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Préambule

Cet article a été réalisé a partir du travail de doctorat mené par Charlotte Robichon (2019-2023), sous la
direction des auteurs de cet article, et soutenue le 21/12/2023. La bourse de thése a été co-financée par le dispositif
EUR H20 de I'Université de Lyon et la Fondation Pierre Vérots. Ce travail a également bénéficié d'un partenariat
avec I'Agence de I'Eau Rhone Méditerranée Corse, le Syndicat de Riviere d'Ain Aval et de ses Affluents (SR3A),
I'Union des Pécheurs de la Riviere d'Ain (AUPRA), Le Conseil Départemental de I'Ain (CDO1), la Fédération
Départementale de Péche de 'Ain (FDPOQT) et Electricité de France (EDF).

Résumé

Les cyanobactéries benthiques sont des micro-organismes photosynthétiques qui se développent a
I'interface entre le sédiment et I'eau. La capacité de certaines souches a produire des toxines et les mortalités
de mammiferes de plus en plus fréquentes lies a leur ingestion mettent en lumiere les risques sanitaires et
écologiques associés a leur prolifération en rivieres et étangs. De plus, les changements thermiques et
hydrologiques résultant du déreglement climatique pourraient exacerber ces proliférations. Si les proliférations
planctoniques sont bien documentées, I'impact écologique des développements de cyanobactéries
benthiques ainsi que les périodes et les localisations les plus a risques sont peu connus. Dans ce contexte, la
these de Charlotte Robichon avait pour objectifs (i) d'identifier les facteurs environnementaux principaux
influengant le développement des cyanobactéries benthiques, (i) de rechercher I'existence de lien entre ces
facteurs écologiques et les concentrations en anatoxines produites, et (iii) d'étudier I'impact écologique du
développement des cyanobactéries benthiques sur les communautés de macroinvertébrés benthiques.

Les résultats de ce travail montrent que :

(1) Les facteurs hydrauliques (vitesse du courant, profondeur, débit) exercent une influence majeure sur le
développement des cyanobactéries. Cette influence est variable au cours de I'été en lien avec le cycle de vie
des biofilms et en fonction des variations des autres facteurs environnementaux (concentrations en
nutriments, développement des Chlorophycées). Ces résultats fournissent un cadre de gestion qui remet en
question les pratiques actuelles de lachers d'eau en riviere ;

(2) Les concentrations en anatoxine-a mesurées dans les biofilms sont généralement plus élevées dans les zones
de faible courant, soulignant le potentiel risque sanitaire de ces zones généralement dévolues a la baignade ;

(3) La présence de cyanobactéries dans les biofilms impacte négativement la distribution de quelques taxons
de macroinvertébrés benthiques mais ne nuit pas a I'abondance globale des macroinvertébrés benthiques
ni a leur biodiversité.
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Pourquoi s’intéresser
aux cyanobactéries
benthiques ?

Les cyanobactéries, parfois improprement appelées
« algues bleues » sont des micro-organismes procaryotes
photosynthétiques, mi-algues, mi-bactéries classés dans le
regne des Eubactéries. On les retrouve dans de nombreux
environnements, principalement aquatiques (eaux
douces, saumatres et marines), mais aussi terrestres (Dow
& Swoboda, 2002 ; Whitton, 2012). Elles sont capables de
se développer dans des conditions environnementales
extrémes et dans des conditions climatiques tres variées,
polaires, désertiques, tempérées ou tropicales (Seckbach,
2007). Selon les espéces, les cyanobactéries se présentent
sous forme unicellulaire ou sous forme de colonies pluri-
cellulaires filamenteuses et peuvent (i) mener une vie
planctonique (Fig. 1A ; grace a des vésicules gazeuses intra-
cellulaires) dans la colonne d'eau des lacs et étangs, (i) étre
agrégées a la surface de I'eau (on parle alors d'especes
meétaphytiques) ou (iii) mener une vie benthique comme
constituants des biofilms attachées aux substrats miné-
raux des fonds de cours d'eau ou aux macrophytes (Fig. 1B).

Le caractéere ubiquiste des cyanobactéries s'explique
par leurs larges préférences écologiques, mais aussi par le

fait qu'elles possedent des capacités uniques que les
autres algues n‘ont pas: (i) la présence de cellules spécia-
lisées leur permettant de fixer I'azote atmosphérique
(hétérocystes), (ii) la possibilité de se maintenir dans l'en-
vironnement durant les périodes défavorables grace a des
spores (akinetes) et (iii) la possibilité de produire des
toxines (Whitton & Potts, 2000).

En conditions environnementales favorables les cyano-
bactéries proliferent massivement et rapidement (Fig. 1B et
D). Ces proliférations observées de maniere récurrente sur
tous les continents ne sont pas sans conséquences écolo-
giques, sanitaires et économiques et expliquent l'intérét
porté sur ces micro-organismes a un niveau international
(WHQ, 2021). Selon la littérature scientifique, trois genres
principaux Oscillatoria spp., Phormidium spp. et Lyngbya
spp. sont incriminés dans la prolifération des cyanobacté-
ries benthiques dans les rivieres mais aussi dans les plans
d'eau (Hudon et al, 2014). Les souches toxiques de Phormi-
dium spp. (genre cosmopolite) produisent principalement
de l'anatoxine-a dont les effets neurotoxiques' sont connus
que ce soit dans les milieux lentiques? ou lotiques® (Faassen
etal,2012).

L'un des enjeux majeurs de I'étude proposée était de
mieux anticiper 'apparition des biofilms a cyanobactéries

et |le risque toxique associé en identifiant les facteurs éco-

Figure1: A Etang de la
Dombes (© P. Moiroux ;
https://vpah-auvergne-
rhone-alpesfr/ ressource).
B. Développement de
cyanobactéries
planctoniques (© J. Robin).
C. La Basse Riviere d’Ain

(© C. Robichon).

D. Développement de
cyanobactéries benthiques
surun galet de I'Ain

! C'est-a-dire bloquant la transmission nerveuse
*Zone de trés faible courant et plan d'eau
“Zone avec courant en riviere
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logiques du déterminisme de leur développement. Les
effets combinés de la radiation solaire, des nutriments, de
la température, des variations de débit sur les proliférations
algales sont relativement bien documentés en étangs et
lacs. En revanche, aucun modeéle général ne permet l'iden-
tification des facteurs de prolifération des biofilms a
cyanobactéries en riviere. Or, ces proliférations pourraient
étre amenées a s'intensifier en raison des modifications de
débit liées aux changements climatiques. Par ailleurs, si sur
les plans d'eau, le risque toxique est connu, 'ampleur de
ce risque reste a préciser en riviere.

Qu’est-ce qu'un biofilm ?

Le développement sous forme de biofilm accroché a
un substrat constitue le mode de développement domi-
nant des communautés bactériennes de rivieres, et
notamment des cyanobactéries benthiques (Costerton et
al, 1978 ; Ceesey et al, 1978 ; Lock et al, 1984) mais elles
sont moins étudiées dans les plans d'eau au profit des
cyanobactéries planctoniques. Les biofilms sont des
communautés complexes de micro-organismes (algues,
bactéries, champignons, virus, etc.). lls se développent sur
une surface stable (cailloux, graviers, macrophytes) et sont
maintenus ensemble par des matrices principalement
composées de polysaccharides (SPE dans la Fig. 2), de
protéines et d'’ADN extracellulaires. On parle de biofilm a
cyanobactéries lorsque les cyanobactéries font partie des
organismes dominants au sein du biofilm (Fig. 2).

Conditionnement

SPE Bactéries
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Figure 2: Schéma de
biofilm a cyanobactéries
(SPE : substances
polymeres extracellulaires.
Chlorophycée = algue
verte ; modifié de Schnurr
& Allen (2015)).
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Les biofilms jouent un réle fondamental dans le
fonctionnement des écosystemes de riviere (Battin et al,
2016). En contribuant aux flux d'énergie via la photosyn-
these et la production de biomasse, les biofilms jouent
un réle nutritif pour les espéces aquatiques (macroinver-
tébrés et poissons ; Biggs, 1996). lls peuvent servir de
refuge pour d'autres organismes, a travers leur structure
tridimensionnelle complexe qui crée de I'nétérogénéité
dans les micro-habitats. Par exemple, le développement
de certains taxons au sein du biofilm, comme lalgue
filamenteuse Cladophora spp., peut offrir aux macroin-
vertébrés benthiques une protection contre les
contraintes hydrauliques et la prédation, tout en leur
offrant une ressource nutritive (Dodds & Gudder, 1992). En
se développant, les biofilms contribuent enfin aux proces-
sus biogéochimiques comme le recyclage des
nutriments ou la dégradation des polluants. L'importance
écologique de ces biofilms fait qu'ils peuvent étre utilisés
comme indicateurs biologiques pour évaluer le bon état

écologique des rivieres (Spyra et al, 2017).

Un biofilm,
comment ¢a marche ?

Le cycle de développement d'un biofilm comporte
quatre grandes étapes (Echenique-Subiabre et al,, 2018 ;
McAllister et al,, 2016) : le conditionnement initial, la colo-
nisation de la matrice, la maturation, et le détachement

et la dispersion (Fig. 3).

Figure 3 : Représentation
schématique des étapes du cycle
de vie d'un biofilm a
cyanobactéries (ici, plus
particulierement Phormidium

Détachement
Dispersion

Substrat

Maturation

| spp.) (SPE : substances polymeéres
extracellulaires ; adapté de
Schnurr & Allen (2015)).
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Au cours d'un conditionnement initial, les cellules
bactériennes colonisent le substrat et sécretent des exo-
polysaccharides (SPE ; Fig. 3) qui forment une matrice
extracellulaire.

Le développement du biofilm se poursuit avec une
phase de colonisation de la matrice extracellulaire qui va
englober divers micro-organismes. Cette matrice extra-
cellulaire joue donc un réle important dans I'adhérence
au substrat du biofilm et des micro-organismes, la pro-
tection des cellules, la rétention d'eau et de nutriments
et permet des échanges entre les cellules.

Pendant la phase de maturation une grande diversité
de bactéries, de cyanobactéries de méme que les algues
filamenteuses proliferent au sein du biofilm. Au cours de
cette phase, le biofilm s'étend dans les trois dimensions
(surface, épaisseur) selon les conditions de luminosité
(Echenique-Subiabre et al, 2018), la compétition pour I'es-
pace et la résistance au broutage (Azim & Asaeda, 2005).

Le détachement intervient lorsque le biofilm est
mature. Des bulles d'oxygéene résultant de la photosyn-
thése tres importante peuvent alors étre emprisonnées a
I'intérieur du biofilm, ce qui augmente sa flottabilité. Le
biofilm peut alors se détacher en partie ou complete-
ment du substrat, puis flotter a la surface de I'eau pour
aller s‘échouer sur les berges (Bouma-Gregson et al.,
2017). Il s'agit donc aussi d'une phase qui permet la dis-
persion des cyanobactéries.

Les préférences
environnementales
des cyanobactéries

Les connaissances actuelles sur les préférences écolo-
giques des cyanobactéries benthiques sont surtout
limitées a quelques genres de cyanobactéries comme
Phormidium spp. (Quiblier et al., 2013 ; Wood et al,, 2020).
Plusieurs parametres physico-chimiques de 'eau influen-
cent le développement des biofilms a cyanobactéries :

(1) La température de I'eau est le facteur le plus important
jouant sur la vitesse de croissance des cyanobactéries
benthiques avec des températures élevées induisant
une augmentation de la vitesse de croissance tandis
que des températures plus basses ont l'effet inverse
(Echenique-Subiabre et al, 2018 ; Heath et al, 2015 ;
Wood et al, 2017).

