elliptique a oblongue et présentant des inclusions granuleuses dans leur
cytoplasme ; généralement, un seul akinete est présent par filament et est situé¢ prés d'une cellule
végétative ou précédant I'hétérocyste ; de plus, des akinetes libres sont parfois rencontrés.

Dans les eaux de 1'Oubeira, a I'exception d'une petite fraction de filaments 1égérement courbés, les
filaments rencontrés sont le plus souvent droits, et aucun filament enroulé n'a été observé ; cette
observation est soutenue par les résultats de Dvorak concernant les trichomes de Cylindrospermopsis
sp. D’Olomouc en République tcheque ou ceux du lac Nero en Russie (Sidelev et al., 2020) et les
populations naturelles du lac Karla, du réservoir de Kalamaki (Gkelis et al., 2017) et du lac Kastoria
(Moustaka-Gouni et al., 2009).

La présence d'akinetes et de trichomes uniquement droits chez les individus prélevés dans les eaux de
'Oubeira les rend morphologiquement similaires aux souches de R. raciborskii provenant du Portugal
(Saker et al., 2004), de France (Druart & Briand, 2002), d'Allemagne (Fastner et al., 2003 ; Haande et
al., 2008) et de Hongrie (Padisak, 2003). En effet, certaines souches asiatiques et tropicales de cette
espece se caractérisent par des trichomes enroulés ou flexueux et I'absence d'akinetes (Singh, 1962 ;
Chonudomkul et al., 2004 ; Wu et al., 2011 ; Zarenezhad et al., 2012). Shafik et al. (2003) notent la
présence de trichomes flexibles, mesurant plus de 3 mm de long, avec des ondulations ou des courbures
observées uniquement en culture. Selon ces auteurs, cette forme et cette longueur ne sont atteintes
qu'en présence d'une concentration ¢élevée de NH4 ou lorsqu'on approche du taux de croissance
maximal. De telles observations montrent qu'en nature, C. raciborskii développe rarement des
conditions proches de son taux de croissance maximal.

Les caractéristiques morphologiques des filaments collectés dans les eaux de 1'Oubeira correspondent
fortement a celles de l'espece C. raciborskii, que de nombreux auteurs ont collectée dans diverses
zones geéographiques (Singh, 1962 ; Horecka & Komarek, 1979 ; Hindak, 1988 ; Padisak, 1990/1991
; Komarek & Komarkova, 2003 ; Dvorak & Hasler, 2008 ; Piccini et al., 2011 ; Panou et al., 2018 ;
Sidelev et al., 2020).

Les cellules végétatives sont cylindriques, et tous les auteurs mentionnés s'accordent a dire qu'elles
sont plus longues que larges ; selon Singh (1962), la longueur est six a huit fois celle de la largeur, et
selon Dvorak & Hasler (2008), elle peut atteindre jusqu'a dix fois. Les hétérocystes, présents a une
extrémité du trichome, et les akinetes, solitaires ou par paires, sont généralement séparés des
hétérocystes par 1 a 3 cellules végétatives. Les akinetes se distinguent des cellules végétatives par leur
membrane plus épaisse, leur forme elliptique a oblongue et la présence d'inclusions granuleuses dans
leur cytoplasme.
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Cependant, c'est aux extrémités des filaments que différentes formes sont notées ; néanmoins, les
formes intermédiaires et arrondies représentent 80 % des filaments examinés. Les filaments aux formes
intermédiaires sont rarement présents de janvier a mars et sont absents en avril et mai. En revanche,
ceux avec des extrémités arrondies sont présents tout au long de I'année, mais sont trés prévalents (50
% a 100 %) de février a mai. Les formes en forme de crayon et en forme d'aiguille ne représentent que
15 % et 5 %, respectivement, et sont rencontrées de juin a février. Les changements saisonniers dans
la morphologie des trichomes rapportés dans cette étude sont trés similaires a ceux décrits pour C.
raciborskii en Inde par Singh (1962).

Les filaments trouvés tout au long de 'année dans les eaux d'Oubeira sont ceux qui sont dépourvus
d'hétérocystes et d'akinetes ; ce type de filament est trés présent de juin a décembre pendant
I'épanouissement de C. raciborskii. Ce type de filament (sans hétérocystes et akinetes) montre une
corrélation positive tres significative (p<0,001) avec NO3, Conductivité, Turbidité, et T°atm, une
corrélation hautement significative (P<0,01) avec WT, et une corrélation significative (P<0,05) avec
le pH. Ce type de filament (F), en revanche, présente des corrélations négatives avec la Trans (p<0,001)
et avec I'Oxygene Dissous (p<0,05).

Les filaments pourvus uniquement des hétérocystes sont rencontrés durant la période s’étalant d'aotit
a octobre ; cela correspond a la période ou les valeurs de biomasse les plus élevées de C. raciborskii
sont atteintes. Les filaments avec hétérocystes sont positivement corrélés (p<0,001) avec NO3-, WT,
pH, conductivité, turbidité, T°atm, et négativement (p<0,001) avec 1'Oxygeéne Dissous et la Trans. Le
développement des hétérocystes et leur fréquence dépendent des conditions environnementales, en
particulier de l'absorption de l'azote et du métabolisme de l'azote et du carbone (Komarek &
Agnostidis, 1989). Dans le cas de C. raciborskii, les hétérocystes se forment a tous les taux de
croissance et a des concentrations élevées de NO3 ou de NH4 (Shafik et al., 2001). Le volume et le
nombre d'hétérocystes diminuent avec I'augmentation de la concentration de NH4. Cela signifie que
l'effet de 'ammonium sur la formation et la taille des hétérocystes varie selon la souche testée, tout
comme l'effet du nitrate (Layzell et al., 1985 ; Meeks et al., 1983). En culture, sous régime pulsé (NPR),
Shatik et al. (2003) notent la formation d'hétérocystes plus gros avec un faible nombre d'hétérocystes
par trichome.

Dans les eaux de I'Oubeira, les filaments de C. raciborskii sont présents dans la colonne d'eau tout au
long de I'année, comme le rapportent Xiao et al. (2021, 2022) et Zheng et al. (2023) dans des eaux
tropicales et subtropicales chaudes. Des épanchements annuels ont été enregistrés dans des réservoirs
stratifiés avec des températures de I'eau supérieures a 16°C (Xiao et al., 2022). Dans ce plan d'eau,
avec l'augmentation de la température qui se produit au printemps, la reproduction végétative par
fragmentation est suivie d'une division cellulaire et d'une élévation des fragments, permettant a la
population été-automne d'atteindre des densités de filaments treés élevées, illustrées par les
efflorescences d'aoiit et septembre et l'atteinte des biomasses les plus élevées. Ce pic est suivi d'un
déclin de la biomasse li¢ a la chute de température et a des conditions environnementales devenant
défavorables, favorisant le développement des akinetes, des cellules dormantes cruciales pour la
persistance de l'espéce, comme l'ont rapporté des études dans des régions froides et tempérées
(Padisak, 1997, 2003; Komarkova et al., 1999). L'observation de stratégies similaires par C. raciborskii
a ¢té rapportée dans des lacs subtropicaux par Tucci & Sant'Anna (2003). En ce qui concerne le
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déclencheur de la formation d'akinetes, Moore et al. (2004) suggerent qu'elle est initiée par un choc
thermique initial illustré par une chute de température de 25 a 15°C ; ils notent également que le
phosphore est nécessaire a la croissance ultérieure et au développement complet des akinetes.
L'analyse statistique montre que les filaments contenant a la fois des akinetes et des hétérocystes sont
positivement corrélés avec les précipitations (p<0,001) et avec PO4 (p<0,01). Ces caractéristiques
conferent a C. raciborskii un avantage compétitif sur d'autres cyanobactéries ; ce qui lui permet de
former des efflorescences dans des conditions de nutriments limités (Zheng et al. 2023).

