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RESUME

Les cyanobactéries sont largement répandues dans la nature, et les floraisons
cyanobactériennes sont, dans le monde entier et depuis plusieurs années, un phénoméne
fréquent. Les populations cyanobactériennes composant ces floraisons produisent une
grande variété¢ de métabolites secondaires, dont des cyanotoxines. Les microcystines
(MCYST), les plus communes des cyanotoxines, sont également hautement toxiques
pour de nombreux organismes eucaryotes. La libération de microcystines dans I’eau peut
donc avoir des implications majeures sur la santé publique. A une échelle mondiale, la
synthése des microcystines est principalement due aux genres Microcystis, Anabaena et
Planktothrix. Nous faisons ’hypothése qu’une analyse basée premiérement sur une
détection PCR du géne mcyE et deuxiémement sur une identification moléculaire par
séquencage des amplifications PCR, validée par la détection de marqueurs RFLP dans le
géne mcyE serait efficace et pertiente pour la détection et I’identification de
cyanobactéries productrices de microcystines. En effet, dans notre étude, nous proposons
d’identifier plus rapidement et de fagon plus compléte les cyanobactéries produtrices de
microcystines par I’analyse de leur génome. Plus spécifiquement, nous proposons une
identification moléculaire de ces cyanobactéries basée sur le ciblage de mcyE, un géne
conservé et existant uniquement chez celles-¢i, codant pour McyE, une enzyme
indipensable a la synthése des microcystines. Dans le but de, tout d’abord, déterminer si
les analyses PCR (Polymerase Chain Reaction) pourraient étre une technique sensible et
rapide pour détecter les cyanobactéries productrices de microcystines dans les
échantillons d’eau; et dans un second temps, d’identifier le genre des producteurs de
microcystines, nous avons étudié des échantillons d’eau provenant de 17 lacs du Québec
dont la plupart ont été positifs aux dosages des microcystines. Les amplifications PCR
ont été faites en utilisant des amorces universelles ciblant le géne mcyFE, générant alors
un fragment de 809 ou de 812 pb dépendamment du genre cyanobactérien ciblé. Pour
chacun des échantillons, les amplicons PCR ont été clonés dans le vecteur pGEM-T et
jusqu’a 10 inserts par échantillon ont été séquencés. Les données nucléotidiques

obtenues aprés séquengage ont ¢té analysées en utilisant le programme BLAST (NCBI).



Y

Les analyses informatiques ont indiqué que deux des trois producteurs communs de
microcystines (Microcystis sp. et Planktothrix sp.) étaient responsables de la catalyse des
microcystines. Bien que des populations du genre Anabaena soient fréquemment
rencontrées dans les échantillons de lacs québécois, elles n’ont jamais été
moléculairement identifiées « productrices de microcystines ». Les analyses RFLP
effectuées grice aux enzymes de restriction EcoRV et Bsgl & partir des réactions PCR
ciblant le géne mcyE ont permis [’identification des deux mémes producteurs de
microcystines. Dans l'ensemble, les résultats de nos analyses moléculaires ont révélé que
’anticipation de la production de microcystines était réalisable par détection du géne
mcyE, et que la production de microcystines dans les lacs du Québec analysés était
majoritairement causée par le genre Microcystis et, dans une moindre mesure, par le
genre Planktothrix. Au final, le développement de ces outils moléculaires permet un

meilleur contréle des eaux du Québec.

Mots clés : Cyanobactérie, PCR, RFLP, microcystine, mcyE, Québec, Microcystis,
Anabaena, Plankthotrix
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION AUX CYANOBACTERIES

1.1 Description générale des cyanobactéries
1.1.1 Apparition des cyanobactéries

Les cyanobactéries, ou algues bleu-vert, font partie des plus vieux organismes
apparus sur terre. Cependant, la datation des premiers fossiles cyanobactériens est sujette
a controverse. Selon les premiéres datations, les cyanobactéries seraient apparues il y a
plus de 3 milliards d’années (Fay, 1983), tandis que des publications plus récentes
indiquent que leur apparition s’est faite il y a 2,7 milliards d’années (Lee, 2008). On
peut cependant affirmer que I’apparition massive d’oxygeéne (O) dans I’atmospheére a eu
lieu il y a 2,4 milliards d’années, grace a I’activité photosynthétique de cyanobactéries

primitives (Falkowski et Knoll, 2007).

1.1.2 Classification de ’embranchement cyanobacteria

Les cyanobactéries ont été considérées pendant plus de 150 ans comme des algues
eucaryotes. Ce sont les travaux de Gibbon et Murray (1978) et de Stanier et al. (1962)
qui ont permis leur intégration dans le régne des procaryotes (Neilan, 2002). Les
cyanobactéries forment méme une classe a part au sein de ’embranchement des
eubactéries (Castenholz, 2001). Plus précisément, les cyanobactéries font partie du
groupe des procaryotes photosynthétiques, mais se distinguent des bactéries vertes et
pourpres (bactéries sulfureuses, photosynthése anoxigénique) par leur photosynthese de
type oxygénique (Figure 1.1) (Castenholz, 2001; Prescott, 2003). En fait, les
cyanobactéries sont, a ce jour, les seules représentantes du groupe des bactéries

photosynthétiques oxygéniques (Castenholz, 2001; Prescott, 2003).