(2) Une faible luminosité favorise le développement en
surface de biofilms a Phormidium spp. tandis que
I'épaisseur du biofilm augmente a faible profondeur en
condition de luminosité élevée et protege les cellules
contre le rayonnement en UVs (Echenique-Subiabre et
al, 2018).

(3) Contrairement aux cyanobactéries planctoniques
pour qui les concentrations en nutriments sont les fac-
teurs majeurs de prolifération (Paerl, 1988), le lien entre
le développement des cyanobactéries benthiques et
les concentrations en nutriments n'est pas clairement
établi. Les cyanobactéries benthiques peuvent effecti-
vement se développer en riviéres eutrophes* (Loza et
al, 2013) ou oligotrophes® (Wood et al., 2017).

(4) Le régime hydrologique a également un impact
majeur sur l'établissement et le développement des
cyanobactéries benthiques (Hart et al, 2013). Les éve-
nements de forts débits peuvent induire un arrachage
des biofilms de leur substrat (Heath et al., 2011). La plu-
part du temps, les proliférations de Phormidium spp.
sont observées a la suite de périodes de faibles débits
(Heath et al,, 2011). Cependant, des études portant sur
des biofilms a Phormidium spp. tendent également a
montrer que les conditions hydrauliques locales
influencent la présence des cyanobactéries benthiques
qui peuvent se développer sur une gamme large
de vitesses de courant allant de 0,3 jusqu'a 11 ms’
(Echenique-Subiabre et al,, 2018 ; Heath et al, 2015).

(5) Enfin, des interactions biotiques (compétition, préda-
tion) peuvent influencer le développement des
cyanobactéries benthiques au sein des biofilms (i) en
lien avec la croissance d'organismes concurrents tels
que les chlorophycées (Wood et al, 2020), et (i) en lien
avec la consommation des biofilms par certains pois-
sons (Hotu, Toxostome) et les macroinvertébrés
benthiques® (Capper et al, 2016 ; Visconti et al., 2015).

La toxicité des cyanobactéries :
un risque avéré

Les cyanobactéries possédent la particularité de pro-
duire des cyanotoxines a lintérieur des cellules. La
fonction principale de la production de toxines chez les
cyanobactéries (benthiques et pélagiques) est encore en
débat. En effet, cette production est a la fois colteuse en

“Une riviere eutrophe, littéralement “sur nourrie”, est une riviére qui regoit des nutriments en excés provoquant des proliférations algales

importantes qui ont pour conséquence une dégradation de la qualité physico-chimique et biologique de I'eau (eutrophisation).

° Une riviére oligotrophe, littéralement “peu nourrie” est une riviere contenant peu de nutriments.

° Les macroinvertébrés benthiques sont des organismes sans colonne vertébrale (invertébrés) et visibles a I'ceil nu (macro), comme les

insectes (larves et/ou adultes), les mollusques, les crustacés et les “vers’, qui vivent sur le fond des cours d'eau et des lacs a l'interface

eau-sédiment (benthiques). Ces organismes sont a la base des réseaux trophiques reliant les producteurs primaires (algues et bactéries

photosynthétiques) et les consommateurs secondaires (poissons).
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énergie pour les cellules mais pourrait leur conférer des
avantages évolutifs (Heath et al, 2016). L'avantage compé-
titif acquis par la production de toxines est mis en avant
par plusieurs travaux (Christoffersen, 1996 ; Holland & Kin-
near, 2013) montrant que les toxines peuvent :

(1) Avoir un effet allélopathique sur d'autres organismes
par exemple pour limiter le développement d'autres
algues présentes dans le biofilm ;

(2) Constituer un systeme de protection contre les brou-
teurs du biofilm ;

(3) Permettre une optimisation du fonctionnement phy-
siologique des cellules de cyanobactéries en
améliorant I'noméostasie, la photosynthese ou la
vitesse de croissance.

Ces hypotheéses, souvent non confirmées de maniére
définitive, montrent que le réle écologique de la produc-
tion de cyanotoxines nécessite d'étre encore étudié
(Janssen, 2019).

Ces toxines ne peuvent étre libérées dans I'environ-
nement que lors de la lyse cellulaire par suite de la mort
de la cellule, due a un stress physique causant l'abrasion
de la paroi cellulaire ou a la consommation par des orga-
nismes benthiques. Si les enjeux écotoxicologiques liés
aux cyanobactéries lacustres sont bien appréhendés, les
risques toxiques induits par le développement des cyano-
bactéries benthiques et plus spécifiquement en riviére
n‘ont été connus qu'a partir des années 2000 (Wood et
al., 2020). Ces travaux ont été menés a la suite de cas de
mortalité de chiens en Europe (Gugger et al, 2005 ;
Cadel-Six et al, 2007), en Amérique du Nord (Puschner
et al, 2008 ; Bouma-Gregson & Higgins, 2015) et en Nou-
velle-Zélande (Hamill, 2001). En France, une vingtaine de

La Basse Riviére d'Ain
Contexte écologique

Le choix de la riviere d’Ain a été motivé sur la base
des suivis réalisés par le SR3A et a la suite d'études préli-
minaires (Frossard et al., 2014 ; Dolédec et al,, 2017) qui
ont révélé la présence de cyanobactéries potentiellement
toxiques sur toute la riviere d'Ain. De plus, des cas de mor-
talité canine en été 2017 ont été attribués a I'ingestion de
biofilms de cyanobactéries et a une intoxication pro-
bablement due a I'anatoxine-a. La riviere d’Ain comprend

cas de mortalité de chiens ont été enregistrés depuis une
quinzaine d'années dans divers cours d'eau (Tarn, Loue,
Loire, Cher, Moselle, Ardeche, Ain ; Boisseleau et al,, 2018).

Parmi les cyanotoxines, I'anatoxine-a est une des
toxines la plus souvent produite dans les biofilms par des
genres de cyanobactéries fréquemment observés en
riviere (Phormidium spp., Microcoleus spp., Oscillatoria
spp.; Faassen et al, 2012 ; Hudon et al,, 2014). L'anatoxine-
a avec ses dérivés est une molécule neurotoxique
bloguant la transmission nerveuse, dont les effets incluent
la paralysie, I'insuffisance respiratoire et la mort des mam-
miféres. Malgré la présence d'anatoxine dans l'eau, les
concentrations sont généralement considérées comme
trop faibles pour occasionner des risques toxiques avérés
(Wood et al, 2018). De plus, I'anatoxine présente dans
I'eau se dégrade rapidement en riviere sous I'effet des UVs
et de l'action des bactéries lorsqu’elle est sous forme
extracellulaire. Le risque toxique est en revanche avéré lors
de I'échouage des biofilms sur les berges a la suite de la
dispersion (Cf. Fig. 3). Des phénoménes de bioaccumula-
tion ont également été mis en évidence face a une
exposition des organismes aquatiques a l'anatoxine-a
(poisson, Oswald et al, 2007 ; Colas et al, 2020 ; macroin-
vertébrés, Kelly et al, 2019). Dans ce contexte, les objectifs
du travail de thése de Charlotte Robichon visaient a pro-
duire des connaissances supplémentaires concernant les
proliférations de cyanobactéries en riviere sur le plan (i) de
leur déterminisme (facteurs environnementaux clés), (ii)
du risque toxique associé (production d'anatoxine) et (iii)
des conséquences sur la distribution des organismes
aquatiques et le réseau trophique (macroinvertébrés ben-
thiques).

MATERIEL ET METHODES

deux zones caractéristiques qui different par leur mor-

phologie et leur fonctionnement hydrologique :

(1) La partie amont (185 km), ou ont été construits 5 bar-
rages hydroélectriques entre 1931 et 1970. Le barrage
de Vouglans (1968) situé le plus en amont, est le 3¢ plus
grand réservoir artificiel frangais et regle I'écrétement
des crues (crue centennale de 2750 m*s’ a Pont d'Ain)
et les soutiens d'étiage (débit minimal de 6 m3s™ a
Allement, en aolt 2003) de la riviere d’Ain. On trouve
ensuite les barrages de Saut-Mortier (1968), Coiselet
(1970), Cize Bolozon (1931) et Allement (1960).

7 Le Syndicat de la riviere d’Ain Aval et ses Affluents est une structure publique née en 2018 de la volonté de 7 intercommunalités de
gérer conjointement la ressource en eau, de préserver et de restaurer les rivieres et les milieux aquatiques, de réduire les inondations,

et de protéger la biodiversité.
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(2) La partie aval (aprés Allement) est communément
appelée Basse Riviére d'Ain (BRA, 53 km) jusqu’a la
confluence avec le Rhone. La riviere traverse une
plaine alluviale en pente douce (0.15% en moyenne)
ou elle développe un facies en méandres dynamiques,
créant ainsi une grande diversité d’habitats (Bravard et
al, 1990).

La BRA a fait I'objet d'un classement en site Natura
2000 « Basse Vallée de I'Ain, Confluence Ain-Rhéne »
(FR8201653) au titre de la directive européenne « Habitats,
Faune, Flore » mais subit également plusieurs types de
pressions incluant : (i) des prélevements conséquents
dans la nappe alluviale de I'Ain en été pour lirrigation (Le
Bechec et al, 2010), (i) une forte activité touristique axée
sur les loisirs nautiques et la péche, et (iii) des apports en
en fertilisants qui peuvent contribuer a 'eutrophisation
estivale avec des proliférations d'algues vertes filamen-
teuses et des cyanobactéries. A ce titre, outre la régulation
des fluctuations saisonniéres des débits par les barrages
hydroélectriques, des lachers d'eau (réalisés sous le
contréle d'une cellule dite d'alerte) tentent de réduire 'eu-
trophisation et/ou de diminuer la température de I'eau
dans la BRA. Ces lachers peuvent entrainer des variations
importantes et rapides de débits (15m?*s'a100 m*s” pour
des vitesses de courant entre 13 et 1.8 m.s”) alternant avec
des périodes de débits faibles et stables pour assurer le
remplissage des retenues de barrages. Malgré tout, la
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BRA reste une riviere que I'on peut qualifier d'oligo-méso-
trophe sur la base des concentrations en nutriments
modérées observées (Frossard et al., 2014).

Protocole de mesures

Pour capturer la diversité des situations écologiques,
le protocole d'échantillonnage a porté sur 4 trongons
d'intérét (250 a 500 metres de linéaire ; Fig. 4A) connus
pour la récurrence de proliférations de cyanobactéries. Six
campagnes d'échantillonnage ont été réalisées au cours
de I'été 2020 pendant la période propice au développe-
ment des cyanobactéries (2-3 juin, 29-30 juin, 15-16 juillet,
23-24 juillet, 27-28 juillet et 24-25 aolt)®.

Sur chaque trongon, trois zones hydrauliques ont été
délimitées a partir d'un modéle hydrodynamique 2D (voir
ZABR, 2016) qui fournit les valeurs de vitesse moyenne de
courant et de hauteur d’'eau pour différentes valeurs de
débits a une résolution de 4 m? (Fig. 4B).