Cyanotoxines et leurs accumulations dans les organismes aquatiques

Dans cette partie, nous avons dosé les concentrations de deux cyanotoxines majeures, la
cylindrospermopsine et la microcystine, dans les eaux ainsi que dans deux organismes aquatiques
peuplant le lac Oubeira : la carpe (Cyprinus carpio), un poisson omnivore, et I’anodonte (4nodonta
sp.), un mollusque bivalve filtreur. Cette recherche des toxines aussi bien dans 1’habitat que dans la
biocénose a pour objectifs de mieux comprendre les interactions entre la prolifération des
cyanobactéries et les concentrations en toxines dans les différents compartiments du lac

Il importe de rappeler que la cylindrospermopsine (CYN) et la microcystine (MC) figurent parmi les
toxines les plus abondamment produites par les cyanobactéries dans les eaux douces. Toutes deux sont
classées comme hépatotoxines en raison de leurs effets toxiques ciblant principalement le foie et la
CYN se distingue par son potentiel génotoxique (Zegura et al., 2011).

Les microcystines, sont les plus fréquemment signalées ; A ce jour, plus de 250 variantes chimiques
différentes de MC ont été identifiées, et parmi celles-ci, la variante MC-LR est la plus courante et la
plus étudiée sur le plan toxicologique (Spoof et Catherine, 2017 ; Bouaicha et al., 2019). Elles sont
généralement produites par diverses especes de cyanobactéries telles que Anabaenopsis, Microcystis
(ordre des Chroococcales), Dolichospermum, Nostoc (ordre des Nostocales), Oscillatoria et
Planktothrix (ordre des Oscillatoriales), (Nowruzi et Porzani, 2021 ; Kesari et al., 2022).

Dans les eaux de I’Oubeira, nous sommes confrontés a la présence de quatre genres producteurs de
cette toxine ; Cette présence est illustrée par des densités moyennes et des abondances relatives
variables selon le genre: Microcystis (AR=4.13% ; densit¢ moyenne = 17312 cellules/mL),
Planktothrix (AR=0.87% ; densité moyenne = 3630 cellules/mL), Oscillatoria (AR=0.29% ; densité
moyenne = 1228 cell/mL) et Dolichospermum (AR=0.01% ; densité moyenne = 45cell/mL).

A T’échelle mondiale, apres les microcystines (MCs), ¢’est la cylindrospermopsine (CYN) qui est la
plus largement détectée dans les eaux douces (Antunes et al., 2015). Chimiquement, il s’agit d’un
alcaloide qui présente quelques variantes naturelles (Ohtani et al., 1992 ; Kokocinski et al., 2017). La
cylindrospermopsine (CYN) est produite par diverses souches d’espéces de cyanobactéries,
principalement au sein de ['ordre des Nostocales (Dolichospermum, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Raphidiopsis, Umezakia) et des Oscillatoriales (Lyngbya, Oscillatoria) (De la
Cruz et al., 2020). D’aprés Antunes et al., (2015), en Asie, en Australie et en Nouvelle-Zélande,
Cylindrospermopsis raciborskii est le principal producteur de CYN, tandis qu’en Europe et en
Amérique, ce role est majoritairement joué par Aphanizomenon et Dolichospermum (anciennement
Anabaena).

Les résultats de l'analyse de la cylindrospermopsine (CYN) a révélé la présence exclusive de la forme
extracellulaire de cette toxine ; dans les eaux de I’Oubeira, les 4 genres susceptibles de produire CYN
montrent des densités et des abondances relatives variables ; Cylindrospermopsis (AR=76% ; densité
moyenne = 320000cell/mL), Aphanizomenon (AR = 13,9% ; densité moyenne = 58315 cell/ml),
Oscillatoria (AR = 0,29 % ; densité moyenne = 1228 cell/mL) et Dolichospermum (AR = 0,01% ;
densité moyenne = 48 cell/mL) ; Cette forte présence de Cylindrospermopsis et dans une moindre
mesure celle d’ Aphanizomenon indiquerait I’implication probable de ces 2 genres dans la production
de CYN.

99



De nombreux auteurs ont rapporté la co-occurrence de deux ou plusieurs cyanotoxines dans des
réservoirs d'eau douce, telles que la co-occurrence de CYN, MC et nodularine dans le lac Victoria en
Tanzanie (Mchau et al., 2021), CYN, MC et saxitoxine dans le lac Taihu en Chine (Li et al., 2022), et
anatoxine-a et MC dans le lac de Garde en Italie (Cerasino et Salmaso, 2020) et MC et CYN dans deux
réservoirs au Sri Lanka (Gunawardana et al., 2022).

Dans les eaux de 1I’Oubeira, les concentrations en CYN sont comprises entre 0 et 925ng/L et celles de
MC LR intracellulaire oscillent entre 0 et 578ng /L ; les concentrations les plus élevées en CYN sont
enregistrées en période automnale et estivale et celles de MC LR en période automnale et printaniére.
En Algérie, la présence de cylindrospermopsine dans les eaux superficielles n’a pas été rapportée ;
I’étude menée dans les eaux du barrage d’Ain Zada, par Saoudi et al. (2017) a révélé la présence
d’Oscillatoria (un des producteurs de la CYN) et la prédominance de Planktothrix agardhii sans
toutefois détecter la cylindrospermopsine ; Ces mémes auteurs, rapportent des concentrations de MC-
LR intracellulaire comprises entre 12,1 pg/L et 19,6 nug/L et celle de MC LR extracellulaire de I’ordre
de 6,3 ng/L.

Dans les eaux du lac Oubeira durant la campagne de 2015, Arif et al., (2022) signalent la présence de
la microcystine a des teneurs comprises entre 0.62 et 19.14ug/L ; ces auteurs rapportent, par ailleurs,
une corrélation positive de la microcystine avec les genres Microcystis et Planktothrix. Dans ces
mémes eaux, des teneurs en microcystine comprises entre 0.028 et 13.4 pg equivalent MC-LR/L sont
notées par Amrani et al., (2012). Des travaux antérieurs menés par Nasri et al., (2004) rapportent des
teneurs de 1’ordre de 1070, 522 et 444 g/l respectivement en avril, mai et aott de 1’année 2000 ; ces
derniers signalent, toutefois, un pic de I’ordre de 29,163 pg/l au mois d’aoit de I’année 2001.

Dans I’environnement, les microcystines (MC) sont modérément résistantes a la dégradation chimique
et microbienne ; en revanche, la cylindrospermopsine (CYN) est hautement résistante a la dégradation
(Chiswell et al., 1999 ; Massey et Yang, 2020) et de ce fait, sa concentration dissoute peut étre élevée
méme si sa concentration intracellulaire est basse. Par ailleurs, elle peut persister longtemps apres la
disparition des cyanobactéries productrices de CYN (WHO, 2019). Selon Rucker et al. (2007) et
Bormans et al. (2014), la concentration extracellulaire de CYN peut constituer jusqu'a 90 % de la CYN
totale disponible, car la CYN extracellulaire tend a étre significativement plus élevée que la CYN
intracellulaire. Dans les eaux européennes, les concentrations de CYN particulaire (intracellulaire) et
dissoute (extracellulaire) sont généralement observées entre avril et septembre.