Vertes

Bacténes photosynthétiques

anoxigenques
Procaryotes . Pourpres
photosynthéhques

Bacténes photosynthétiques L.

L P yniend Cyanobacténes
OXygeniques
(Prescott et al,, 2003)

Figure 1.1 : Classification des procaryotes photosynthétiques, dont font partie les
cyanobactéries (Prescott, 2003)

On dénombre environ 150 genres et 2000 espéces de cyanobactéries (Reviers,
2003). Une reclassification au sein du groupe des cyanobactéries est actuellement en
cours (Castenholz, 2001; Reviers, 2003; Lee, 2008), et des noms de genres communs
comme Oscillatoria ou Pseudoanabaena pourraient étre divisés en nouveaux genres
(Castenholz, 2001). Les classifications moléculaires basées sur I’ADNr16S sont encore
assez controversées et les informations ne sont pas suffisantes pour délimiter
infailliblement I’embranchement des cyanobactéries (Castenholz, 2001). I a d’ailleurs
été observé qu’il existait peu de points communs entre les classifications basées sur des
caracteres morphologiques et celles basées sur des données moléculaires (Lee, 2008).
Jusqu’a présent, la classification des cyanobactéries s’appuyant sur les cinq ordres (I-V)
(Tableau 1.1), une classification réalisée a partir d’observations (morphologie et mode
de reproduction), sert encore de référence (Prescott, 2003). En ce qui regarde a la
morphologie, trois principaux types d’organisation cellulaire plus ou moins complexes
peuvent étre observées par microscopie : unicellulaire, filaments ou trichromes non
ramifiés, ou finalement filaments ou trichromes ramifiés ou composés de plusieurs
rangeés de cellules (Tableau 1.1). Les cyanobactéries ont la capacité de bourgeonnemer

soit par scisson binaire ou encore par division multiple (Tableau 1.1).



Tableau 1.1
Les groupes de cyanobactéries (Prescott, 2003)

Reproduction Male % Genres
Ordre  Forme génsrale ¢ croissance GC Autres propriciés représentatifs
1 Bltonnets ou cogues Scisxion bingire. -7t Prosque toujoons Chamar siphion
uniccHuinires | agrégiats DORTECOnnemen naon mobiles Gloeaburter
non filamenicux Gloeotheoe
Gleocapsa
Frochioron
u Birownels i cogues uni- Suission muitiple powr 4D 46 Seuls gurigues béocvies Plesrocapaa
cellulzues . peuvent étre former des héacyies som mobiles Dermacarpa
mauicnus ©0 agregms Chroococesdiopsn
m Filaments, michames non Scission brure sur un 34-67 Géndralement mohibes Lynghve
rarmifeds geec seulement plan umgur, Chettlasoria
dex cellales, vépénmives fragmentatmg Preckionthrix
Spiruling
Pseudanabocns
A% Filaments, tichomes aon Siassion binarre sur on plan 3847 Sogvent motales Anaborng
ramifids. pegvent contenir unigue, tragmentation pruvent produre Criindrosperotum
dex cellules spéiralndes pour former des des. akmetes Aphasnitsincnon
bormogamnies Nz
Scvipnema
Calothrix
v Trichomes filarnentous, sl Scrssion binaire sur plus 4244 Peuvent produsre des aiindtes. Fiscieredia
rarmufiés. sont onouponds d"un plen, formaton coenpleid morphologique Sregonema
e plus d’une rungée d honmogonic et différenciaton bes plus  Credlerrs
de celluies gmndes chez fes cyann-
haréries

1.1.3 Organisation cellulaire

L’absence de membrane nucléaire et d’organites isolés indique que les

cyanobactéries sont des procaryotes. En effet, tout comme le noyau, 1’appareil

photosynthétique n’est pas séparé du protoplasme par une membrane. Certains éléments

cellulaires permettent de caractériser les cyanobactéries (Figure 1.2) :

La paroi cellulaire est de type gram négatif bien que la couche de
peptidoglycane y soit plus épaisse que chez la majorité des bactéries gram
négatives.
Le protoplasme périphérique est principalement composé de thylacoides et de
plusieurs types d’inclusions cytoplasmiques (Figure 1.2) :
o Des phycobilisomes : complexes de phycobiliprotéines (qui peuvent
étre composés de phycocyanines, de phycoérythrocyanines,

d’allophycocyanines, ou encore de phycoérythrines). Ils permettent le



captage du flux lumineux (en lien avec la photosynthése et les
thylacoides);
o Des cyanophycines, lieux de stockage du diazote fixé (sous forme de
polymeres d’arginine et d’acide aspartique);
o Des polyglucoses et des gouttelettes lipidiques (réserves
énergétiques) (Castenholz, 2001);
o Des carboxysomes (réserve de rubisCO, enzyme qui permet la
fixation du CO») (Reviers, 2003).
- On observe également des vésicules de gaz dont la paroi, exclusivement
composée de protéines, est hydrophobe et perméable aux gaz (permet aux

cyanobactéries d’ajuster leur flottaison) (Reviers, 2003).
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Figure 1.2 : Structure d’une cellule de cyanobactérie (Prescott et al.,, 2003).
L’encart montre un agrandissement de la paroi (membrane externe et du
peptidoglycane). Copyright © Hartwell T. Crim, 1998.