Les trois zones hydrauliques ont été délimitées pour
une gamme de débits allant de 15 a 40 m3s” (débits les
plus fréquents en période estivale) selon les criteres sui-
vants:

(1) Zone hydraulique #1 considérée commme favorable au
développement des cyanobactéries benthiques pré-
sentant des vitesses de courant faibles (< 0,1 m.s") et
stables (toujours < 0,2 m.s?).

4 m?
'iv
: ‘)' A
\ e n&;‘g
v o 3% )
g B AT
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Figure 4 : Protocole d'échantillonnage de I'étude sur la riviere d'Ain. A. Les 4 stations prospectées. B. les trois zones
hydrauliques sélectionnées sur un trongcon donné a partir d'un modele hydrodynamique 2D (carrés blancs = placettes
sélectionnées sur le trongon). C. Les 3 galets sélectionnés aléatoirement sur une placette. Le galet est ['unité
d'échantillonnage a partir de laquelle ont été effectués les comptages et identification algaux (D), le dosage d'anatoxine (E)

et les préléevements d'invertébrés benthiques (F).

“Les campagnes des 23/07/20 et 24/07/20 n'ont finalement pas été prises en compte ici car peu différentes des campagnes des

15/07/20 et 16/07/20.
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Figure 5: A, Placette avec un biofilm peu épais. B. Placette avec biofilm bien développé. C. Galet présentant un biofilm a
cyanobactéries bien développé et reconnaissable a la couleur vert foncé.

(2) Zone hydraulique #2 considérée comme favorable
aux cyanobactéries benthiques a de faibles débits
(< 15 m®s-) avec des vitesses de courant faibles
(< 0,1 ms’) et stables. En revanche, la vitesse de courant
peut étre > 0,2 m.s' lorsque les débits augmentent.

(3) Zone hydraulique #3 considérée comme défavorable
au développement des cyanobactéries avec des
vitesses du courant systématiquement > 0,8 m.s’
méme a des débits <15 m*s™.

Dans chaque zone hydraulique et sur des placettes
de 4 m? 3 galets ont été sélectionnés aléatoirement pour
y prélever le biofilm (Fig. 4C et Fig. 5). Au total, 733 échan-
tillons de biofilm ont été prélevés puis homogénéisés
avant l'identification et le comptage en laboratoire (Fig.
4D). Les communautés photosynthétiques ont été iden-
tifiées jusqu'au niveau du genre grace a leurs
caractéristiques morphologiques, en suivant plusieurs
guides d'identification et le biovolume (en pm?*cm?) de
chaque genre a été quantifié. Un total de 273 échan-
tillons a été sélectionné pour I'extraction et la
quantification des anatoxines® (Fig. 4E).

Les macroinvertébrés benthiques ont été échan-
tillonnés au niveau de chaque galet lors des campagnes
de début et de fin d'été 2020 a l'aide d'un filet Surber
normalisé (Fig. 4F ; AFNOR XP T90 388, 2010). Au total,
180 échantillons (30 placettes par date) ont été collectés
et conservés dans de |'éthanol a 96° jusqu’au tri et jusqu'a
l'identification des individus (Tachet et al,, 2010).

Des mesures de variables physicochimiques ont été
réalisées au niveau de chaque :

(1) Galet : hauteur d'eau et vitesse de courant moyenne.

(2) Placette
concentrations en ammonium, nitrates et orthophos-

température de l'eau, pH, conductivité,

phates, substrats (sable, gravier, petits galets et blocs).

Enfin, pour prendre en compte les récents change-
ments hydrologiques associés aux évenements de
lachers d'eau des barrages, le débit maximal des 15 jours
précédant I'échantillonnage a été calculé a partir des

données hydrologiques disponibles (stations d'enregistre-
ment de Pont-d’'Ain et Chazey-sur-Ain).

Etangs de la Fondation
Pierre Vérots

Contexte écologique

Les étangs de la Fondation Pierre Vérots sont situés au
sein d'un bassin versant plutét forestier. Au nombre de
quatre, ils ont des fonctions différentes. En téte de bassin,
les étangs Riquet (4 ha) et Boufflers (24 ha) sont gérés dans
un but conservatoire, ils ne sont donc vidangés que rare-
ment. L'étang Page (32 ha), en relation possible avec
Boufflers, est destiné a accueillir des études expérimentales
spécifiques, telles que I'étude trophique et écologique d'un
étang sans poisson réalisée au cours des années anté-
rieures. Enfin, 'étang Praillebard (20 ha), a 'aval de Riquet
et Boufflers, est géré tel qu'un étang de pisciculture
traditionnel avec en moyenne 4 ans en eau et un empois-
sonnage classique alternant avec un assec utilisé pour des
cultures. Chaque étang dispose de chenaux permettant la
collecte de I'eau en provenance de I'amont et d'un dispo-
sitif de vidange. Ces étangs sont caractérisés par une
profondeur moyenne similaire (~70 cm) avec des profon-
deurs maximales comprises entre 1,6 et 2,6 m. Le fond des
étangs est principalement de structure limono-argileuse,
comme la plupart des étangs de la région. Seules les
digues principales sont renforcées avec l'implantation de
substrats grossiers de type roches et galets a leur base. C'est
en particulier le cas des étangs Boufflers et de Praillebard.

Du point de vue trophique, les étangs de la Fondation
Pierre Vérots sont classés eutrophes a hypereutrophes. lls
sont trés riches en éléments nutritifs qui saccumulent au
cours des années en eau. De ce fait, la productivité pri-
maire y est importante, avec souvent une présence
significative d’herbiers de plantes aquatiques (Praillebard,
Page, Riquet), et parfois des proliférations algales intenses
(Boufflers, Praillebard).

“Ces analyses ont été réalisées au Laboratoire de Microbiologie, Génome et Environnement (LMGE) de I'Université de Clermont-Ferrand.
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Protocole de mesures

Les étangs de la Fondation Pierre Vérots ont fait I'ob-
jet d'un suivi du développement des cyanobactéries
benthiques et de leur toxicité en milieu lentique. Plus
particulierement, les étangs de Praillebard et Boufflers

ont été échantillonnés mensuellement (juin, juillet et
aoUt 2021) au niveau des zones présentant des substrats
grossiers (graviers, cailloux des digues), en suivant le
méme protocole que pour I'échantillonnage des cyano-

bactéries benthiques sur la BRA (Fig. 6).

3 campagnes de terrain été 2021

l

18 juin
A
[ |
2 étangs 3 placettes 3 galets
- goeF
Imv- | | .p
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25 aolt

-
Identification et comptage
(54 échantillons)
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Dosage anatoxine-a (si
présence genres toxiques)

r

Eau
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Dosage NH4, NO3,
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| Figure 6 : Protocole d’échantillonnage de I'étude sur les étangs de la Fondation Pierre Vérots (© Charlotte Robichon).

RESULTATS ET DISCUSSION

100%

50%

Etangs de la Fondation
Pierre Vérots

Les analyses des communautés photosynthétiques
des biofilms ont révélé des biovolumes de cyanobactéries
tres faibles (100 a 1000 fois plus faibles que les maxima
observés en riviére), et les analyses des concentrations en
anatoxines ont donné des concentrations négligeables, le
plus souvent inférieures au seuil de quantification. De
plus, les biomasses de biofilm récoltées se sont parfois

Autres

avérées insuffisantes pour réaliser le protocole d'extrac-
tion d'anatoxines utilisé sur les biofilms de la riviere d'Ain.
Seul Phormidium spp. a pu étre identifiée au sein des
prélevements d'étangs.

Nos mesures de terrain et ces analyses corroborent
I'hypothese que les biofilms a cyanobactéries en étang ne
se développent que trés peu du fait de conditions défa-
vorables, avec notamment une luminosité trop faible et

un support physique moins adapté (peu de galets).

m Chlorophytes

M Diatomées

Cyanobactéries autres toxines

M Cyanobactéries neurotoxiques

B Cyanobactéries non toxiques

Figure 7 : Distribution temporelle
des abondances relatives des

0% — — =S i
- - . différents groupes dans le biofilm
mi-juin mi-juillet fin ao(t des étangs
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Basse Riviere d’Ain

Quels facteurs favorisent
leur implantation ?7'°

Un total de 23 genres de cyanobactéries a été iden-
tifié. lls représentent entre 30 et 50% des biovolumes
algaux (Fig. 8).

Figure 9 : Quelques spécimens de cyanobactéries.
A. Phormidium spp. (© 3. Robin).

B. Lyngbya spp. (© J. Robin).

C. Planktolyngbya spp. (© E. Capo).

Quatre genres connus pour contenir des espéces
potentiellement toxiques dominent (>50%) les assem-
blages de cyanobactéries (Phormidium spp., Lyngbya
spp., Planktolyngbya spp., Oscillatoria spp.; Fig. 9).

Sur le plan écologique, le biovolume total des cyano-
bactéries est globalement plus faible dans la zone a faible
courant (HZ#1 ; Fig. 10) avec un déplacement vers les
zones a plus fort courant a la fin de I'été (HZ#2 ; Fig. 10).
Parmi les quatre genres de cyanobacteéries les plus abon-
dants, certains apparaissent pendant les périodes de
débit stable (Phormidium spp. et Oscillatoria spp.), tandis
que d'autres se développent pendant les périodes de
fortes variations de débit (Lyngbya spp. et Planktolyngbya
spp. ; Fig. T1B) soulignant I'influence importante des para-
meétres hydrauliques sur l'installation et le développement
des cyanobactéries benthiques en riviere (Fig. 11C).

En revanche, les épisodes de forts débits n‘entrainent
pas systématiquement une diminution des biovolumes
de cyanobactéries. En effet, malgré des lachers d'eau des-
tinés a arracher les algues et le biofilm en fin d'été (Fig. 11),
le développement des cyanobactéries benthiques ne
diminue pas de maniére significative (Fig. 10). Ces lachers
d'eau de 100 m®s” pendant une heure ne sont donc pas
une solution viable pour réduire le développement des
cyanobactéries benthiques.

204

B3 Hz#

"5 B3 Hz#2

B3 Hz#3

Biovolume de cynaobactéries

début fin mi-
juin juin juillet

ﬁ*- e | - Ih-l- o

juillet aolt

fin f

de la BRA.

“Les résultats de cette étude ont fait I'objet d'une publication dans la revue Science of the Total Environment (DOI :

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.162142).

Figure 8 : Distribution temporelle
des abondances relatives des
différents groupes dans le biofilm

Figure 10 : Distribution temporelle
des abondances relatives des
différents groupes dans le biofilm
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Figure 11: A. Chronologie des

69 125 66 45 99 évenements hydrologiques sur la
A 2504 i i i i période d'échantillonnage (les
| barres bleues matérialisent les
201 Début Fin échantillonnages). B. Genres
Débit 455+ de l'été - de l'ete dominants de cyanobactéries
(md.s1) M'I',e,u, benthiques. C. Contributions
— de l'ete relatives (taille des cercles
50+ M_K_L_K_L_L_ﬁ proportionnelle a ces
contributions) des parametres
0 ) ) ) ) ) environnementaux impliqués
B Lyngbya spp. Phormidium spp. Lyngbya spp. (Hydrauliques : profongle.ur, vitesse
Planktolyngbya spp. Oscillatoria spp. Planktolyngbya spp. | | de courant, granulométrie;

Hydrauliques‘ .