Dans ce contexte, la persistance environnementale des microcystines (MC) et de la
cylindrospermopsine (CYN) ne se limite pas a leur présence dans les eaux de surface, mais englobe
¢galement leur potentiel de bioaccumulation dans les organismes aquatiques. De nombreuses études
ont démontré que les cyanotoxines peuvent s’accumuler dans ces organismes (Li et al., 2004 ; Sipia et
al., 2001 ; Negri & Jones, 1995). La contamination peut survenir soit par voie transdermique, soit par
ingestion via 1’alimentation.

Afin de mieux comprendre ce processus, nous avons réalis¢é un échantillonnage ciblé de deux
organismes aquatiques : la carpe (Cyprinus carpio) et ’anodonte (Sinanodonta woodiana.). Les
analyses ont révélé que, chez Sinanodonta, les concentrations de cylindrospermopsine varient entre
0,31 et 16,2 ng/g de poids secs et celles des microcystines entre 44 et 702 ng/g de poids secs ; les
concentrations en CYN les plus élevées sont notées en Novembre, Mai, juillet et Aout et celles des
microcystines en Mars et en Septembre. Le test de Mann-Whitney a mis en évidence une différence
significative entre les teneurs en cyanotoxines (CYN et MC LR) dans I’eau et celles retrouvées dans
les tissus des anodontes (p < 0,05).

Les bivalves se nourrissent en filtrant I'eau et en sélectionnant des particules nutritives de petite taille

(<100 pum) ; Bien que leur broutage soit principalement déterminé par la taille des particules et des
cellules phytoplanctoniques, d'autres facteurs comme la qualité de la nourriture, notamment sa teneur
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en acides gras polyinsaturés (PUFAs) et en toxines, influencent également I'assimilation des particules
par les bivalves (Pires et al., 2002 ; Dionision et al., 2005).

Les données sur la bioaccumulation de la CYN chez les organismes aquatiques, et particuliérement
chez les invertébrés dans leur milieu naturel, restent limitées. Saker et Eaglesham (1999) ont observé
des concentrations de CYN atteignant 4,3 ng/g (poids sec) dans I’hépatopancréas et 0,9 pug/g (poids
sec) dans les tissus musculaires des écrevisses Cherax quadricarinatus, récoltées dans un bassin
d'aquaculture infesté par une efflorescence de Cylindrospermopsis raciborskii ou les concentrations
en CYN étaient de I’ordre de 589ug/1 ; ces auteurs, rapportent que 93 % de cette teneur en CYN étaient
localisés dans les cellules cyanobactériennes et seulement 7 % dissous dans I'eau. Apres exposition
d’Anodonta cygnea, pendant 16 jours, a des cultures de Cylindrospermopsis raciborskii, les spécimens
ont accumulé des concentrations de CYN de I’ordre de 2,52 mg/g de poids sec de tissus (Saker et al.
2004). Ces concentrations en CYN enregistrées chez Anodonta cygnea et Cherax quadricanatus
apparaissent nettement plus élevées que celles notées chez I’ Anodonte de 1’Oubeira ; selon Naddafi et
al., (2007) les grandes moules telles que I’Anodonte semblent préférer les cyanobactéries a d’autres
groupes de phytoplancton ou au détritus ; les faibles teneurs accumulées chez I’ Anodonte de I’Oubeira
s’expliqueraient ainsi par I’accumulation de CYN extracellulaire car la CYN intracellulaire n’a pas été
détectée.

En ce qui concerne les Microcystines, nos résultats des concentrations sont comprises entre 0 et 712
ng/g (poids sec) Les valeurs les plus basses sont enregistrées en Février avec ng/g. les autres mois de
I’année enregistrent des concentrations qui varient entre 53ng en Décembre et 174ng/g en Juin.

Selon de nombreux auteurs, 1’accumulation des microcystines chez les espeéces du genre Anodonta
auraient pour origine 1’ingestion de cyanobactéries coloniales (par ex., Microcystis) ou filamenteuses
tel que Planktothrix (Gkelis et al., 2006 ; Dionisio Pires et al., 2007 ; Barda et al., 2015 ; Bontes et al.,
2016 ; Lauceri et al., 2017 ; Lepoutre et al., 2020 ; Lance et al., 2021).

Une étude réalisée, par Barda et al (2015), dans le golfe de Riga, en Lettonie, a montré que parmi
divers organismes aquatiques (poissons, gastéropodes et autres bivalves) I’espece 4. anatina
accumulait les concentrations les plus élevées de MCs (de 0,5 a 88 pg/g de poids sec). Une étude,
menée en laboratoire, montre la capacit¢ de Anodonta anatina a ingérer des cyanobactéries, a
accumuler des MCs et a détecter une contamination environnementale aussi faible que 1 pg/L
(Lepoutre et al., 2020); cette capacit¢ d’Anodonta anatina a détecter de faibles niveaux de
contamination par les MCs a été¢ démontrée, in situ, par Lance et al., (2021) ; ces auteurs affirment que
I’espéce Anodonta anatina est un bioindicateur efficace capable d’intégrer les MCs intracellulaires sur
des périodes prolongées, méme a des niveaux de contamination variables. Nos résultats suggérent que
I'espéce Anodonta présente dans le lac Oubeira pourrait jouer un role clé en tant que bioindicateur
sensible, reflétant les variations des niveaux de contamination par les MCs dans cet écosystéme.

En ce qui concerne I’étude de 1’accumulation de ses deux cyanotoxines (CYN et MC LR) chez la carpe
(Cyprinus carpio), nous avons effectué leur dosage dans le foie et les visceres. Le choix de ses organes
pour l'analyse des cyanotoxines repose sur leur rdle physiologique dans l'accumulation et la
biotransformation des toxines. (Falconer et Humpage, 2006 ; Ernst et al., 2006 ; Papadimitriou et al.,
2012).

Chez la carpe, les concentrations de CYN sont comprises entre 12.37ng/g et 30.61ng/g de poids sec
dans les intestins et entre 15.53 et 36.3 ng/g de poids secs dans 1’hépatopancréas.
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Le test de Mann-Whitney révéele 1’existence d’une différence significative entre les concentrations en
CYN enregistrées dans les trois compartiments (eau, intestins et hépatopancréas). Le test de Kruskal-
Wallis a révélé une différence significative des concentrations entre les trois groupes (Foie, intestins
et eau) (p<0.001). Cela suggere que les concentrations de CYN varient selon les organes étudiés et
qu’elles ne sont pas réparties uniformément.

Chez cinq poissons arc-en-ciel (Melanotaenia eachamensis) prélevés dans un étang a écrevisses,
durant une floraison de Cylindrospermopsis, Saker et Eaglesham (1999) ont détecté la présence de
CYN dans les visceres a une concentration de 1’ordre de 1,2 pg/g de poids sec (PS) ; ces mémes
auteurs, lors d'études au laboratoire, ont montré que la CYN n’était pas détectable dans les tissus
musculaires mais était présente dans 1’hépatopancréas a raison de 0,2 pg/g de tissu lyophilisé.

Pendant une floraison d’Aphanizomenon ovalisporum survenue dans le lac Albano (Italie) Messineo et
al. (2009) ont mesuré l'accumulation de CYN chez deux truites brunes (Salmo trutta) ; ces auteurs
notent des concentrations qui suivent 1’ordre décroissant suivant : viscéres (0,6-2,7 ng/g poids frais),
muscles (0,1-0,8 ng/g poids frais) et ovaires (0,07 ng g/1 poids frais).