1.1.4 Métabolisme
1.1.4.1 Photosynthése

Les cyanobactéries sont des organismes photosynthétiques. Leur photosynthése se
déroule majoritairement en aérobie. Les électrons sont alors issus de ’oxydation de
’eau, notamment grace aux photosystémes PSI et PSII. Mais certaines cyanobactéries
peuvent réaliser la photosynthése en milieu anaérobique (les électrons sont alors issus de
I’oxydation du soufre). La capture du flux lumineux nécessaire a la photosynthése est
assurée dans les thylacoides par la chlorophylle a (ainsi que la chlorophylle b et d chez
certaines cyanobactéries) et par les phycobiliprotéines, regroupées en agrégats au niveau

de la membrane externe des thylacoides (Figure 1.2) (Lee, 2008).

1.1.4.2 Mode nutritionnel

Le mode nutritionnel des cyanobactéries peut étre de trois types (Reviers, 2003;
Lee, 2008) :

- Photolithotrophie stricte : Ces cyanobactéries ne peuvent croitre qu’en
présence de lumiere, leur donneur d’électrons est minéral (H>0 ou H»S) et leur

source de carbone est inorganique (CO,).

- Photohétérotrophie : La croissance se fait également en présence de lumicre, la
source d’électrons est minérale (H,0 ou H,S), mais ce groupe de
cyanobactéries est capable d’utiliser une source de carbone inorganique ou

organique.

- Chimiohétérotrophie facultative: Ces cyanobactéries sont phototrophes en
présence de lumiére, mais leur croissance peut également se dérouler dans
I’obscurité en utilisant une source de carbone organique (limitée au glucose, au

fructose et a quelques disaccharides).



1.1.5 Ecologie
1.1.5.1 Une bactérie ubiquitaire

On retrouve les cyanobactéries dans la plupart des environnements communs : en
eau douce (principalement dans les lacs), sur les littoraux, dans les mers, dans ’air, sur

les sols humides et méme dans les roches (p. ex. les récifs coralliens) (Reviers, 2003).

Les cyanobactéries sont également capables de s’imposer au sein de milieux aux
conditions plus extrémes (Castenholz, 2001). Des espéces comme Mastocladus
laminosus ou Phormidium laminosum tolérent des températures de 70°C (Reviers,
2003), d’autres especes ont été retrouvées sur des surfaces rocheuses de régions
désertiques (Yeager et al.,, 2007), ou encore dans des lacs a salinité élevée ou méme
hypersalins (Dillon, 2009). C’est leur capacité a résister a la dessiccation qui leur permet
de croitre dans ces milieux (Castenholz, 2001). Des cyanobactéries sont également
présentes dans certains lacs des régions polaires, notamment en Antarctique, ou les
températures sont trés basses (Jungblut, 2005; Taton, 2003). Leur développement s’y
explique tout d’abord par une trés faible présence d’autres organismes autotrophes (donc
peu de compétition). De plus, les cyanobactéries peuvent supporter les alternances

congélations/décongélations (Castenholz, 2001).

1.1.5.2 Symbioses

Certaines cyanobactéries, du genre Nostoc en général, sont impliquées dans des
symbioses avec une large variété d’organismes: des champignons (formation des
lichens), des plantes (p. ex. avec famille des bryophytes), des éponges, ou encore des
protistes (Adams et Duggan, 2008). Les cyanobactéries fournissent a ces hotes de I’azote
et des carbones fixés (provenant réciproquement du N; et du CO;) (Adams et Duggan,

2008; Lee, 2008).



1.2 Prolifération massives : les floraisons cyanobactériennes
1.2.1 Le phénoméne de I’eutrophisation

L’eutrophisation est un phénoméne causé par un apport excessif en éléments
nutritifs qui conduit a la modification du milieu aquatique touché. La formation des
floraisons dépend de la concentration en nutriments inorganiques (nitrates et
phosphates), mais aussi de parameétres physiques (température, pH, luminosité). Que ce
soit dans les écosystémes tempérés, tropicaux et méme boréals, 1’eutrophisation du
milieu s’accompagne toujours d’une forte augmentation des populations
cyanobactériennes (Havens, 2008). Les lacs eutrophes possédent une forte concentration
en NO5™ (nitrates) et en PO, (phosphates). Ils s’opposent aux lacs oligotrophes, ou la

concentration en nutriments inorganiques est faible.