D'autres parametres environnementaux influencent
le développement des cyanobactéries. Tout d'abord, en
milieu d'été, le plus rapide développement des chloro-
phycées au sein des biofilms induit un déclin des
cyanobactéries (Fig. 10 ; Fig. 11C). Ensuite, les températures
de l'eau (température maximale de 20.9°C) plus élevées
en milieu et fin d'été sont susceptibles de favoriser le
développement des cyanobactéries benthiques. Enfin, les
concentrations en nutriments ont un effet mineur en
début et fin d'été en lien avec des phases d'implantation
et/ou de réimplantation des cyanobactéries.

La synthese des influences environnementales sur la
prolifération ou le déclin des cyanobactéries montre que
I'environnement n'intervient pas de maniere univoque
sur toute la période estivale mais que certains éléments
environnementaux ont un impact négatif ou positif en
fonction de la période d'intérét (Fig. 12).

Début Milieu
d’été d’été
e ns ns

Hydrologie
Température ns o ns
Nutriments (+) ns (+)
Autres algues ns ° ns

Figure 12 : Synthese des influences positives (+) et négatives (-)
des paramétres environnementaux sur I'abondance des biofilms
a cyanobactéries (ns : pas d'influence).

Figure 13 : A. Evolution estivale des concentrations en anatoxine-a
(Les points gris représentent chaque échantillon et les points noirs
représentent les mesures extrémes). B. Evolution estivale des
biovolumes de cyanobactéries potentiellement productrices
d'anatoxine-a (les échantillons contenant de I'anatoxine-a sont en
bleu foncé, ceux n'en contenant pas sont en bleu clair).

Biotiques : présence de
chlorophycées, diatomées, ou
. autres algues ; Physico-chimiques :
pH, température, conductivité,
nutriments). En bleu, les valeurs
moyennes de débits des 15 jours
précédant I'échantillonnage.

Quels facteurs favorisent leur production
d'anatoxine ?

Les concentrations en anatoxines retrouvées dans les
échantillons s'‘étendent en moyenne de 43 a10.5 pg.g’
du poids sec avec des concentrations nettement plus éle-
vées dans certains échantillons pour lesquels le risque
toxique est significatif (jusqu'a 200 pg.g-1, Fig. 13A).
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Granulométrie

Profondeur

Vitesse de
courant

Le réle écologique supposé de I'anatoxine-a serait de

favoriser 'implantation des cyanobactéries en permettant
notamment une augmentation de leur vitesse de crois-
sance. Si I'on se concentre sur le début de I'été, on
observe une relation inverse entre concentration en ana-
toxine (Fig. 13A) et biovolume de cyanobactéries
neurotoxiques (Fig. 13B) qui invalide ce mécanisme.

Plusieurs relations ont pu étre identifiées entre les
parameétres environnementaux et la production d'ana-
toxine-a (Fig. 14). Les variables hydrauliques (hauteur d'eau
et vitesse de courant) exercent une influence majeure et
consistante au cours de I'été sur la production d'ana-
toxine-a. Ainsi, malgré la capacité des cyanobactéries a se
développer a des vitesses de courant supérieures a1 ms’,
leur production d'anatoxines est plus importante dans
des zones de faibles courants (influence <O de la vitesse de
courant ; Fig. 14). Par ailleurs, des conditions peu profondes
donc plus exposées au rayonnement solaire sont défavo-
rables a la production d'anatoxine-a. Au regard de ces
résultats, les conditions de stress environnemental (forte
vitesse = abrasion, forte luminosité = influence négative
des rayons UV) représentent probablement un colt éner-
gétique tel qu'il diminue ou inhibe la production
d'anatoxine-a par les cyanobactéries.

Comme évoqué précédemment, une compétition
semble s'instaurer entre les chlorophycées et les cyanobac-
téries au milieu de I'été. A cette période, le modéle statis-
tique décele une influence négative des chlorophycées sur
la production d'anatoxine-a (non montré). Ce résultat sug-
gere I'existence de mécanismes complexes de compétition

Physico-
Chimie

Figure 14 : Principales relations obtenues
par modélisation statistique pour expliquer
les concentrations en anatoxine dans

les échantillons.

Ammonium

Températu

Phosphates

Nitrates

e

et d'allélopathie entre les chlorophycées et les cyanobac-
téries. Les genres et especes présents, les composés qu'ils
liberent ainsi que le stade de développement du biofilm
pourraient influencer ces relations de compétitions et mé-
ritent des études approfondies en conditions controlées.

Influence sur les maillons trophiques
supérieurs : L'exemple des
macroinvertébres benthiques

En tant que consommateurs primaires, les macroin-
vertébrés benthiques peuvent étre particulierement
sujets a 'ingestion de biofilm de cyanobactéries poten-
tiellement toxiques. De plus, la prolifération de
cyanobactéries peut colmater les interstices du substrat
limitant la libre circulation des organismes. Cette partie
de l'étude s'est plus particulierement penchée sur les
hypotheéses suivantes :

(1) La structure des communautés” de macroinvertébrés
benthiques est influencée par les développements de
cyanobactéries benthiques au profit de taxons généra-
listes ;

(2) Le développement des cyanobactéries et les concen-
trations fortes en anatoxines limitent I'abondance des
invertébrés et plus particulierement des mangeurs de
biofilms.

L'étude de la niche écologique moyenne (Dolédec et
al. 2000) des communautés de macroinvertébrés ben-
thiques révele que celles-ci sont moins influencées par les
variables considérées dont la présence de cyanobactéries

""La structure de la communauté comprend au sens large sa composition en espéces, leur abondance relative et les interactions entre

les différentes espéces.
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Figure 15 : Distribution des
B taxons influencés
significativement par la
présence de cyanobactéries.
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benthiques en début qu’en fin d'été (OMI moyen'? = 5],
P=0.178, et OMI moyen = 4.3, P=0.009). En début d'été, sur
les 27 taxons (parmi un total de 63 taxons présents) dont
la niche environnementale est significativement influen-
cée par les variables considérées, seuls 3 taxons
(Helobdella spp. (Achétes), Setodes spp. (Trichopteres) et
Simuliidae (Dipteres)) évitent les zones trop colonisées
par les cyanobactéries benthiques (Fig. 15A), tandis que
de nombreux taxons connus pour consommer du biofilm
sont soit positivement influencés par les cyanobactéries
benthiques (Planorbidae (Mollusques), Limnius spp.,
Oulimnius spp. Elmis spp. (Coléopteres Elmidae) ;
Fig. 15A), soit ubiquistes (Baetis spp. (Ephéméropteres) ;
Fig. 15A).

En fin d'été, sur les 39 taxons (parmi un total de
71 taxons présents) présentant une niche écologique
significativement influencée par les variables considérées
5 taxons (Rhithrogena spp. (Ephéméroptéres), Simuliidae
(Diptéres), Cheumatopsyche spp. (Trichoptéres), Onycho-
gomphus spp. (Odonate) et Stenelmis spp. (Coléopteres
Elmidae)) évitent les zones trop colonisées par les cyano-
bactéries benthiques (Fig. 15B), tandis que des taxons
algivores (Haliplidae (Coléopteres), Micronecta spp.
(Hétéropteres)) ou connus pour consommer du biofilm
(Limnius spp., Oulimnius spp., EImis spp. (Coléopteres

préférer les zones a
cyanobactéries.

Elmidae), Potamanthus spp. (Ephéméropteres) ; Fig. 15B)
sont positivement influencés par les cyanobactéries ben-
thiques. Enfin, a cette période, on trouve de nombreux
taxons ubiquistes dans les communautés (Baetis spp.
(Ephéméropteres), Hydropsyche (Trichopteres), Leuctra
spp. (Plécoptéres), Dugesia spp. (Turbellariés), Setodes
spp. (Trichopteres), Esolus spp. (Coléopteres Elmidae) ;
Fig.15B).

Contrairement aux hypotheses initiales, les cyano-
bactéries benthiques semblent donc favoriser les taxons
se nourrissant de microphytes et de biofilm. Cela renforce
I'idée selon laquelle les cyanobactéries ne semblent pas
étre une ressource alimentaire évitée par les brouteurs de
biofilms, peut-étre du fait de leur association fréquente
avec des diatomeées dont la richesse nutritive est impor-
tante. Par ailleurs, le développement des différents taxons
photosynthétiques (cyanobactéries benthiques et chloro-
phycées) montre une forte hétérogénéité spatiale a
I'échelle des placettes échantillonnées (4 m?) et les
macroinvertébrés benthigues sont en mesure de trouver
des ressources alimentaires qui leur conviennent en res-
tant a proximité des patchs de cyanobactéries.

>OMI pour “Outlying Mean Index”. Pour chaque taxon on calcule la position moyenne des taxons sur le gradient de sites. L'OMI moyen

est la moyenne de ces valeurs. Un test de permutation permet de s'assurer de la significativité statistique de cette valeur. Ce test donne

une valeur de probabilité (P) qui, si elle est supérieure a 0,05, permet d'émettre des doutes sur 'OMI moyen.

“Voir http://www.perla.developpement-durable. gouv.fr/index.php.
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Ce travail de thése a permis de qualifier de maniere
plus précise le développement de ces biofilms a cyano-
bactéries dans les étangs de la Fondation Vérots et dans
la riviere d'Ain et d'apporter des perspectives sur les solu-
tions a envisager pour anticiper les risques sanitaires.

Les résultats concernant I'étude des biofilms au sein
des étangs permettent d’'une fagon globale de conclure
que le risque toxique lié aux biofilms a cyanobactéries est
tres faible voire nul dans ces milieux : les biovolumes de
cyanobactéries benthiques retrouvés sont tres faibles et
les concentrations en anatoxines sont quasi nulles pour
I'ensemble des échantillons récoltés. Le risque toxique
associé aux cyanobactéries est donc davantage lié aux
cyanobactéries pélagiques dont on connait les préfé-
rences pour les milieux eutrophes et stagnants comme
les étangs.

Les résultats obtenus sur la riviere d'Ain précisent que
plusieurs parameétres environnementaux (température,
concentrations en nitrates, vitesse du courant) peuvent
alternativement jouer un réle dans le développement des
cyanobactéries benthiques au cours de 'été. Mais les
conditions hydrauliques sont sans doute les plus impor-
tantes : ainsi, des profondeurs moyennes et des vitesses
modérées procurent un environnement favorable a ces
cyanobactéries benthiques, que I'on aurait vues davan-
tage capables de se développer dans des gammes de
vitesses de courant plus faibles.

En termes de toxicite, les concentrations d'anatoxine-
a (neurotoxines pouvant a forte dose provoquer la mort
de mammiferes) sont généralement faibles a modérées
(<50 pg.g-1de poids sec de biofilm). En revanche, certains
échantillons contenaient jusqu'a 200 pg.g-1 de poids sec
de biofilm. Dans ces situations, le biofilm présente un
risque toxique éleve dans le cas d'une ingestion par un
mammifere. Ces fortes concentrations en anatoxine-a
retrouvées dans les biofilms étaient généralement liées a
des vitesses de courant assez faibles et a forte profondeur
donc dans des zones proches potentiellement de bai-
gnades.

CONCLUSIONS

En termes de perspectives pour la gestion du risque
lié aux biofilms a cyanobactéries, le travail de these de
Charlotte Robichon permet de préconiser plusieurs
pistes :

(1) Suivre I'évolution des parameétres abiotiques facile-
ment disponibles (débit, température de Ieau,
prévisions météorologiques notamment ['évolution
thermique a 15 jours, etc.) pour anticiper les zones et
périodes de développement maximal de ces cyano-
bacteéries.