Chez Tilapia (Oreochromis niloticus) exposée a la CYN de manicre aigu et subchronique, Guzman-
Guillén et al., (2014) notent, apres application de la coloration immunohistochimique 1’accumulation
de cette toxine de CYN, a été observée dans divers tissus selon I’ordre suivant : foie > rein > intestin
> branchies.

Il'y a peu d’études qui traitent sur la bioaccumulation de la CYN dans les organes encore moins de son
mécanisme toxique. A de faibles concentrations, la toxicité de la CYN semble se traduire par
l'inhibition rapide et irréversible de la synthése des protéines ; en revanche, a des concentrations plus
¢levées, un processus toxique rapide impliquant le cytochrome P-450 (CYP450) pourrait étre le
mécanisme principal (Froscio et al. 2003 ; Falconer et Humpage 2006). D'autres auteurs ont rapporté
que la CYN provoque une diminution de la synthése du glutathion (GSH) (Runnegar et al. 1994),
induisant ainsi un stress oxydatif (Guzman-Guilén et al. 2013a, b).

Chez la carpe de 1’Oubeira, les teneurs en microcystine, dans I’hépatopancréas, varient de 379 a 1628
ng equivalent MC-LR/g et dans les visceres elles oscillent entre 0 et 1758 ng équivalent en MC-LR/g.
Dans I’hépatopancréas, a I’exception des pics de décembre et mars, les teneurs restent, le plus souvent,
inférieures a 1200ng/g ; Quant aux viscéres, La MC LR montre deux pics en novembre et en décembre
(1174 et 1758 ng équivalent en MC-LR/g respectivement).

Chez la carpe (Cyprinus carpio) péchée dans le lac Oubeira en 2011, Amrani et al., (2015) rapportent
la présence de microcystine a des concentrations qui varient de 371 a 3059 ng equivalent MC-LR/g
(poids sec) dans les viscéres et des teneurs comprises entre 343 a 771 ng equivalent MC-LR/g (poids
sec) dans I’hépatopancréas. Chez I’anguille (4Anguilla anguilla) peuplant le méme lac, ces mémes
auteurs, rapportent des concentrations comprises entre 86 et 233 ng equivalent MC-LR/g (poids sec)
dans I’hépatopancréas et entre 66 a 233 ng equivalent MC-LR/g (poids sec) dans les viscéres. Toujours
dans ce méme plan d’eau, chez deux especes de tortues (Emys orbicularis) et (Mauremys leprosa),
Nasri et al., (2008) enregistrent dans 1’hépatopancréas 0.30 et 0.27 pg equivalent MC-LR/g (poids sec)
respectivement ; alors que dans les intestins, les concentrations sont de 1’ordre de 0.006 pg et 0.02 ug
equivalent MC-LR/g (poids sec) respectivement chez E. orbicularis et M. leprosa.

De nombreux auteurs consideérent [’hépatopancréas comme I'organe cible principal pour
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Discussion

'accumulation de microcystines (MC) ensuite viennent d’autres organes irrigués par le sang
(Shahmohamadloo et al., 2022, Cazenave et al., 2005 ; Ernst et al., 2006 ; Papadimitriou et al., 2012).
Dans le sang, les MCs vont étre transportées par la veine porte vers le foie ou elles vont étre absorbées
par les OATPs dans les hépatocytes et accumulées préférentiellement (Fischer et al., 2005). D’apres
Falconer (1993), les microcystines sont transportées par les acides biliaires a partir de I’intestin ou
elles vont étre absorbées et orientées vers le foie, dans lequel elles s’accumulent et inhibent les
protéines phosphatases 1, 2A ou 3 (PP1, PP2A, PP3) (Zurawell et al., 2005). Cependant, les MCs sont
¢galement capables de s’accumuler dans les reins, la bile, le sang, les intestins, les muscles et le cerveau
des poissons exposés aux cyanobactéries (Xie et al., 2004 ; Cazenave et al., 2005 ; Ferrdo-Filho et
KozlowskySuzuki, 2011).

L’accumulation de la microcystine-LR dans le foie de souris (Ito et al., 2000 ; Guzman & Solter, 2002),
les tissus hépato-pancréatiques de la carpe (Fischer & Dietrich, 2000) et les tissus du foie de la truite
arc-en-ciel (Fischer et al., 2000) a été également confirmée par des méthodes immunohistochimiques
suite a la détection de liaisons covalentes entre la toxine et certaines protéines cellulaires.
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Conclusion générale

Cette étude met en évidence plusieurs aspects :

e L’évaluation de 1I’état trophique du lac Oubeira, basée sur le systeme de classification de
I’OCDE (1982), indique qu’il s’agit d’un lac hypereutrophe, marqué par une forte production
biologique, une transparence réduite

e L’inventaire des cyanobactéries a permis d’identifier 20 genres, avec une premicre observation
du genre Geitlerinema dans ces eaux. Parmi eux, Cylindrospermopsis et Microcystis sont
présents de maniere constante, tandis qu’Aphanizomenon, Planktothrix, Geitlerinema,
Planktolyngbya et Merismopedia sont régulierement observés. D’autres genres, comme
Oscillatoria, Pseudanabaena et Aphanocapsa, sont occasionnels, alors que Coelomoron,
Aphanothece, Synechocystis, Chroococcus, Gomphosphaeria et Dolichospermum sont
accidentels. Limnothrix, Snowella et Woronichinia sont rares.

e En termes d’abondance relative, les Nostocales dominent largement la communauté
cyanobactérienne du lac : Cylindrospermopsis représente 76,51 % de I’abondance totale, suivi
d’Aphanizomenon (13,9 %), Microcystis (4,13 %) et Geitlerinema (2,05 %). Cette dominance
s’explique par une forte capacité d’adaptation aux conditions environnementales locales.
Aphanizomenon domine en hiver, tandis que Cylindrospermopsis prend le relais le reste de
I’année.

e La prolifération de Cylindrospermopsis semble favorisée par sa tolérance élevée aux
températures, une eau riche en électrolytes et turbide, ainsi que par sa flexibilit¢ dans
I’assimilation des nutriments (azote et phosphore).

o L’analyse des cyanotoxines a confirmé la présence de deux toxines : la cylindrospermopsine
(CYN), majoritairement sous forme extracellulaire, et la microcystine (MC), principalement
intracellulaire. Malgré la dominance des producteurs de CYN, les concentrations de MC dans
I’eau restent élevées, avec des valeurs moyennes comparables (CYN : 339 ng/L ; MC : 281 ng
¢quivalent MC-LR/L).

e L’accumulation des cyanotoxines dans les organismes révele des tendances marquées :
Sinanodonta woodiana et Cyprinus carpio accumulent principalement les MC intracellulaires,
en lien avec leurs modes d’alimentation respectifs. Les concentrations moyennes de MC dans
S. woodiana atteignent 160 ng/g, tandis que les CYN extracellulaires restent faibles (6,17 ng/g).
Chez C. carpio, les toxines s’accumulent de manicre similaire dans I’hépatopancréas et les
intestins (25 ng/g et 22 ng/g pour la CYN). En revanche, la concentration de MC dans
I’hépatopancréas (848 ng/g) est environ deux fois supérieure a celle des intestins (460 ng/g),
suggérant un role majeur du foie dans la biotransformation et le stockage de cette toxine.

o L’observation annuelle de Cylindrospermopsis a mis en évidence des variations
morphologiques tout au long de son cycle de croissance. La présence ou I’absence
d’hétérocytes et d’akinetes semble influencée par les conditions environnementales et la
disponibilité des nutriments.

o Enfin, Cylindrospermopsis adopte deux stratégies de survie dans le lac Oubeira : (1) une
reproduction végétative par fragmentation, favorisant un pic de biomasse en aott-septembre ;
(2) la production d'akinetes en réponse aux conditions défavorables, garantissant la pérennité
de I’espece

Une gestion efficace du lac Oubeira nécessite la mise en place de solutions adaptées afin de limiter son
hypereutrophisation et d’atténuer ses déséquilibres écologiques :
- La limitation des apports domestiques enrichis en phosphore est cruciale pour réduire
I’eutrophisation des eaux de 1’Oubeira.
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Améliorer les infrastructures de traitement des eaux usées en adoptant des technologies
performantes qui permettent de capter et de réduire efficacement le phosphore avant son rejet.
La diminution de I'utilisation des engrais riches en azote par l'optimisation des doses d'engrais
et l'utilisation d'engrais organiques.