La concentration en nitrates et en phosphates d’un lac dépend de son
environnement géologique (richesse du substrat en nitrates ou en phosphates), de la
composition minérale des bassins versants, du temps de rétention de I’eau et du degré de
mélange des eaux (dont le principal facteur est le vent) (Sigee, 2005). En plus de ces
facteurs naturels, D’eutrophisation des lacs est aujourd’hui accélérée par |’activité
humaine (rejet des eaux usées domestiques ou industrielles, agriculture intensive, les

deux étant riches en azotes et en phosphates) (Paerl, 2008).

1.2.2 Domination du milieu eutrophe par les cyanobactéries

L’eutrophisation a donc comme conséquence |’apparition de fleurs d’eau
cyanobactériennes (Sigee, 2005). Les cyanobactéries sont présentes toute 1’année dans
les réservoirs d’eau douce, mais leur population explose lors des floraisons,
généralement au cours de 1’été et au début de I’automne (Sigee, 2005). Le captage du
dioxyde de carbone (CO;) a trés faible concentration, I’habileté & utiliser des
bicarbonates (HCO3") méme a pH élevé, la faculté de fixer et d’utiliser le diazote (N,),
combinés a leur capacité a se positionner verticalement dans la colonne d’eau, favorisent

le bon développement de cyanobactéries dans les milieux eutrophes (Castenholz, 2001).



De plus, contrairement aux autres membres du phytoplancton, les cyanobactéries
possédent ’avantage de ne pas étre digérées par le zooplancton (Sigee, 2005). Enfin, les
cyanobactéries sécrétent des sidérophores (hydroxamates) leur permettant de capturer les
ions Fe’* environnants et ainsi de limiter la croissance des éventuels compétiteurs
(Castenholz, 2001). Les populations cyanobactériennes finissent donc par dominer le

phytoplancton du lac eutrophe.

1.2.3 Conséquences sur I’environnement

Les lacs ou les estuaires annuellement concernés par les floraisons
cyanobactériennes (ou « bloom formation » en anglais, et dans la figure 1.3) présentent
certaines caractéristiques qui ont un impact sur la qualité de 1’eau, sur la flore et sur le
faune (Havens, 2008). Ces conséquences sont résumées dans la figure 1.3 (Havens,
2008).

EVENT RESPONSE IMPACT

Light Emitation plants,
Reduced Transparency —  epiphyton, banthic
aigae, piwtoplankton

Sub-lethal and tethal

Elevated pH ——— impacts to fish
populatons
BLOOM Altered competitive
FORMATION Reduced CO, — 1  interactions amonyg
phytoplaniton

Allelopathy, sub-lethal
and lethal toxic effects
. on fish, zocplankion,
Toxin Production =" |  macro-invertebrazes,
wading birds, other
aquatic vertebrates

Increased Algal Size
impacts on zogplankion
grazing end food web
efficiercy

v Hypovxia f Anoxia

BLOOM Fish kills, sub-lethal and
COLLARSE lethal impacts on other

Ammonia biota

Figure 1.3 : Conséquences associées a la formation de fleurs d’eat
cyanobactériennes (Havens, 2008)



La formation des fleurs d’eau cyanobactériennes entraine donc des conséquences
néfastes sur la qualit¢ de 1’eau. La flore et la faune se retrouvent complétement
modifiées puisque, par exemple, la croissance des végétaux n’est plus permise (a cause
de turbidité de 1’eau) et que certaines floraisons produisent des toxines aux effets
allelopathiques (se dit de composés produits par un végétal qui entraine des
conséquences positives ou négatives sur d’autres végétaux). Deplus, les poissons
présents dans le lac finissent par mourir en raison du manque d’oxygene dissout dans
I’eau (hypoxie puis anoxie) lorsque la densité de la floraison cyanobactérienne devient
trés forte (que I’on retrouve au niveau du « Bloom collapse » a la figure 1.3). De plus,
les floraisons perturbent les activités humaines puisqu’elles entrainent des problemes
d’extraction et de traitement des eaux du lac. Elles ont également des impacts sur
I’agriculture et sur la péche, et elles empéchent les activités récréatives (baignade,

canotage, voile, etc.) (Sigee, 2005).

1.2.4 Les floraisons cyanobactériennes dans les lacs du Québec

Au cours de I’année 2008, des floraisons cyanobactériennes ont été observées dans
plus de 130 lacs, certains d’entre eux ayant déja été touchés par une fleur d’eau au cours
des années précédentes (points bleus sur la figure 1.4). En 2008, ce probléme concernait
13 des 17 régions administratives du Québec (Figure 1.4) (Robert, 2008). La carte
ci-dessus (Figure 1.4) donne un apergu de I’ensemble de lacs Québecois touchés par les

floraisons cyanobactériennes en 2008.
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Figure 1.4 : Plans d’eau touchés par une fleur d’eau d’algues bleu-vert en 2008
(Robert, 2008)

En 2008, la présence des floraisons cyanobactériennes a entrainé I’interdiction a
tout usage (baignade, péche, canotage) de sept plans d’eau : les lacs Bleu, Poisson
Blanc, Abitibi (Ile Nepawa), Témiscamingue (baie Laperriere), Ouareau, Waterloo et

Champlain (baie Missisquoi) (Robert, 2008).