(2) Se rapprocher de la stratégie de surveillance proposée
par 'ANSES visant, au cours des périodes considérées
comme a risque, a quantifier les anatoxines et autres
toxines de cyanobactéries benthiques. Ces analyses
permettraient la mise en place d’'un plan de préven-
tion des risques, pouvant aller jusqu'a la fermeture de
la baignade ou la non-consommation de poisson.

(3) Adapter les lachers d'eau. Tels qu'ils sont pratiqués sur
la riviere d'Ain, ces lachers sont souvent inefficaces
pour cet objectif d'arrachage. Il faudrait que ces
lachers soient associés a des débits significativement
plus élevés et sans doute sur des durées plus longues
pour assurer un arrachement significatif. Mais aug-
menter plus violemment les débits présente d'autres
inconvénients, notamment au niveau de la sécurité, et
ils favorisent le dépdt de biofilms sur les zones latérales
du lit en été. Un plan de gestion opérationnelle des
lachers reste a construire.
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Résumé

Les bactéries de la famille des Pectobacteriaceae comprennent des pathogenes de plantes majeurs
provoquant la pourriture des végétaux infectés. Ce symptome est dU a la production massive de pectinases
capables de dégrader la pectine des parois végétales, un composé majeur pour la structuration des végétaux.
Au sein des Pectobacteriaceae, le genre Dickeya est particulierement étudié car il cause d'importantes pertes
agricoles au niveau mondial sur des cultures essentielles a I'alimentation humaine, comme la pomme de terre,
le mais ou le riz.

Bien que la plupart des espéces de Dickeya aient été isolées a partir de végétaux infectés, certaines I'ont
été a partir d'échantillons environnementaux liés aux milieux aquatiques. Malgré cela, les connaissances
actuelles sur les Dickeya proviennent majoritairement de I'étude des especes pathogénes, négligeant ainsi la
biodiversité réelle de ces bactéries. Il y a quelques années, nous avons initié une analyse des souches issues
des environnements aquatiques afin de caractériser ces bactéries et de mieux comprendre leur physiologie,
leur écologie, leur évolution et leurs liens avec les especes pathogénes. L'analyse d'échantillons d'eau provenant
d'étangs de la Fondation Pierre Vérots (convention n°04-CE-05/2017) a ainsi permis d'isoler de nombreuses
souches dont une nouvelle espece aquatique, nommeée Dickeya lacustris. Par ailleurs, nos travaux suggerent
que les especes aquatiques sont les premieres a avoir divergé au sein du genre Dickeya et que les souches
pathogenes pourraient dériver d'especes aquatiques.

Notre objectif est maintenant de réaliser une étude approfondie des premieres étapes de la diversification
des Dickeya, avec une attention particuliere pour les especes aquatiques, D. aquatica et D. lacustris. Les
données génomiques sur ces especes étant tres limitées, nous avons entrepris de séquencer le génome de six
souches (trois de chaque espece) isolées sur le site de la Fondation Pierre Vérots. Ces nouvelles données,
combinées a I'analyse de génomes de genres proches, contribueront a retracer I'histoire évolutive de la famille
des Pectobacteriaceae et fourniront des informations sur leurs capacités d’'adaptation, notamment en ce qui
concerne leur pouvoir pathogene et leur écologie.
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INTRODUCTION

Chez les bactéries, l'ordre des Enterobacterales est
subdivisé en neuf familles : les Budviciaceae, les Entero-
bateriaceae, les Erwiniaceae, les Hafniaceae, les
Morganellaceae, les Pectobacteriaceae, les Thorsellia-
ceae, les Yersiniaceae, et les Bruguierivoracaceae (cette
derniére n'étant pas encore officiellement reconnue).
Parmi elles, les Pectobacteriaceae font I'objet de beau-
coup d'attention car elles regroupent des pathogénes de
plantes majeurs caractérisés par une production massive
de pectinases capables de dégrader la pectine des parois
végétales et provoquant un symptdme de pourriture
(Fig. 1). Au sein des Pectobacteriaceae, le genre Dickeya
est particulierement étudié car il s'attaque a une grande
variété de cultures vivrieres (dont la pomme de terre, le
mais et le riz) et de plantes ornementales et cause d'im-

portantes pertes économiques au niveau mondial
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al, 2020). Cependant, des

Figure 1: Macération provoquée par Dickeya dadantii sur endive.

souches de Dickeya ont aussi été identifiées dans des
environnements aquatiques comme les rivieres et, grace
aux travaux précédemment réalisés sur le site de la Fon-
dation Pierre Vérots, nous avons pu également mettre en
évidence leur présence dans des étangs (convention
n°04-CE-05/2017).

En particulier, en 2019, nous avons décrit une nouvelle
espece, Dickeya lacustris, provenant d'étangs du domaine
de Praillebard (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al, 2019) (Fig.
2), portant a douze le nombre d'especes de Dickeya for-
mellement reconnues (D. aquatica, D. chrysanthemi,
D. dadantii, D. dianthicola, D. fangzhongdai, D. lacustris,
D. oryzae, D. parazeae, D. poaceiphila, D. solani, D. undi-
cola et D. zeae), dont trois sont des especes aquatiques
(D. lacustris, D. aquatica et D. undicola). D. lacustris s'est
révélée proche de D. aquatica isolée a partir d'eaux de
riviere. Cette derniere, décrite en 2014, n'avait jusqu'alors
été trouvée qu'en Angleterre et Finlande (Parkinson et al,,
2014). Nos travaux suggéerent que les especes aquatiques
seraient les premiéres a avoir divergé au sein des Dickeya
et que, contrairement a ce qui était supposé, ces bactéries
possédent un potentiel pathogene (Duprey et al, 2019). lIs
ont également permis de mieux cerner l'origine évolutive
des Dickeya en identifiant ses plus proches « cousins ».
Ainsi, nous avons révélé l'existence d'une nouvelle lignée
de Pectobacteriaceae isolées a partir d'environnements

Figure 2 : Un des étangs du site de Praillebard dans lequel les souches de Dickeya de cette étude ont été
isolées.
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aquatiques, appelée provisoirement Prodigiosinella et qui
représente probablement un nouveau genre tres proche
des Dickeya (Duprey et al, 2019). Plus récemment, de
nouvelles investigations nous ont permis de différencier le
genre Musicola qui regroupe actuellement deux especes
: Musicola paradisiaca et Musicola keenii, autrefois consi-
dérées comme des Dickeya (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al, 2021). Les deux genres Musicola et Prodigiosinella
représentent des lignées « cousines » des Dickeya au sein
des Pectobacteriaceae et des clés pour retracer les
étapes qui ont conduit a I'émergence des Dickeya.

Notre objectif est maintenant de comprendre les pre-
mieres étapes de leur diversification, avec un intérét
particulier pour les espéces aquatiques D. aquatica et D.
lacustris. Pour pouvoir aborder ces questions il est essen-
tiel de disposer de données biologiques et génomiques
fiables. Or, au moment ou le projet a débuté, tres peu de
souches aquatiques de Dickeya avaient été décrites et
séquencées. Nous nous sommes donc fixés comme
premier objectif de compléter les données génomiques
présentes dans les banques de données publiques en

Souches et conditions
de culture

Les souches sélectionnées (D. aquatica JDA74, 1S80 et
IS92 et D. lacustris S29, S24 et J114) sont décrites dans la
Table 1. La souche 3937 de Dickeya dadantii a été utilisée
comme témoin dans la plupart des analyses. Les cultures
de ces souches ont été réalisées a 30°C en milieu riche
LB ou minimum M63, contenant 15 g/L de gélose pour
les milieux solides.

Analyse phénotypique
des souches de Dickeyaq)

La production d'enzymes extracellulaires est analysée
par mesure des activités pectinase, cellulase et protéase
sur des milieux spécifiques (Fig. 3). La sécrétion de pecti-
nases est mise en évidence aprées 24 h de croissance sur
des boites de Petri contenant du milieu M63 additionné
de glycérol (2 g/L) et de polygalacturonate (4 g/L). Aprés
inondation des boites quelques secondes avec une solu-
tion saturée d'acétate de cuivre, une zone claire apparait

sequengant le génome de six souches isolées du site de
Praillebard, trois de D. aquatica (souches JDA74, IS80 et
1S92) et trois de D. lacustris (S29, J14b et Al4). En paral-
lele, nous avons entrepris une caractérisation
phénotypique de ces souches. Ce travail a été complété
par le séquencage de souches du genre Prodigiosinella,
pour lequel un seul génome avait été sequencé. L'analyse
des génomes obtenus fournira des informations pré-
cieuses sur leurs phénotypes, notamment en ce qui
concerne la capacité infectieuse et I'écologie des Dickeya
aquatiques. Leur comparaison avec les souches patho-
génes déja décrites et séquencées permettra de
reconstituer le contenu en génes des génomes des
ancétres des Dickeya et d'identifier les événements évo-
lutifs ayant accompagné les premieres étapes de la
diversification de ce genre. Ces résultats devraient éclairer
I'histoire évolutive des Dickeya et ainsi permettre de
mieux comprendre leur réle dans I'environnement et le
passage d'un mode de vie libre dans I'environnement a
celui de pathogene spécialisé.

MATERIEL ET METHODES

autour des colonies capables de dégrader le polygalactu-
ronate. La sécrétion de cellulases est détectée apres 24h
de croissance sur des boites de Petri contenant du milieu
M63 additionné de glycérol (2 g/L) et de carboxy-méthyl-
cellulose (10 g/L). Aprés inondation 10 min avec une
solution de rouge congo (5 g/L) et lavage 5 min avec une
solution de NaCl 1 M, des zones claires apparaissent
autour des colonies capables de dégrader la cellulose. La
sécrétion de protéase est visualisée sur des boites de
milieu LB contenant du lait écrémé en poudre (6,25 g/L).
Dans chaque cas, le diamétre des zones claires entourant
les colonies est mesuré apres incubation de 24 h.

Pour mesurer la motilité bactérienne de type « swim-
ming », c'est-a-dire une nage a l'intérieur du milieu, les
souches bactériennes sont inoculées a partir de colonies
par piqUre dans un milieu LB a 3 g/L de gélose. Pour
mesurer la motilité de type « swarming », c'est-a-dire un
déplacement a la surface d'un milieu, 2 pl de culture bac-
térienne cultivée en LB sont déposés a la surface de
boites LB a 6 g/L de gélose additionnées de 5 g/L de glu-
cose. Les boites sont incubées 24 h a 30°C puis le
diametre de la zone de croissance est mesure.

Pour réaliser les tests de virulence, les souches sont
cultivées pendant une nuit dans du milieu LB liquide
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cellulase

pectinase

sous agitation. Ensuite, 100 pL des cultures LB ont été éta-
|és sur une plague de TSA a 10% qui a été incubée
pendant 24 heures. Les bactéries sont centrifugées et
remises en suspension dans du milieu M63 et ajustées a
une DO600 nm de 0,1 (feuille d’endive) ou 1,0 (pomme
de terre). Pour les feuilles d’endive, 10 ulL de suspension
bactérienne sont déposés sur une courte incision prati-
guée au centre de la feuille. Pour la pomme de terre,
10 L de la suspension bactérienne ont été injectés dans
le tubercule. Les plantes inoculées sont placées sur un
papier humide dans une boite en plastique hermétique
pour éviter la perte d'humidité. Les zones de macération
sont mesurées aprés incubation a 30°C pendant 24 h
(endive) ou prélevées et pesées apres incubation a 30°C
pendant 48 h (pomme de terre).