Le dragage des sédiments, associé¢ a leur valorisation dans la fabrication de matériaux de
magonnerie, constitue une solution innovante et durable pour réduire la charge en nutriments
du lac tout en transformant un résidu en ressource utile.

Pour éliminer les cyanotoxines extracellulaires, 1’ozone est le traitement le plus efficace, tant
pour les microcystines, que pour I’anatoxine-a et la cylindrospermopsine. Le chlore est efficace
contre les microcystines et la cylindrospermopsine, mais pas pour 1’anatoxine-a.

En perspectives, il serait judicieux de :

Il serait pertinent de mener une étude continue sur 1'évolution et la dynamique de croissance
des cyanobactéries dans le lac Oubeira, afin de mieux comprendre les facteurs
environnementaux influengant leur développement et de déterminer si Cylindrospermopsis
reste dominant sur le long terme ou si sa prévalence est spécifique a la période étudiée.

Il est essentiel de poursuivre les recherches avec des cultures pures continues et des analyses
moléculaires pour mieux comprendre la diversit¢ morphologique de Cylindrospermopsis et
caractériser les geénes responsables de la biosynthése de la cylindrospermopsine.

S’intéresser aux espéces de cyanobactéries benthiques qui pourraient constituer un inoculum
pour d’éventuelles efflorescences.

Etendre le dosage des cyanotoxines aux plantes et aux cultures agricoles irriguées avec 1’eau
du lac Oubeira, afin d’évaluer leur potentiel de bioaccumulation et les risques associés pour la
chaine alimentaire et la santé humaine.
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Annexe 1

» Préparation de la gamme étalon pour la quantification des nitrites (Aminot & Kérouel,

2004)

- Solution étalon concentrée de nitrite 8 5000 umol/L (1 ml contient 5 pmol de nitrite)

Produits utilisés

Mode opératoire

- Nitrite de sodium anhydre (NaNO2, M=
69g/mol).
- Eau déminéralisée

- Sécher le nitrite de sodium a 100 °C pendant 1
heure. Peser 0,345 g et le dissoudre dans 1000
mL d’eau déminéralisée dans une fiole jaugée.

Transférer la solution dans un flacon de
stockage.

- Conserver a température ambiante, a 1’abri de
la lumiére, et renouveler la solution chaque mois.

Solution étalon diluée de nitrite 2 50 pmol/L (1 ml contient 0.05 pmol de nitrite)
e Mode opératoire

e Diluer 100 fois la solution étalon concentrée pour préparer la solution étalon diluée.
e La solution étalon diluée est a préparer extemporanément, car elle se conserve seulement
quelques heures.

Préparation des solutions étalons pour différentes concentrations :

e Pour une concentration de 0,1 pmol/L : ajouter 1 mL de la solution étalon diluée a 50
pmol/L dans une fiole jaugée de 500 mL, puis compléter avec de 1’eau déminéralisée.

e Pour une concentration de 0,2 pmol/L : ajouter 2 mL de la solution étalon diluée a 50
pmol/L dans une fiole jaugée de 500 mL, puis compléter avec de 1’eau déminéralisée.

e Pour une concentration de 0,5 pmol/L : ajouter 5 mL de la solution étalon diluée a 50
pmol/L dans une fiole jaugée de 500 mL, puis compléter avec de 1’eau déminéralisée.

e Pour une concentration de 1,0 pmol/L : ajouter 10 mL de la solution étalon diluée a 50
pmol/L dans une fiole jaugée de 500 mL, puis compléter avec de 1’eau déminéralisée.

Les réactifs de dosage des nitrites

- Réactif R1 (solution de sulfanilamide)
Produits utilisés
[ HC1 fumant (37%, 1.19Kg/L).
[ Bulfanilamide (C6H8N202S; M=172g/mol)
[ Eau déminéralisée

Mode opératoire

e Diluer 100 mL d’acide chlorhydrique dans
500 mL d’eau déminéralisée.

e Ajouter 10 g de sulfanilamide et dissoudre
complétement, puis compléter le volume a 1
litre.

e Conserver la solution R1 a I’abri de la lumiére.
Elle est stable pendant plusieurs mois.

- Réactif R2 : (solution de N-naphtyl-éthylénediamine)

Produits utilisés
- Dichlorohydrate de N-(I1naphtyl)
¢thylénediamine (NED) (C12H14N2, 2
HCI, M=259g/mol). [ Eau déminéralisée

Mode opératoire

e Dissoudre 1 g de N-(1-naphtyl)-
¢thylénediamine (NES) dans 1 litre d’eau
déminéralisée.
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e Conserver la solution R2 au réfrigérateur, a
I’abri de la lumiére, et la renouveler chaque mois
ou de¢s I’apparition d’une coloration brune.

> Préparation de la gamme des étalons pour la quantification de I’azote ammoniacal
(Aminot & Kérouel, 2004)

- Solution étalon concentrée d’ammonium a 10 000 pmol/L (1 ml contient 10 pmol
d’ammonium).

Produits utilisés Mode opératoire
- Sulfate d’ammonium ((NH4)2SO4, M= - Sécher du sulfate d’ammonium a (105°C,
132.14g/mol). [ ]Eau déminéralisée 1 heure).

- Peser 0.661 g de sulfate d’ammonium
pour 1000 ml de solution préparée en
fiole jaugée, avec de I’eau déminéralisée.

- Conserver a T° ambiante et a I’abri de la
lumiére

Solution étalon diluée d’ammonium a 500 pmol/L (1 ml contient 0.5 pmol d’ammonium).
Mode opératoire :

e Diluer la solution étalon concentrée 20 fois pour obtenir la solution étalon diluée.
e Cette solution doit étre préparée juste avant son utilisation.

Préparation des solutions étalons d’ammonium :

e Pour une concentration de 0,2 pmol/L : prélever 0,2 mL de la solution étalon diluée a 500
umol/L et compléter a 500 mL avec de 1’eau déminéralisée dans une fiole jaugée.

e Pour une concentration de 0,5 pmol/L : prélever 0,5 mL de la solution étalon diluée a 500
pumol/L et compléter a 500 mL avec de I’eau déminéralisée.

e Pour une concentration de 1 pmol/L : prélever 1 mL de la solution étalon diluée a 500
pumol/L et compléter a 500 mL avec de I’eau déminéralisée.

e Pour une concentration de 2 pmol/L : prélever 2 mL de la solution étalon diluée a 500
pumol/L et compléter a 500 mL avec de I’eau déminéralisée.

e Pour une concentration de 5 pmol/L : prélever 5 mL de la solution étalon diluée a 500
pumol/L et compléter a 500 mL avec de I’eau déminéralisée.