1.3 Les cyanobactéries, des productrices de toxines

1.3.1 Généralités

Les cyanobactéries peuvent produire une grande variété de métabolites
secondaires, dont des toxines (cyanotoxines) (Funar et Testai, 2008). Ces cyanotoxines
sont des métabolites ubiquitaires, généralement liées a la présence de fleurs d’eau
cyanobactériennes (Edwards et Lawton, 2009). Bien que d’importance moindre, la
production de cyanotoxines peut cependant avoir lieu en dehors des épisodes de

floraisons (Van Apeldoomn et al, 2007). Toutefois, c’est pendant les floraisons
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cyanobactériennes que les concentrations de cyanotoxines sont les plus fortes (Sigee,

2005).

On évalue a 40 le nombre de genres cyanobactériens producteurs de cyanotoxines
(Van Apeldoorn et al., 2007). On distingue deux grands groupes de cyanotoxines : les
biotoxines, des molécules dont la toxicité envers les vertébrés est forte, et les
cytotoxines, un ensemble de molécules ayant un intérét plutét pharmacologique de par

leurs propriétés spécifiques (Jaiswal et al., 2008).

1.3.2 Types de cyanotoxines et cyanobactéries productrices
1.3.2.1 Les composés cyanobactériens bioactifs ou cytotoxines

Bien que certaines d’entre elles soient tout de méme responsables d’irritations
cutanédes ou de dermatites, les cytotoxines, parfois nommeées composés bioactifs
(le terme varie selon les auteurs), sont généralement étudiées non pas pour leur toxicité
vis-a-vis des vertébrés, mais pour leurs propriétés antifongiques, antibactériennes, anti-

algues et méme anti-cancer (Tableau 1.2) (Jaiswal et al., 2008; Humpage, 2008).



Tableau 1.2
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Cytotoxines, mode d’action et genre cyanobactérien producteur (Jaiswal, 2008)

Toxir produced

Modz and von sige of action

Cyancbacterial geacra

Refzzence

Acutiphycin
Ambigal A ard B

Aplyziatoxio
Calethnxin

Cryptophyeips A-F
Cyarobacterin

Debromoaplysizoxia
Fischeretlin
Grassypeptelide

Hapaliniole

Hassallidia A
Laxaphyvein A ar2 B
Liaolenic acid

Lyrgbvitoxin

Norharmane
Nostarine
Naostocyclanude

Oscillatonn
Scvtophycia

Spiroidesin

Antitgmor progertics. aflects lssues

Inhibits cyclooxyiennse and HIV
IOVErse Winscniplase

Irduces Limolus amoebocyle

Inhibils RNA synibesis and DNA
seplicaion

Selectively inkibis tumoss

Inhibits phatasystem [T activity

Lysate gelation
Inhibits photasystem [T activity

lehibts cancer cell prowth
Inhibits wmess

Inbibits twmes cell proliferation

Dzereases Wood cholestesol Jevels,
redeces the growth of cancers of the
breast and colon

Potent (Umg promoter. acuvales
calcturm-activated phosphaolipid-
dependent protein kinase C

Iszhibits mdoleamia
and pitric oxade synthase

Generatts 10X reactive oxyren
specics

Inhibits photosynthesis

Inhibits photosystzar [ acuivily

Depolarizes cell micreilaments

% )
2.3- dia

XVECRUSC

Izhibit cell growih

scillintoria acutissima
Fischerella ambigua

Lynghvy
Colothriv sp.

Norsters spp.
Sovtenema Fofmanndi. Nosloc fiachia

Schizetheiy culciceda. Oscillatoria
rigrosircidis

Fischeretla ambigua. Fischereella
Rlascicola

Lynebva coafenaides

Hapalosiphon fontinaliis, Fischecelia
P

Hussillia sp.
Anabgerat laxa
Oscillatoria redeked. Fischerelta sp.

Lyrehvag avgiuscuda

Nodularia hanevana

Nostw spongigeforme

Sevtoremu pseadohifmaanl,
Todvpothirix, Ovlindrospe renuny
rascisola

Anabvena spicoides

Baschi et al. 1984
Falch et al. 1993

Dow and Swoboda 2000
Dican et al. 2000

Teimmunulo ot al. 1993
Gleason and Casz 15986

Dew ard Swabada 2000
Geose ¢t al, 19910 Papke ot al. 1997

Kwan ¢t al. 2008

Moo et o, 1984 Doan ec al.
20048y, Etchegaray ¢t ol 2004
Asthana et al. 20068

Neghof et al. 2003

Frapkmodls et al. 1992

Mondt ot al. 2001 Asthana #1 al
2006

Caréellina et al. 1979, Fujiki ct al.
19%3; Nishizeka 1944

Vdk 2003

Hirata et al. 2003

Juttper ot al. 2004

Bagehi 1993 Ray and Bagchi 2001
Moore ot al. 1986 Caanichaz) et

af. 1990 Juag et al. 1991

Kaya ef gl 2002

Le tableau 1.2 ne représente qu’une liste partielle des cytotoxines existantes.