Extraction de 'ADN
génomique et séquencgage
des génomes des six nouvelles
souches

L'extraction de I'ADN total des 6 souches sélection-
nées a été réalisée a l'aide d'un kit New England Biolabs
(https://international.neb.com/monarch/high-molecular-
weight-dna-extraction) qui permet d'obtenir de longs
fragments d’ADN. La quantification et le contréle qualité
de I'ADN ont été effectués au DTAMB, par électrophorese
en gel d'agarose, d'un spectrophotomeétre Nanodrop,
d'un fluorimetre Qubit4 et d'un systeme d'électrophorese
capillaire Fragment Analyzer 5200 (https://www.dtamb.
univ-lyonl.fr/). LADN génomique a ensuite été séquencé
par couplage des méthodes lllumina et Nanopore. Le
séquencage Illumina a été réalisé par un prestataire
externe (Microbes NG, UK). Le séquencage Nanopore a
été réalisé sur I'équipement MInlON de la plateforme

protease

Figure 3 : Tests utilisés pour détecter
les activités pectinase, cellulase et
protéase ainsi que la mobilité des
bactéries.

mobilité

DTAMB (FR BioEnViS, FR3728, UCBL-CNRS), en utilisant
trois cellules (flow cells) pour six souches. Les séquences
génomiques obtenues ont été annotées a l'aide du logi-
ciel PGAP (prokaryotic annotation pipeline) développé au
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Analyses phylogénétiques

Une banque de données rassemblant les six
génomes de Dickeya séquencés dans le cadre de cette
étude, un génome représentatif de chaque espéce de
Pectobacteriaceae, ainsi que trois a quatre génomes
représentatifs des autres familles d’Enterobacterales sont
utilisés comme références extérieures. Deux analyses phy-
logénétiques ont été réalisées : I'analyse du géne gapA et
celle des géenes codant pour les protéines ribosomiques,
afin d'identifier formellement les six souches étudiées et
de les positionner dans la phylogénie des Dickeya. Pour
chaque analyse, les séquences des génes ont été recher-
chées dans les génomes de la banque. Les séquences ont
éte alignées avec les logiciels MUSCLE (pour gapA) et
KALIGN (pour les genes des protéines ribosomiques). Les
alignements obtenus ont été utilisés pour reconstruire les
phylogénies par la méthode du maximum de vraisem-
blance a I'aide du logiciel IQ-TREE. L'alignement du géne
gapA compte 996 positions. Pour les protéines riboso-
miques, les alignements des génes correspondants ont
été concaténés (c'est-a-dire mis bout a bout) pour
construire un super-alignement de trés grande taille
(19 308 positions). Il s'agit d'une approche couramment
utilisée en phylogénie moléculaire pour améliorer la
reconstruction des arbres. Elle consiste a analyser plu-
sieurs genes de maniéere simultanée ce qui permet de
combiner le signal phylogénétique qu'ils portent.
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Sélection des isolats
a séquencer

Plusieurs souches isolées a partir de milieux aqua-
tiques forment des espeéces distinctes au sein du genre
Dickeya (i.e. D. aquatica, D. lacustris ou D. undicolq)
(Duprey et al,, 2019, Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2019).
Ces souches aquatiques, considérées initialement non
pathogénes, ont suscité moins d'intérét que les isolats
pathogénes et ont été peu étudiées. A titre d’'exemple,
moins de 10 souches, souvent mal caractérisees, avaient
été décrites pour chaque espece au début de ce projet
(Table ). De plus, seuls cing génomes ont été séquencés,
trois pour D. aquatica (147/2T, DW 0440 et CSL RW240)
et deux pour D. lacustris (S29T et Isb1) (Table 1). Cepen-
dant, quatre de ces cing génomes (y compris celui de
S29T qui est la souche type de D. lacustris) sont de faible
qualité et n‘'ont pas pu étre completement assemblés.
Ces génomes se présentent donc sous la forme de nom-
breux fragments et sont probablement incomplets.

RESULTATS ET DISCUSSION

L'analyse de nouvelles souches était donc un préalable
nécessaire pour obtenir plus d'information sur la diversité
génétique et la physiologie de ces souches d'eau.

De 2017 a 2019, nous avons isolé plusieurs souches de
Dickeya dans le cadre d'une collaboration avec la Fonda-
tion Pierre Vérots, parmi lesquelles nous en avons choisi
cing pour des analyses plus approfondies. Afin de maxi-
miser la diversité des isolats retenus, nous avons privilégié
la sélection de souches isolées a des années différentes,
provenant d'étangs différents mais aussi de la rhizo-
sphére de plantes de berge. Ces isolats ont été déposés
dans la collection CFBP (collection frangaise de bactéries
phytopathogenes). Nous avons également entrepris la
réanalyse de la souche type de D. lacustris (S29T) dont le
génome disponible était de faible qualité.

L'identification préliminaire des isolats a été réalisée
sur la base du séquencage et de I'analyse phylogénétique
du géne gapA (Fig. 4). L'arbre obtenu positionne sans
ambiguité les souches étudiées avec les souches du

genre Dickeya. Plus précisément, trois d’entre elles (S29,

Désignation Origine Environnement Critéres d'identification
D. aquatica
174/2", NCPPB 45807 UK 2012 Eau de riviere Génome
DW0440 Finlande 2005 Eau de riviere Génome
CSLRW240 UK Eau de riviere Génome
181/2 UK 2012 Eau de riviere Genes gyrB, infB and rpoB
DwO54 Finlande 2005 Eau de riviere Gene 16S rRNA
Dw0431 Finlande Eau de riviere Gene 16S rRNA
DwO512 Finlande 2005 Eau de riviere Gene 16S rRNA
JDA74, CFBP 8722 France 2018 Rhizosphere de S. dulcamara Gene gapA, génome, phénotype
1580, CFBP9042 France 2019 Eau d'étang Gene gapA, génome, phénotype
1592, CFBP9043 France 2019 Eau d'étang Gene gapA, génome, phénotype
D. lacustris
S29' CFBP 8647" France 2017 Eau d'étang Génome
Isbl Pakistan 2021 Selles humains Génome
S39, CFBP8649 France 2017 Rhizosphere de S. dulcamara Gene gapA
S12, CFBP8648 France 2017 Eau d'étang Géne gapA
S15 France 2017 Eau d'étang Gene gapA
S17 France 2017 Eau d'étang Gene gapA
S29, CFBP 8647 France 2017 Eau d'étang Génome, phénotype
JN4b, CFBP8721 France 2018 Eau d'étang Gene gapA, génome, phénotype
Al4, CFBP9041 France 2019 Eau d'étang Gene gapA, génome, phénotype

Table 1:. Caractéristiques des souches de D. aquatica et D. lacustris connues en janvier 2023. Les six souches dont le nom
est souligné correspondent a celles dont le génome a été séquencé dans le cadre de cette étude. Cing d'entre-elles sont
des nouveaux isolats. La sixieme correspond a la souche type de D. lacustris (S29T). Notre objectif était de réétudier et de
reséquencer le génome de cette souche car celui disponible dans les banques de données était d'une qualité insuffisante.
A noter que la séquence du génome de la souche Ibsl a été déposée dans les bases de données en janvier 2023.
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nombre moyen de substitutions par site de I'alignement.

JN4b et Al4) se positionnent avec la souche type de D.
lacustris (BV = 100%), alors que les trois autres (JDA74,
IS80 et 1S92) sont regroupées avec la souche type de D.
aquatica (BV = 100%). La trés forte identité des
seéquences du géne gapA observée entre S29, J114b et
Al4 et la souche type de D. lacustris d'une part et JDA74,
IS80 et IS92 et |a souche type de D. aquatica d'autre part
suggére qu'ils appartiennent a ces especes. Ces six
souches ont été retenues en vue d'une caractérisation
phénotypique plus poussée et du séquencage de leur
génome.

Caractérisation phénotypique
des isolats sélectionnés

Une caractérisation phénotypique des six souches
retenues a été réalisée par I'analyse de leur capacité a
assimiler diverses sources de carbone et résister a certains
stress (Table 2). Les souches de D. aquatica et D. lacustris
se distinguent par le fait qu'elles utilisent globalement
moins de sources de carbone que les autres Dickeya.
Elles sont notamment incapables d'assimiler le xylose et
le mannitol. Elles résistent bien a la chaleur, étant

tnbacteracear haciem,

r Prodigiosinella aquatilis|CE70 GCX 000000009.1
100 L— Prodigiosinella aquatilis|LS101 GCX 000000005.1

um|Jiléh GC

smiAl4 GCX 000000004 ]

I Prodigiosinella

S80 GCX 90000

592 GCX CO0000007.1

um|529 GCX 0000000011

Figure 4 : Phylogénie du gene gapA des cing souches isolées a partir d'échantillons d’eau dans le cadre de cette étude et
de la souche S29 en vue d'une réanalyse. Les séquences du géne gapA des six souches d'intérét sont indiquées en rouge.
Les séquences disponibles des souches types des 12 espéces de Dickeya reconnues ont été ajoutées comme témoin. La
phylogénie inclut également les génes des autres espéeces de Pectobacteriaceae et des représentants des autres familles
d'Enterobacterales. Pour ne pas surcharger la figure, seule la partie de I'arbre contenant les Dickeya (en orange) et les
genres voisins (Musicola en jaune et Prodigiosinella en noir) est détaillée. La position des autres séquences est indiquée par
le triangle gris. Les nombres associés aux branches représentent les valeurs de « ultra fast » bootstrap estimées par IQ-TREE
(ces valeurs varient de 0 a 100%). Seules les valeurs significatives (>90%) sont indiquées. La barre d'échelle représente le

capables de croitre a 41°C et, dans le cas de D. lacustris,
encore faiblement & 43°C (Table 2). Par contre, elles résis-
tent assez mal aux fortes osmolarités, ce qui semble
normal pour des bactéries vivant dans I'eau douce.