Les réactifs de dosage de I’azote ammoniacal
Les réactifs se préparent directement dans leur flacon de stockage.
- Réactif R1’ (solution de phénol- nitroprussiate)

Produits utilisés Mode opératoire
- Phénol (C6 H50H, M=94.1g/mol) - Dissoudre dans 800 ml d’eau
- Nitroprussiate de sodium déminéralis¢ 65g de phénol, en flacon
dihydraté(NP,Na2Fe (CN)5NO,2 H verre.
20,M=298g/mol) - Ajouter et dissoudre 1.5 g de NP, puis
- Eau déminéralisée compléter a 1 litre
- Conserver la solution au réfrigérateur
(stable pendant 2 a 3 semaines).
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- Renouveler la solution si elle prend une
teinte verdatre.

Solution alcaline complexante

Produits utilisés Mode opératoire
- Citrate trisodique dihydraté e Dissoudre dans 800 ml d’eau 375 g de
(Na3C6H 507, 2H20, M= 29%4.1 citrate et 30 g de soude déminéralisée
g/mol). flacon en plastique et compléter a 1 litre.
- Soude (NaOH, M= 40 g/mol). Cette solution est stable pendant
- Eau déminéralisée plusieurs mois a température ambiante.

- Réactif R2’ (solution complexante)

Produits utilisés Mode opératoire
- Dichloroisocyanurate de sodium | e Préparer uniquement la quantité nécessaire
dihydrat¢  (DCI, C3CI2N3NaO3, | pour la série d’analyses.
2H20, M=256g/mol). e Ajouter 8 g de DCI par litre a la solution
- Eau déminéralisée complexante.

e Conserver au réfrigérateur. Cette solution ne
peut étre utilisée que pendant une semaine.

Préparation de la gamme des étalons pour la quantification de I’orthophosphate (Aminot &
Kérouel, 2004)
- Solution étalon concentré de phosphate 2 5000pmol/1

Produits utilisés Mode opératoire

- Dihydrogénophosphate de potassium anhydre | e Sécher le KH2PO4 a 105 °C pendant 1 heure.
(KH2Po4) e Peser 0,6805 g de KH2PO. et dissoudre dans
1000 mL d'eau distillée pour préparer la
solution.

e Transférer la solution dans un flacon en verre
ou en plastique.

Solution étalon diluée phosphate a SOpm/1 : Diluer 100 fois la solution concentrée.
e L'¢talonnage doit de préférence étre effectu¢ avec de 1'eau de mer pauvre en PO4, ou en diluant 5 a
10 fois de 1'eau de mer coticre avec de 1'eau déminéralisée.
e Préparer une gamme étalon correspondant aux concentrations 0,1-0,2-0,5-1,0 pmol/L dans des fioles
jaugées de 500 mL. Il faudra ajouter 1-2-5-10 mL de la solution étalon, puis compléter au volume avec
de l'eau diluée.
Les réactifs de dosage de I’orthophosphate
Les réactifs se préparent directement dans leur flacon de stockage.

- Acide sulfurique 2.9 mol/l.

Produits utilisés Mode opératoire
- Acide sulfurique - Pour préparer 1000 mL, ajouter
- Eau déminéralisée. lentement et en agitant constamment

160 mL d'acide sulfurique dans 800 mL
d'eau déminéralisée.

- Compléter le volume apres
refroidissement.
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- Conserver la solution au réfrigérateur.
Elle se conserve indéfiniment.

- Réactif R1”’ (solution d'acide ascorbique)

Produits utilisés

Mode opératoire

- Acide sulfurique (2.9 mol/1*)
- Acide ascorbique

¢ Dissoudre 5 g d’acide ascorbique dans 100
mL d’acide sulfurique 2,9 mol/L.

e Conserver la solution au réfrigérateur. Elle
reste stable pendant quelques semaines, a
renouveler si elle brunit.

Réactifs R2’ (solution d'acide Molybdéne et d'antimoine)

Produits utilisés

Mode opératoire

- Acide sulfurique (2.9 mol/I*)

- Héptamolybdate d’ammonium
tétrahydraté.

- Oxytartrate d’antimoine (III) et de
potassium

¢ Dissoudre 13 g de molybdate d'ammonium
dans 450 mL d'acide sulfurique 2,9 mol/L.

e Dissoudre 0,3 g d'oxytatrate d'antimoine dans
50 mL d'eau déminéralisée, puis ajouter cette
solution a celle de molybdate et bien mélanger.
e Conserver la solution a température ambiante.
Elle est stable pendant plusieurs mois..

» Préparation de la gamme des étalons des nitrates : (ISO, 1994)

- Solution étalon mere a 1000 mg/1 d’azote :

- Produits utilisés

- Mode opératoire

- Nitrate de potassium

e Sécher a 105°C pendant 2 heures.
e Dissoudre ensuite dans de 'eau distillée.

e Préparation des réactifs
- Réactif 1 :

Produits utilisés

Mode opératoire

- Diméthyl 2-6 phénol
- Acide acétique

Dissoudre le D2.6Phénol dasn 1’Acide
acétique

Réactif 2 :

Produits utilisés

Mode opératoire

- Meélange acide (H2S04)
- Acide orthophosphorique
- Acide sulfamique

e Mélanger avec précaution 400 mL d’acide
sulfurique (H2S04) a 18 mol/L avec 400 mL
d’acide orthophosphorique (HsPOs).

e Refroidir le mélange, puis ajouter 0,032 g
d’acide sulfamique.

e Conserver dans une bouteille en verre bien
bouchée.
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Annexe 2

Apha Chla cond Cylindr | DO Geit Micro | NH4 NO2 NO3 pH PO4 trans turb WT
Apha 1.0000 | -0.7400 | -0.7596 | -0.6585 | 0.8771 | 0.0280 |-0.3378 [ 0.5415 |0.7506 | -0.6665 | -0.7506 | 0.9195 ]0.7582 | -0.8504 | -0.9396
Chla <.0001 | 1.0000 |0.9004 |0.9130 |-0.7055 |-0.5522 | 0.4930 |-0.0704 | -0.5485 | 0.8045 |0.4181 |-0.6874 |-0.9120 | 0.8313 | 0.7406
cond <.0001 | <.0001 |1.0000 |0.8286 |-0.6778 |-0.4498 | 0.4089 |-0.2901 |-0.6336 | 0.6952 |0.5219 |-0.7653 | -0.8418 | 0.8169 | 0.8157
Cylindr | 0.0005 | <.0001 |<.0001 |1.0000 |-0.6716 |-0.5765 | 0.4078 | 0.0287 |-0.3832 | 0.8041 |0.3907 |-0.5829 |-0.8632 | 0.7948 |0.6771
DO <.0001 | 0.0001 |0.0003 |0.0003 |1.0000 |0.1135 |-0.4258 |0.3419 |0.5683 |-0.6113 | -0.6627 | 0.8743 | 0.7458 |-0.8208 | -0.8588
Geit 0.8965 | 0.0051 |0.0274 ]0.0032 |0.5974 [1.0000 |-0.1739 |-0.5443 |-0.1109 |-0.4649 | 0.3263 | -0.0152 | 0.5806 | -0.2548 | 0.0122
Micro | 0.1064 | 0.0144 ]0.0473 | 0.0479 [0.0380 | 0.4164 |1.0000 |-0.1296 |-0.3771 | 0.2548 |0.2445 |-0.3882 | -0.4177 | 0.4861 [0.3701
NH4 0.0063 ]0.7436 | 0.1691 |0.8941 |0.1020 |0.0060 |0.5462 |1.0000 | 0.6846 |0.1078 |-0.7144 | 0.6339 |0.0492 |-0.3443 |-0.5771
NO2 <.0001 | 0.0055 |0.0009 |0.0645 |0.0038 |0.6059 |0.0693 |0.0002 |1.0000 |-0.3030 | -0.6564 | 0.7662 | 0.5011 |-0.5559 |-0.7603
NO3 0.0004 | <.0001 |0.0002 |<.0001 |0.0015 [0.0221 ]0.2295 |0.6159 |0.1500 |1.0000 | 0.3549 |-0.4850 | -0.8345 | 0.7684 | 0.6198
pH <.0001 | 0.0420 | 0.0089 |0.0591 |0.0004 [0.1197 ]0.2495 |<.0001 |0.0005 |0.0888 |1.0000 |-0.7903 | -0.3968 | 0.5978 | 0.8407
PO4 <.0001 | 0.0002 |<.0001 |0.0028 |<.0001 [0.9436 ]0.0609 |0.0009 |<.0001 |0.0163 |<.0001 |1.0000 | 0.6550 |-0.7763 |-0.9198
trans <.0001 | <.0001 |<.0001 |<.0001 |<.0001 [0.0029 ]0.0423 |0.8194 |0.0126 |<.0001 |0.0549 |0.0005 |1.0000 |-0.8650 |-0.7162
turb <.0001 | <.0001 |<.0001 |<.0001 |<.0001 |0.2296 |0.0160 |0.0994 |0.0048 |<.0001 |0.0020 |<.0001 |<.0001 |1.0000 |0.8476
WT <.0001 ] <.0001 |<.0001 ]0.0003 |<.0001 |0.9550 ]0.0751 |0.0032 |<.0001 |0.0012 |<.0001 |<.0001 |<.0001 |<.0001 |1.0000