Globalement, la plupart des cytotoxines sont des peptides cycliques ou aliphatiques, et

ont une forte activité cytostatique et parfois méme une capacité a inhiber spécifiquement

certaines tumeurs (alors que d’autres, comme la lyngbyatoxine les favorisent) (Jaiswal

et al., 2008).

1.3.2.2 Les biotoxines

Contrairement aux molécules étudiées dans la section précédente, les biotoxines

sont capables de provoquer des intoxications aigués, et parfois méme létales chez les

vertébrés (Van Apeldoom et al, 2007). Elles sont responsables du danger que

représentent les floraisons cyanobactériennes pour I’homme. En fonction de leur



13

tropisme (ou encore leur affinité¢ des molécules pour certains organes), les biotoxines se

divisent en neurotoxines, hépatoxines et toxines irritantes (Funari et Testai, 2008;

Humpage, 2008). La liste des cyanotoxines connues a ce jour et de leurs principaux

producteurs est résumée dans le tableau 1.3.

Tableau 1.3

Les principales cyanotoxines et cyanobactéries productrices

Uvanota xmes

Principaux prodecigurs.

References

Microcystines

Crlindrespermapsines

Saulpsines

Mogulannes

Anatexine-a

Homvwanatoxine-a

Aderacysts aeruginosa, M vids,
Mckthpoblake M. botrys, Flamitorhrrx
@garahi, Porubescens, Praougectit
Anabaena fos-aguiae, A cireinalls, A
lenaarmennti, Mostoc spp, Snowalia
lacustris, Harhalosiphon hiberni s,
Creldlatovis Moy, Cranebium baritkars,
Arfrospira fsiforms, Lomnothorre redek)
Frorrudium Hrmamem

i,

Cylmdros permapsts vaciborsiat
Ashwrzomenon owdlsporum A foz-
apa, Anabeeng bergit, A lgpponica,
Uz aiog nataons, Fisphadtopsis curvaas
and as yet other umderd:fied spenes

Aphamizomenon spp, Anahaeae civmalls,
ylmdrospermopsts vacibarskar, Lrrghye
waltef, Flanitathrfc spp. , and athes
uridentified gpecies

Nodularia spumizera

Arabzena gos-aqux, 4 plamlgonica,
Avipuzomency spp.. Ranitetrx
Avmose, Owedllatoria e, Microcyatrs
sue  Cplmdrospermun sgp Raphediopsis
meaiterranea

Analosine-ale)

Eadethyiameno alanine

B NA L
|\_l.\b\..;

LPS andotosines

Araboera foc-cxpase, A fermer mannii

Angbaena spp. Flosvgathnx ps.,
Microcysi spp, Mostor gpp | of la phupart
das cpamchac@ries symibsotes 1eriac
Toutes les cyancbactéres

Bates esal 1982, Codd and ~armichae
IWEZ, Botes dal. 1685, Kusuon ¢ &
{057, Kndwamurny et a8 1989, Sivonen
ctal. 1500, Hamda e al. 1991 Watanabe
etal. 1661, Sivemen #tal 1992, Uenn &
al 1906, Vezie elal 1998; Marsalek ot &t
2000; Fastner et zl. 2001, Prinsep etal
19070, Mez e al 1967, Svemen # Jones,
1968, Cronberp el &l |, 2003, Ddebracht &1
al, 2002, Ballot et al , 2004; Glelis erzl,
2001, Steffemsen et al, 2001

Hawting etal $95%5, Harads ez al 1994,
Banker et a. 1§57, Hawldns etal 1997,
Shaw elal 1999, Laetad 2001,
Schenitn o al. 2001, Tnzani et al | 1852,
Fasgaer e1al . 2007, Spoctf et al, 2006

Jaddamand Gentde 1968, lkewa dal.
1982, Hurrpage et al 199, Carruchas e2
al. 1097, Lagos et al. 100, Kaas and
Hennksen 200C, Pormat =t el 2000, Lo o
al 2006, Lietal 3293

Rinheat ¢ al , 1968

Camichael etal. 1975, Camichael and
Crarhars 1578, Sonen & al 1980,
Edwardsetal 1992, Siuherg &t 1592,
Bruno elal. |¢94, Bumke-Vogieta

1999 Pak el al , 1963, Narukoga eal
2003, Weed eral, 2007, Steffensen etal,
2003

Matsunama et al. [589, Qnodo= et al
10974

Zox et al, 2000

McHEhiney et Lawton, 3025

Les microcystines, les nodularines et

hépatotoxines.