La sécrétion d'enzymes extracellulaires, les mobilités
de type swimming (nage dans le milieu) et de type swar-
ming (déplacement sur une surface), ainsi que la
virulence sur endives et pomme de terre ont également
été testées (Table 3). Les souches de D. aquatica et de D.
lacustris sécretent des enzymes capables de dégrader les
tissus végétaux, un peu moins de pectinases mais un peu
plus de cellulases que la souche pathogéne témoin
(Table 3). Elles sont dotées d'une bonne mobilité de type
swimming qui leur permet de se déplacer dans un milieu
liguide mais ne montrent pas de mobilité de type swar-
ming utilisée par de nombreuses Dickeya pour se
déplacer sur des surfaces (Table 3). Elles sont capables de
provoguer une macération importante sur les deux
plantes modeles testées, I'endive et la pomme de terre
(Table 32). Une comparaison entre les souches d'intérét et
des souches pathogenes montre donc que les souches
de l'eau sont assez semblables aux souches isolées a
partir de plantes malades et ont un potentiel de virulence
non négligeable.
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Sources de carbone Température Osmolarité
Espéces Souches Mel Mtl Xyl Dara Tre 41°C 43°C NaCl03M  NaCl 0.5M
D. dadantii 3937 + + + w w - +
D. aquatica  174/2T +
D.aquatica  IJDA74 + - w
D. aquatica  1S80 +
D. aquatica 1592 + w
D. lacustris ~ S29T + w +
D. lacustris ~ S24 + w
D. lacustris ~ S39 + w +
D. lacustris 14 + w

Table 2 .. Caractérisation phénotypique, assimilation des sucres et résistance aux stress des isolats d'intérét. La souche
modeéle D. dadantii 3937, ainsi que la souche type de D. aquatica, ainsi que la souche S39 et la souche type de D. lacustris
sont utilisées comme témoin. La capacité a assimiler diverses sources de carbone a été testée en milieu minimum

M63 additionné d’'une seule source de carbone, en particulier mélibiose (Mel), mannitol (Mtl), D-arabinose (Dara) ou
tréhalose (Tre). La résistance a de fortes températures et osmolarités a été testée en milieu LB et M63 glycérol,

respectivement. (w= faible)

Sécrétion d'enzymes Mobilité Virulence

Pel Cel Prt Swimming Swarming Endive Pomme de
Especes Souches mm mm mm mm mm mm g
D. dadantii 3937 18 T 10 31+2 517 75416 2.93+0.42
D. aquatica 174/2T 12 14 1l 2311 34] 1845 114£0.37
D. aquatica JDA74 13 14 1l 2412 54 27411 133:0.21
D.aquatica  1S80 12 13 T 19+3 4] 24+9 112:027
D.aquatica 1592 12 14 10 20+2 5#] 30415 115:0.28
D. lacustris S29T 12 13 12 2841 34 32416 0.92+019
D. lacustris S24 13 14 13 3141 4] 55£14 19402
D. lacustris S39 12 14 12 3013 54 61+16 249:0.39
D. lacustris N4 12 15 13 32+4 44] 52411 0.93:t0.29

Analyses génomiques des
souches sélectionnées

Les génomes des six souches d'intérét ont été
séguencés et comparés aux génomes de D. aquatica et
D. lacustris présents dans les bases de données
publiques. Le séquencage a été réalisé par un couplage
de deux méthodes : la méthode Oxford Nanopore Tech-
nologies, qui génére des lectures longues mais
présentant un niveau relativement élevé d'erreurs et la
méthode Illumina qui produit des lectures courtes mais

avec peu derreurs. Le couplage de ces deux types

Table 3 : Caractérisation des souches, sécrétion d’enzymes, mobilité et virulence des isolats d'intérét. La souche modéle
D. dadantii 3937, ainsi que la souche type de D. aquatica, ainsi que la souche S39 et la souche type de D. lacustris sont
utilisées comme témoin. La capacité a produire des enzymes extracellulaires dont les pectinases (Pel), les cellulases (Cel)
et les protéases (Prt), a été testée dans des milieux spécifiques contenant un substrat de ces enzymes. La mobilité a été
testée par inoculation dans un milieu semi-liquide peu concentré en agar (6 a 8 g/L), soit par piqlre dans le milieu
(swimming), soit par dépot en surface (swarming). La taille des halos de croissance est mesurée aprés 24h. La capacité de
virulence est testée par infection de feuilles d’'endive ou de tubercules de pomme de terre. La longueur de la zone
macérée apres 24h et le poids de tissus macéré apres 48h ont été mesurés.

d'approches permet d'améliorer la qualité des séquences
des génomes : les lectures longues obtenues avec le
nanopore facilitent I'étape d'assemblage tandis que les
lectures courtes permettent de corriger les erreurs de
seéquence.

Les trois génomes de D. aquatica séquencés sont de
relative bonne qualité. L'assemblage des lectures a
permis d'obtenir des génomes peu fragmentés : un
fragment pour I1S80, deux pour IS92 et six pour JDA74
(Table 4). Pour rappel, au niveau des génomes disponibles
dans les banques de données, seul le génome de la
souche type 174/2T est complétement assemblé (un seul
fragment), les génomes des souches DW 0440 et CSL
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RW240 étant quant a eux trés fragmentés (47 et 26 frag-
ments, respectivement). Les génomes des souches JDA74
et I1S92 ont des caractéristiques assez proches de celles
de la souche type (Table 4), notamment pour ce qui
concerne la taille, le hombre d’ARNr ou le nombre
d’ARNt. En comparaison, les génomes des souches DW
0440 et CSL RW240 sont légerement plus petits, contien-
nent un nombre beaucoup plus faible de genes codant
pour des ARNt et d’ARNT, suggérant que ces génomes ne
sont pas complets et qu'il y a des erreurs d'assemblage
et/ou de séquengage, ce qui est cohérent avec le niveau
élevé de fragmentation des séquences de ces génomes.
Le génome de la souche IS80 présente, quant a Iui, des
caractéristiques atypiques et surprenantes. Tout d'abord,
bien qu'il soit de taille comparable et contienne un nom-
bre proche d’ARNr et d’ARNY, il contient beaucoup moins
de genes que les cing autres (3121 contre 3 747-3 882), et
un nombre tres élevé de pseudogenes (968 contre 95-
281). Cette
complémentaires pour déterminer s'il s'agit d'erreurs

souche va faire [lobjet d'analyses
lies a une faible qualité de la séquence génomique ou
s'il s'agit réellement de pseudogenes, consécutifs par
exemple a un phénomene de réduction du génome.
Pour ce qui concerne les trois souches S29, J114b et

Al4 de D. lacustris, les génomes ont pu étre assemblés

compléetement (un seul fragment), alors que les génomes

de S29T et Isb1 disponibles dans les banques de données,
depuis 2018 et janvier 2023, étaient tres fortement frag-
mentés (118 et 107 fragments, respectivement) (Table 5).
Les génomes des trois souches d'intérét présentent des
caractéristiques trés similaires a celles des génomes de
Isb1 et de la souche type S29" concernant la taille et le
nombre de genes. Par contre, ils présentent le méme
nombre d'’ARNr que les souches de D. aquatica, alors
que les génomes précédents de S297 et Isbl codaient
pour un nombre d’ARNr étonnamment plus faible. Ce
point, comme la grande fragmentation de ces génomes,
peut refléter une qualité moindre de ces séquences et
justifie notre démarche de reséquencage du génome de
la souche type S29" qui est amenée a étre utilisée
comme référence dans la communauté scientifique.

Analyses phylogénétiques

Une analyse phylogénétique complémentaire a été
réalisée pour préciser la position des six souches séquen-
cées au sein des Dickeya en utilisant les séquences des
genes codant pour les protéines ribosomiques (Figure 5).
L'arbre obtenu est trés bien résolu (quasi-totalité des BV
>90%). Ceci indique que le super-alignement utilisé pour
construire les arbres contient un signal phylogénétique

Dickeya aquatica 174/27 DW 0440 CSLRW240

Date de séquencage ~ Aolt 2018 Juin 2013 Janvier 2016 Nov. 2022 Nov. 2022 Nov. 2022
Numéro d'acces du GCF_9000958851 GCF_0004062851  GCF_0004060852

BioProject PRIEBI5300 PRINA173398 PRINAI172955 PRINA905946 PRINA905946 PRINA905946
BioSample SAMEA4416159 SAMN02470098 SAMNO02470084 SAMN31888675 SAMN31888676 SAMN31888677
Origine Riviere (Royaume-Uni)  Riviere (Finlande) Riviére (Royaume-Uni)  Rizosphére (Dombes)  Etang (Dombes) Etang (Dombes)
Niveau d'assemblage ~ Génome complet Chromosome Chromosome Non déterminé Non déterminé Non déterminé
Complétude 92,59% 92,83% 92.33% Non déterminé Non déterminé Non déterminé
Niveau contamination  3,09% 2,84% 319% Non déterminé Non déterminé Non déterminé
Taille* 4501560 bp 4306 477 bp 4264 625 bp 4 492 548 bp 4387 865 bp 4425250 bp
Nombre de fragments 1 47 26 6 1 2

GC% du génome 53,6% 534% 53,5% 53,5% 53,5% 53,5%

Geénes 4086 3969 3965 4132 4193 3951

CDs* 3882 3769 3796 3747 3121 3743

rRNAs 55 8 0 2 8 8 9

rRNAs 165 7 1 1 7 7 8

rRNAs 23S 7 1 2 7 7 8

tRNAs 76 57 64 77 77 78

ncRNAs 5 5 5 5 5 5

Pseudogenes 101 136 95 281 968 100

CRISPR arrays 4 4 7 4 4 4

*Taille du fragment le plus long, ** Génes codant pour des protéines

Table 4 : Caractéristiques des génomes séquencés dans cette étude et des génomes des souches types de Dickeya aquatica ayant été
séguencés dans le cadre d'études précédentes et disponibles dans les bases de données.
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fort, ce qui n'est pas surprenant compte-tenu de sa
grande taille (19 308 positions analysées, a comparer avec
les 996 positions du géne gapA). Au sein des Pectobac-
teriaceae, les différents genres sont bien délimités (BV =
100%) y compris pour le genre Brenneria qui est proche
du genre Affinibrenneria et le genre Pectobacterium qui
est proche du genre Samsonia. Bien qu'ils soient relati-
vement plus éloignés, les genres Pectobacterium et
Dickeya provoquent des maladies trés similaires sur les
plantes cultivées (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al,, 2020).

Cet arbre retrouve une grande proximité entre les
genres Dickeya et Musicola (BV =100%), ainsi qu’avec les
genres Lonsdalea (phytopathogéne d'arbres) et Prodigio-
sinella. Enfin, ils confirment la trés grande proximité des
souches JDA74, IS80 et 1S92 avec la souche type de D.
aquatica (BV =100%) et celle des souches S29, J114b et
Al4 avec la souche type de D. lacustris (BV =100%). De
plus, cette phylogénie confirme la proximité entre les
especes D. aquatica et D. lacustris décrite précédem-
ment, ainsi que leur branchement profond au sein des
Dickeya (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2019). Enfin, il est
intéressant de remarquer que les distances qui séparent
D. lacustris et D. aquatica des autres espéces de Dickeya
sont importantes, suggérant que ces souches sont éloi-
gnées du point de vue évolutif.

Calcul des distances entre
les génomes des souches de
D. lacustris et D. aquatica

Bien qu'il n'y ait pas de définition formelle de la déli-
mitation entre les genres, I'attribution a un méme genre
est peu recommandée lorsqu’une faible proportion des
séquences génomiques peut étre alignée. Ainsi il a été
observé que la limite entre les genres correspond géné-
ralement a une fraction alignée d'environ 60% (Barco et
al, 2020). Dans le genre Dickeya, les génomes des dix
espeéces principales (D. chrysanthemi, D. dadantii, D.
dianthicola, D. fangzhongdai, D. oryzae, D. parazeae, D.
poaceaphila, D. solani, D. undicola et D. zeae) peuvent
étre alignés entre eux sur au moins 58 % de leur longueur
totale. Ces dix espéces constituent donc un groupe cohé-
rent correspondant au noyau du genre Dickeya. En
revanche, la fraction alignée des génomes de D. lacustris
et D. aquatica avec les autres especes de Dickeya est
inférieure a 41 % et devient méme inférieure a 18% avec
les espéeces du genre Musicola (Hugouvieux-Cotte-Pattat
et al, 2021). Ceci suggére que les espéces D. aquatica et
D. lacustris pourraient représenter un genre distinct au
sein des Pectobacteriaceae.