Apha : Aphanizomenon, Clindro : Cylindrospermopsis, Micro : Micrpcystis, Geit : Geitlerinema

NH4+ : Ammonium, NO2- : Nitrites, NO3- : Nitrates, PO4 : Orthophosphates, WT® : température de 1’eau, pH : potentiel
hydrogene, DO : oxygéne dissous, cond : conductivité, trans : transparence, Turb : turbidité, T® atm : température
atmosphérique, preci : précipitations.

NH4+ NO2- NO3- PO4 WT® pH OD cond trans turb T° preci FAH FH FA F
atm
NH4+
NO2- 0,62
ek
NO3- 0,24 0,31
ek
PO4 0,31 0,15 -0,30
*k *%
WT® -0,23 -0,31 0,38 -0,38
* wk *% *kk
pH -0,50 -0,41 0,23 -0,33 0,70
*kdk *dek * £ ek
oD -0,10 0,09 -0,26 -0,005 -0,66 | -0,25
* wekek
cond -0,07 -0,26 0,51 -0,21 0,55 0,48 | -0,39
* dededk wekek ek dededk
trans -0,04 0,09 -0,53 0,13 -0,43 | -0,29 0,34 -0,78
Tk ek ek *k ek
turb 0,02 -0,01 0,49 -0,09 0,45 0,43 | -0,21 0,65 -0,73
*dk Kk wkk wkk Kk
T° atm -0,17 -0,33 0,47 -0,34 0,90 0,64 | -0,69 0,78 -0,69 0,59
wk *dk wk wekk wkk *dk wkk Kk *kk
preci 0,28 0,18 -0,28* 0,56 -0,74 | -0,56 0,40 -0,26 0,09 | -0,26 | -0,57
* *dek ek *kdk *dek * * ek
FAH 0,04 -0,07 -0,12 0,24 -0,18 | -0,07 [ -0,07 -0,03 -0,10 | -0,11 | -0,06 0,49
* ek
FH 0,07 0,05 0,60 0,02 0,31 0,29 | -0,28 0,65 -0,67 0,61 0,54 0,05 0,26
*dek *¥% dek * ek wekek dedkek wekek *
FA 0,19 0,05 0,20 0,21 -0,27 | -0,19 0,07 0,27 -0,43 0,13 | -0,01 0,68 0,59 0,50
* * dekd dekd *dek dekd
F 0,09 -0,009 0,65 -0,21 0,33 0,27 | -0,23 0,71 -0,80 0,71 0,60 -0,02 0,19 0,80 0,53
Tk *dk * ek dekd *dek dekd dekd *dek

(p<0,05) * : corrélation significative, (p<0,01) **

: hautement significatif, (p<0,001) *** : trés hautement significatif.

FAH : filaments avec hétérocystes et akinétes ; F : filaments sans hétérocystes ni akinétes ; FA : filaments avec akinétes ;
FH : filaments avec hétérocystes. NH4+ : Ammonium, NO2- : Nitrites, NO3- : Nitrates, PO4 : Orthophosphates, WT® :
température de 1’eau, pH : potentiel hydrogeéne, DO : oxygene dissous, cond : conductivité, trans : transparence, Turb :

turbidité, T° atm : température atmosphérique, preci : précipitations
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Annexe 5

Dosage des cylindrospermopsines (ELISA) :

Matériel fourni

1. Plaque de microtitration (12 X 8 bandes) recouverte d'un second anticorps (chévre anti-lapin)

2. Standards (7) : 0, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 ppb, 1.5 mL chacun

3. Contrdle : 0.75 £ 0.15 ppb, 1.5 mL, préparé a partir d'une source secondaire, pour étre utilisé comme
standard de contrdle de qualité (QCS)

(QCS)

4. Diluant d'échantillon, 25 mL, a utiliser comme blanc de réactif de laboratoire (BRL) et pour la
dilution des échantillons au-dessus de la plage de la courbe standard.

la courbe standard

5. Solution de conjugué Cylindrospermopsin-HRP (Vortex avant utilisation.), 6 mL

6. Solution d'anticorps (lapin anti-Cylindrospermopsin), 6 mL

7. Tampon de lavage (5X) concentré, 100 ml, doit étre dilué avant utilisation, voir Préparation du test
(Section E).

8. Solution de substrat (couleur) (TMB), 12 mL

9. Solution d'arrét, 12 mL

. Préparation du test

1. Laissez les réactifs et les échantillons atteindre la température ambiante avant de les utiliser.

2. Retirez de la pochette refermable le nombre de bandes de plaques de microtitration nécessaires. Les
bandes restantes sont conservées dans

dans la pochette avec le déshydratant (bien fermée).

3. Les solutions d'étalons, de contrdle, de diluant d'échantillon (LRB), d'anticorps, de conjugué
enzymatique, de substrat et d'arrét sont prétes a 1'emploi et ne nécessitent aucune autre opération.
sont prétes a I'emploi et ne nécessitent aucune dilution supplémentaire.

4. Diluer le tampon de lavage (5X) concentré dans un rapport de 1:5 avec de I'eau désionisée ou
distillée. Si vous utilisez le flacon entier

(100 ml), ajouter a 400 ml d'eau déionisée ou distillée et mélanger soigneusement.

5. La solution d'arrét doit €tre manipulée avec précaution car elle contient du H2SO4 dilué.

- Procédure d'essai

1. Ajouter 50 uL de standards, de contréle (QCS), de LRB ou d'échantillons dans les puits des bandes
de test, en suivant le schéma de travail prévu. Il est recommandé de réaliser 1’analyse en double ou en
triple.
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2. Passer au vortex la solution de conjugué enzymatique. Ajouter successivement 50 pl de la solution
de conjugué enzymatique dans les différents puits a 1'aide d'une pompe multicanaux. successivement
a l'aide d'une pipette a répétition multicanaux, pas a pas ou €lectronique.