Xine-
I’homoanatoxine-a,

Les neurotoxines

I’anatoxine-a(s)),

regroupent

les saxitoxines et

les cylindrospermopsines sont des

les anatoxines (l’anatoxine-a,

les toxines « BMAA »
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(B- Methylamino alanine). Les lipopolysaccharides (LPS) font partie des toxines
irritantes (Funari et Testai, 2008; Humpage et al., 2008). Les hépatotoxines et les
neurotoxines ciblent respectivement les hépatocytes et le systéme neuromusculaire (Lee,
2008). Quant aux toxines irritantes, elles sont responsables d’irritations au niveau de la
peau ou des yeux, d’allergies ou encore de complications gastro-intestinales. (Funari et

Testai, 2008).

D’autres auteurs classent les biotoxines en fonction de leur structure moléculaire.
Les microcystines et les nodularines entrent alors dans la catégorie des peptides
cycliques, tandis que les anatoxines, les saxitoxines et les cylindrospermopsines sont

regroupées dans celle des alcaloides (Jaiswal et al., 2008).

Certaines de ces cyanotoxines présentent une forte toxicité pour les animaux et
pour les hommes (Carmichael, 2001; Oberholster, 2009). C’est lors de la lyse des
cyanobactéries (provoquée lors du traitement de I’eau, ou naturelle lors de la sénescence
des cellules ou encore aprés ingestion au niveau de la barriere acide stomacale) que le
risque se manifeste réellement. Les cyanotoxines sont alors abondamment libérées dans
le milieu, augmentant dangereusement sa concentration en cyanotoxines (Dyble, 2008).
Etant donné que la durée de vie de ces cyanotoxines peut aller jusqu’a 30 jours, le
danger peut persister dans le plan d’eau malgré la disparition de la floraison

cyanobactérienne (Lathi, 1997).

Le type de cyanotoxines présent dans une fleur d’eau cyanobactérienne dépend
donc des populations la composant (Funari, 2008). Toutefois, plusieurs especes au sein
des genres Microcystis, Anabaena ou Planktothrix sont capables de produire plusieurs
types de cyanotoxines (Tableau 1.3) (Funari, 2008). Par conséquent, en fonction des
espéces composant la floraison cyanobactérienne, cette derniére sera capable de produire
une gamme de cyanotoxines plus ou moins vaste. La toxicité de la floraison sera ainsi

directement liée aux populations qui la composent.
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1.4 Cyanobactéries toxinogénes identifiées dans les lacs du Québec

Au Québec, le Centre d’Expertise en Analyse Environnementale du Québec
(CEAEQ) du ministére du Développement Durable, de I’Environnement et des Parcs
(MDDEP) est responsable de 1’analyse des cyanotoxines contenues dans les lacs
périodiquement envahis par les fleurs d’eau cyanobactériennes. Depuis 2001, dans le
cadre du « programme de surveillance de la qualité de 1’eau potable », le Ministere a mis
en place un suivi de 1’eau brute (extraite directement du plan d’eau) et de ’eau traitée de
stations d’eau potable contenant des cyanobactéries (Robert, 2005). Depuis 2001, deux
rapports ont été rédigés : 1’un couvrant les années 2001 a 2003 (Robert et al., 2005), et
I’autre couvrant les années 2004 & 2006 (Robert et al., 2008).

Le nombre de bassins attenants a des stations de production d’eau potable analysés
est progressivement passé de trois a sept entre les années 2001 et 2006. De 2001 a 2002,
les analyses des populations cyanobactériennes et le dosage des cyanotoxines ont été
faits sur trois stations : celles de Bedford, sur la baie Missisquoi, de Plessisville et de
Daveluyville, au niveau de la riviere Bécancour. Il a ensuite été ajouté a ces analyses
celles des bassins approvisionnant les stations d’eau potable de Saint-Hyacinthe (2002),
de Farnham (2003), de Saint-Damase (2003) sur la riviére Yamaska et enfin celles de
Sorel-Tracy (2005), sur la riviere Richelieu. Ces sept stations avaient été choisies car
elles étaient concernées par des floraisons cyanobactériennes depuis plusieurs années

(Robert et al., 2005; Robert et al., 2008).

Afin de rendre compte de la situation concernant les cyanobactéries toxinogenes
au Québec, nous avons extrait des rapports présentés par Caroline Robert en 2005 et en
2008 les proportions d’échantillons contenant au moins une espéce productrice de

cyanotoxines, et ce, au cours des six années de suivi (Tableau 1.4).
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Tableau 1.4

Présence d’espéces cyanobactériennes connues pour produire des cyanotoxines
dans sept stations de production d’eau potable sélectionnées au Québec.
Analyses faites par microscopie (Robert et al., 2008)

Nombre (et proportion)
d'échantillons contenant

Année de suiw . :
all moins espece

cyanotoxigue
25
2001 (92 B%)
23
2002 (100%)
32
2003 (52.7%)
43
2004 (78,2%%)
40
2003 (57 0%)
20
2006 (87 0%)

Par ailleurs, les observations microscopiques de ces échantillons ont permis
I’identification de plusieurs espéces potentiellement productrices de microcystines. Les
especes Anabaena (flos-aquae, spiroides, planctonica, solitaria), Microcystis (flos-
aquae, aeruginosa, viridis, wasenbergii) et Oscillatoria agardhii (renommée
Plankthotrix agardhii depuis les travaux de Komarek en 1988 (Suda, 2002)) ont été
identifiées lors de I’analyse des échantillons (Robert, 2005; Robert 2008).