Dickeya lacustris

Souches S29T ]| S29T J4b Al4

Date de séquencage Déc. 2018 Jan. 2023 Nov. 2022 Nov. 2022 Nov. 2022
N”accés du génome GCF_0039342951 GCF_0275714251

BioProject PRINA479749 PRINA915953 PRINA905946 PRINA905946 PRINA905946
BioSample SAMN09603982 SAMN32409324 SAMN31888538 SAMN31888639 SAMN31888640
Origine Etang (Dombes) Selles humains Etang (Dombes) Etang (Dombes) Etang (Dombes)
Niveau d'assemblage Génome complet Chromosome Non déterminé Non déterminé Non déterminé
Complétude 93,07% 89,02% Non déterminé Non déterminé Non déterminé
Niveau contamination 336% 37% Non déterminé Non déterminé Non déterminé
Taille* 4306 505 bp ~4 500 00 pb 4365770 pb 4366 875 bp 4366 585 bp
Nombre de fragments 118 contigs 107 contigs 1 1 1

GC% du génome 531% 531% 531% 532% 532%

Geénes 3928 3958 3967 3932 3971

CDs* 3751 3674 3673 3759 3692

rRNAs 55 6 4 8 8 8

rRNAs 16S 3 3 7 7 7

rRNAs 23S 1 1 7 7 7

tRNAs 69 69 76 74 76

NcRNAs 6 6 6 6 6

Pseudogenes 92 201 190 71 175

CRISPR arrays 4 4 4 4 4

*Taille du fragment le plus long, ** Génes codant pour des protéines

Table 5: Caractéristiques des génomes séquencés dans cette étude et des génomes des souches types de Dickeya lacustris ayant été
séguencés dans le cadre d'études précédentes et disponibles dans les bases de données.
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Tree scale: 0.01 +———

~ Prodigiosinella aquatilis subsp. natabilis| CE70 GCX 000000009.1
100 L Prodigiosinella aquatilis subsp. aquatilis|LS101 GCX 000000005.1

l—Lonsdalea britannica]LMG26267 T U GCF 002111595.1
700 Lonsdalea populilN 5 1 R C GCF 015999465.1

1|£ Lonsdalea quercina]ATCC29281 R T E S GCF 900107885.1

Lonsdalea iberica|LMG26264 R T E U GCF 002111585.1

—
100 | S
Pectobacteriaceae bacterium|S29 GCX 000000001 1
Dickeya lacustris|S29 R T U GCF 003934295.1
Peclobacteriaceae bacterium|J114b GCX 000000002.1
100 100 Pectobacteriaceae bacterium|Al4 GCX 000000004.1
2 b jaceas b lum|IS92 GCX 000000007 1
100 | Deckeya aquaticallT42 R T E C GCF 800095885.1
kxmm bacterium|ISB0 GCX 0000000061 chke','fl

eclobactenaceae b iumJDAT4 GCX 000000003.1
Dickeya poaceiphila]NCPPB569 R T C GCF 0078589752
Dickeys cheysanthemi|NCPPBA02 T C GCF 000406105 1
Dickeya oryzae|ZYY5 R T 5 GCF 009372235.1
Diclueya parazeasiS31 T U GCF 0178976051
Decheya reae|NCPPBZSIS T C GCF 000406165 1
Dickeya undicola|2B12 R T U GCF 000784735.1
Dickeya fangrhongdailDSM101847 R T £ C GCF 002012485.1
Dickeya dianthicola)NCPPBA53 T C GCF DDD365305.1
Dicheya 0lanP02222 T C GCF D01644705.1
Diwckeya dadanti|DSM1B020 T C GCF 0030457851
Dickeya dadantll subsp. deeffenbachiac)]NCPPB2976 T C GCF 000406185.1
Affinibrenneria salicis|L3 3HA R T S GCF 008710095.1
Brenneria roseae subsp. roseae|LMG27714 T S GCF 003115845.1
Brenneria salicis|DSM30166 R T E S GCF 003315515.1
Brenneria rubrifaciens|6D370 R E C GCF 005484945.1 .
Brenneria izadpanahiillran50 R T C GCF 017569925.1 Brenneria
Brenneria goodwiniilFRB141 R T E C GCF 002291445.1
Brenneria alnilNCPPB3934 R T E U GCF 003666245.1
Brenneria nigrifluens|ATCC13028 R T C GCF 005484965.1
100 100 Brenneria tiliae|WC1b.1 T U GCF 023347575.1
Samsonia erythrinae]DSM16730 R T E S GCF 004342665.1
Epecwbaclerium aroidearum|L6 R C GCF 015689185.1
Pectobacterium colocasium|L)1 R T C GCF 020181655.1

Prodigiosinella

Lonsdalea

100

Affinibrenneria

Samsonia

- P b um fontis|M022 R T E U GCF 000803215.1

P

Pectobacterium zantedeschiae|9M R T S GCF 004137795.1 Pectobacterium
Pectobacterium betavasculorum|NCPPB2795 R T E U GCF 000749845.1
Pectobacterium punjabense|SS85 R T C GCF 012427845.1

Pectobacterium polonicum|DPMP315 R T E S GCF 005497185.1

Pectobacterium peruviense|lFB5232 T U GCF 002847345.1

Pectobacterium atrosepticum|NCPPB549 T U GCF 000749905.1
Pectobacterium wasabiae|CFBP3304 R T E C GCF 001742185.1

Pectobacterium parmentierilRNS08 42 1A T S GCF 000757625.1

Pectobacterium actinidiae]KKH3 R T U GCF 000803315.1

Pectobacterium brasiliense|LMG21371 T U GCF 000754695.1

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum|NCPPB312 T U GCF 000749855.1
Pectobacterium odoriferum|NCPPB3839 T U GCF 000754765.1

Pectobacterium aguaticum|A212 S19 A16 R T C GCF 003382565.3
Pectobacterium quasiaquaticumjA477 S1 J17 T C GCF 014946775.2
Pectobacterium versatile| CFBP6051 T S GCF 004296685.1

Pectobacterium parvum|s0421 T U GCF 900195285.2

Pectobacterium polaris|NIBIO1006 T C GCF 002307355.1

Bl

Figure 5: Phylogénie des Pectobacteriaceae basée sur I'analyse des génes codant pour les protéines ribosomiques.
L'arbre a été inféré par la méthode du maximum de vraisemblance avec le logiciel IQ-TREE. Le nom des genres de
Pectobacteriaceae est indiqué a droite. Les nombres associés aux branches représentent les valeurs de « ultra fast »
bootstrap estimées par IQ-TREE (ces valeurs varient de 0 a 100%). Pour ne pas surcharger I'arbre, seules les valeurs
significatives (> 90%) sont indiquées. Les séquences correspondant aux six souches d'intérét sont indiquées en rouge.
Comme attendu, elles se positionnent avec D. lacustris (S29, I14b et Al4) et D. aquatica (1S92, IS80 et IDA74). La barre
d'échelle représente le nombre moyen de substitutions par site s'étant produit au cours de I'évolution.
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Grace au soutien de la Fondation Pierre Vérots, nous
avons pu approfondir la physiologie et séquencer le
génome de six souches de Dickeya appartenant a deux
espéces inféodées aux milieux aquatiques, D. lacustris et
D. aquatica. Bien qu'occupant une position clé dans I'his-
toire des Dickeya, les especes aquatiques ont été trés peu
étudiées, probablement parce que, contrairement aux
autres espéces, ce ne sont pas des pathogenes connus de
plantes cultivées ou ornementales et ont donc un impact
économique négligeable.

Les premieres analyses des génomes confirment d'une
part la proche parenté entre D. lacustris et D. aquatica et
d'autre part leur éloignement des autres espéces de
Dickeya. Ceci pourrait suggérer que ces deux especes
représentent un genre distinct mais proche du genre
Dickeya. Des analyses sont en cours pour décrypter en pro-
fondeur l'information contenue dans ces génomes, en
particulier pour identifier les génes essentiels au mode de
vie aquatique, mais aussi pour comprendre et retracer les
premieres étapes de I'émergence des souches pathogénes.
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ABSTRACT

Benthic cyanobacteria:

proliferation factors and ecological risks
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in continental water bodies

enthic cyanobacteria are photosynthetic
Bmicroorganisms that develop at the inter-
face between sediment and water. The capacity
of certain strains to produce toxins and the
increasingly frequent deaths of mammals linked
to their ingestion highlight the health and ecolo-
gical risks associated with their proliferation in
rivers and ponds. In addition, thermal and hydro-
logical changes resulting from climate change
could exacerbate these proliferations. If plankto-
nic proliferations are well documented, the
ecological impact of the development of benthic
cyanobacteria as well as the periods and loca-
tions most at risk are little known. In this context,
the objectives of Charlotte Robichon's thesis were
to (i) identify the main environmental factors
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influencing the development of benthic cyano-
bacteria, (ii) investigate the existence of a link
between these ecological factors and the
concentrations of toxoids produced, and (jii) study
the ecological impact of the development of
benthic cyanobacteria on benthic macroinverte-

brate communities.
The results of this work show that:

(1) Hydraulic factors (current speed, depth, flow)
have a major influence on the development of
cyanobacteria. This influence varies during the
summer in relation to the life cycle of the bio-
films and depending on variations in other
environmental factors (nutrient concentrations,
development of Chlorophyceae). These results

Diversity and diversification

of Pectobacteriaceae, a family
of phytopathogenic bacteria

with a global importance

acteria of the Pectobacteriaceae family
Binclude major plant pathogens that cause
rotting of infected plants. This symptom is due to
the massive production of pectinases capable of
degrading pectin, a major plant compound sup-
porting the plant cell wall integrity. Within
Pectobacteriaceae, the genus Dickeya is particu-
larly studied because important
agricultural losses at the world level on crops
essential for human food, such as potato, maize
or rice.

it causes

Although most Dickeya species have been
isolated from infected plants, some have been iso-
lated from environmental samples, mostly from
aquatic environments. However, the current

Lyon

provide a management framework that calls
into question current water release practices in
rivers.

(2) Anatoxin-a concentrations measured in bio-
films are generally higher in areas of low
current, highlighting the potential health risk
of these areas generally reserved for swim-
ming.

(3) The presence of benthic cyanobacteria in bio-
films negatively impacts the distribution of
few benthic macroinvertebrate taxa but does
not harm the overall abundance of benthic
macroinvertebrates or their biodiversity.
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knowledge of Dickeya is still mainly based on the
study of plant pathogenic species, thus neglecting
the real biodiversity of these bacteria. In recent
years, we have initiated the analysis of strains from
aquatic environments in order to characterize
these bacteria and to better understand their phy-
siology, ecology, evolution and their links with
pathogenic species. The analysis of water samples
from lakes of the Pierre Vérots Foundation
(convention n°04-CE-05/2017) had allowed us to
isolate numerous strains including a new aquatic
species named Dickeya lacustris. Furthermore,
our works indicate that aquatic Dickeya lineages
may be the oldest and that pathogenic species
could derive from aquatic species.

(MAP) - UMR 5240

Our goal is now to perform an in-depth
study of the early stages of Dickeya diversification,
with a particular focus on the aquatic species,
Dickeya aquatica and Dickeya lacustris. As geno-
mic data on these species are very limited, we
have undertaken to sequence the genome of six
new strains (three of each species) isolated at the
Pierre Vérots Foundation site. Combined with the
analysis of genomes of related genera, these new
data will contribute to retrace the evolutionary
history of the Pectobacteriaceae family and will
provide information on their adaptive capacities,
particularly with respect to their pathogenicity
and ecology.