3. Ajouter successivement 50 ul de la solution d'anticorps dans les différents puits a I'aide d'une pipette
multicanaux, pas a pas ou électronique.

4 Couvrir les puits avec du parafilm ou du ruban adhésif, puis mélanger le contenu en effectuant un
mouvement circulaire du porte-bande sur la table pendant 30 secondes.

5. Veiller a ne pas renverser le contenu. Incuber les bandes pendant 45 minutes a température
ambiante.

6. Retirer le couvercle,
7. décanter le contenu des puits dans un évier, et éponger la plaque inversée sur une pile de serviettes
en papier.
8. Laver les bandes quatre fois avec le tampon de lavage dilué, en utilisant au moins 250 pL de tampon 1X pour
chaque puits a chaque étape de lavage.
9. Apres chaque étape de lavage, retourner la plaque et la tapoter délicatement sur une pile de serviettes en
papier pour éliminer I’exces de liquide.
10. Aprées le dernier lavage/éponger, vérifier que le tampon n'est pas resté dans les puits et, si
nécessaire, I'¢liminer par un épandage supplémentaire.
11. Ajouter successivement 100 pl de solution de substrat (couleur) dans chaque puits a l'aide d'une
pipette multicanaux, pas a pas ou ¢électronique.
12. Couvrir les puits avec du parafilm ou du ruban adhésif, puis mélanger le contenu en déplacant le
support de bandelette par un mouvement circulaire sur la paillasse pendant plusieurs minutes..
13. Veiller a ne pas renverser le contenu. Incuber les bandes pendant 30 a 45 minutes a température
ambiante.
14. Protéger les bandes de la lumiére du soleil.
15. Ajouter 100 pl de solution d'arrét dans les puits dans le méme ordre que pour la solution de substrat
(couleur) a l'aide d'une pipette a répétition multicanaux, pas a pas ou électronique.
16. Lire I'absorbance a 450 nm a l'aide d'un photométre ELISA pour microplaques dans les 15 minutes
suivant l'ajout de la solution d'arrét.

» Dosage des Microcystines par ELISA :

- Matériel fourni

1. Plaque de microtitration (12 X 8 bandes) recouverte d'un analogue de Microcystines conjugué a une
protéine

2. Standards (6) : 0, 0,15, 0,40, 1,0, 2,0, 5,0 ppb, 1,5 mL chacun

3. Contréle : 0.75+ 0.185 ppb, 1.5 mL, prépar¢ a partir d'une source secondaire, pour utilisation comme
standard de controle de qualité (QCS).

4. Diluant d'échantillon, 25 mL, a utiliser comme blanc de réactif de laboratoire (BRL) et pour la
dilution des échantillons au-dessus de la plage de la courbe standard.

de la courbe standard

5. Solution d'anticorps, 6 ml

6. Solution de conjugué anti-mouton-HRP, 12 mL

7. Tampon de lavage (5X) concentré, 100 ml, doit étre dilué avant utilisation, voir Préparation du test
(Section E).

8. Solution de substrat (couleur) (TMB), 12 mL

9. Solution d'arrét, 6 mL.

Préparation du test

1. Laissez les réactifs et les échantillons atteindre la température ambiante avant de les utiliser.

2. Retirez de la pochette refermable le nombre de bandes de plaques de microtitration nécessaires. Les
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bandes restantes sont conservées

dans la pochette avec le déshydratant (hermétiquement fermée).

3. Les solutions de standards, de controle, de diluant d'échantillon, d'anticorps, de conjugué
enzymatique, de substrat et d'arrét sont prétes a l'emploi et ne nécessitent aucune dilution
supplémentaire.

4. Diluer le tampon de lavage (5X) concentré dans un rapport de 1:5 avec de l'eau désionisée ou
distillée. Si vous utilisez le flacon entier (100 ml), ajouter a 400 ml d'eau déionisée ou distillée et
mélanger soigneusement.

5.La plaque de microtitration se compose de 12 bandes de 8 puits, qui peuvent Etre utilisés
individuellement pour le test.

6.Les standards doivent étre exécutés avec chaque test. Ne jamais utiliser les valeurs des étalons qui
ont été¢ déterminées dans un test effectué précédemment.

Procédure d'essai

1. Ajouter 50 pl de solutions standard, de controle ou d'échantillons dans les puits des bandes de test
selon le schéma de travail indiqué.

L'analyse en double ou en triple est recommandée.

2. Ajouter successivement 50 pL de la solution d'anticorps dans les puits individuels a 1'aide d'une
pipette multicanal ou d'une pipette pas a pas.

Couvrir les puits avec du parafilm ou du ruban adhésif et mélanger le contenu en déplacant le porte-
bande dans mouvement circulaire sur la paillasse pendant 30 secondes. Veuillez a ne pas renverser le
contenu. Incuber les bandes pendant 90 minutes a température ambiante.

3. Retirer le couvercle, décanter le contenu des puits dans un évier et éponger la plaque inversée sur
une pile de serviettes en papier.

4. Lavez les bandes trois fois en utilisant le tampon de lavage dilué. Veuillez utiliser au moins un
volume de 250uL de tampon de lavage 1X pour chaque puits et chaque étape de lavage. Tamponner
la plaque inversée apres chaque étape de lavage sur une pile de serviettes en papier. Apres le dernier
lavage/éponger, vérifiez s'il reste du tampon dans les puits et, si nécessaire, retirez-le en faisant un
épandage supplémentaire.

si nécessaire, I'¢liminer par un buvardage supplémentaire.

5. Ajouter successivement 100 pl de la solution de conjugué enzymatique dans chaque puits a 1'aide
d'une pipette multicanaux ou d'une pipette pas a pas.

6. Couvrir les puits avec du parafilm ou du ruban adhésif et mélanger le contenu en déplacant le support
de la bandelette dans un mouvement circulaire sur la paillasse.

7. Incuber les bandes pendant 30 minutes a température ambiante.

8. Retirez le couvercle, décantez le contenu des puits dans un évier et épongez la plaque inversée sur
une pile de serviettes en papier.

9. Lavez les bandes. Veuillez utiliser au moins un volume de 250 puL de tampon de lavage 1X pour
chaque puits et chaque étape de lavage.

10. Tamponner la plaque inversée aprés chaque étape de lavage sur une pile de serviettes en papier.
Apres le dernier lavage/éponger, vérifiez s'il reste du tampon dans les puits et, si nécessaire, retirez-le
en faisant un épandage supplémentaire.

11. Ajouter successivement 100 pl de solution de substrat (couleur) dans les puits individuels a l'aide
d'une pipette multicanaux ou d'une pipette pas a pas.

12. Couvrir les puits avec du parafilm ou du ruban adhésif et mélanger le contenu en déplagant le
support de la bandelette dans un mouvement circulaire sur la paillasse pendant 30 secondes.

13. Veuillez a ne pas renverser le contenu. Incuber les bandes pendant 20-30 minutes a température
ambiante. Protégez les bandes de la lumiere du soleil.

14. Ajouter 50 ul de solution d'arrét dans les puits dans le méme ordre que pour la solution de substrat
(couleur) en utilisant une pipette multicanaux ou une pipette pas a pas.

15. Lire I'absorbance a 450 nm a 1'aide d'un photomeétre ELISA pour microplaques dans les 15 minutes
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suivant l'ajout de la solution d'arrét.
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