En moyenne, au cours de ces six années de collectes de données, il aura été
observé au moins une espéce toxinogéne dans 81 % des échantillons. De plus, la
dominance sur la population cyanobactérienne par une espéce toxinogéne aura varié

entre 30,9 % et 82,6 % dans ces échantillons (Robert, 2008).

Des populations cyanobactériennes productrices de microcystines sont donc
présentes dans les lacs du Québec. Dans le prochain chapitre, nous étudierons plus en
détail les microcystines, nous rechercherons les causes responsables de leurs productions
et nous détaillerons leur toxicité et donc le danger qu’elles représentent pour I’homme.

Nous finirons par les méthodes mises en place au Québec pour les détecter.



CHAPITRE 2

LES MICROCYSTINES

2.1 Introduction aux microcystines
2.1.1 Généralités

Les microcystines sont les cyanotoxines les plus communes et les plus
représentées dans les lacs du monde entier (Hotto et al., 2007; Dittmann et al., 2005).
Elles sont principalement synthétisées par les cyanobactéries appartenant aux genres
Microcystis, Anabaena, Planktothrix et Nostoc (Hotto et al., 2007). Les microcystines
forment un groupe de molécules, toutes cycliques et composées de sept acides aminés
(heptapeptide) (Van Apeldoom et al., 2007) (Figure 2.1). Leur masse varie entre 500 et
4000 Da (Van Apeldoorn et al.,, 2007). La structure générale des microcystines est
cyclo-(D-Ala'-X*:-D-MeAsp*-Z*-Adda’-D-Glu®-Mdha’) (Figure 2.1) (Sivonen, 1999).

Figure 2.1 : Structure générale des microcystines (Chorus et Bartram, 1999)

L’acide (28, 38S, 8S, 9S)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-

dienoic, également nommé Adda (position 5 de la figure 2.1), est commun a toutes les
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hépatotoxines (Van Apeldoorn et al., 2007). Son réle dans la toxicité des microcystines
est primordial. Sa fonction sera détaillée dans la partie 2.3.3 (Toxicodynamique des

microcystines sur les hépatocytes).

2.1.2 Isoformes

Des variations structurales plus ou moins importantes ont été rapportées pour les
sept acides aminés de la structure générale de la microcystine présentée en figure 2.1. 1l
a été répertorié a ce jour plus de 80 variants de microcystines (Hotto et al., 2007; Chen
et al., 2009). Cependant, les différentes isoformes des microcystines sont principalement
dues a des substitutions d’acides aminés aux positions 2 (X) et 4 (Z) ou bien a la
présence ou a I’absence de groupements méthyles (-CH3) aux positions 3 (MeAsp) et
7 (Mdha) de la microcystine (Sivonen, 1999). Les isoformes de microcystines les plus
communes sont les microcystines-LR, -RR, et -YR, ou les acides aminés variables

(X% et Z*) sont la leucine (L), ’arginine (R) et la tyrosine (Y) (Izaguirre, 2007).

2.2 Origine des microcystines dans les eaux de lacs
2.2.1 Régulation de la production de microcystines
2.2.1.1 Paramétres environnementaux

La production de microcystines semble influencée par différents parameétres
environnementaux : 1’azote, le phosphore, la température, I’intensité lumineuse, le pH et
les traces de métaux (Neilan et al., 2008; Kotac et al., 2000; Sivonen et al., 1999,
Sivonen, 1990). Quelques tendances générales se dégagent des études traitant de cette
régulation des microcystines. La production de microcystines est notamment favorisée
lorsque le milieu contient une forte concentration en azote (Sivonen, 1990; Watanabe et
Oishi, 1985) et lorsqu’il est pauvre en Fer °* (Lukac et al., 1993). En ce qui a trait aux
résultats concernant les autres variables étudiées, c'est-a-dire la concentration en

phosphates (Catherine et al., 2008; Oh et al., 2000; Watanabe et Oishi, 1985), I’intensité
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lumineuse (Sivonen et al., 1990; Watanabe et Oishi, 1985) la température ou encore le

pH (Jaiswal et al., 2008 et al.; Pearson et al., 2008), ils ne sont pas toujours concordants.

Cependant, il parait évident que ces paramétres modulent la production de
microcystines, mais leur implication dans la régulation de cette synthése est encore mal
comprise (Pearson, 2008). Trop de parametres sont souvent variables, par exemple on
remarque que les genres cyanobactériens cultivés ou les types de microcystines analysés
différent bien souvent d’une étude a I’autre. Comme 1’écrivent Neilan et al. (2008), la
plupart des études traitant de la régulation n’ont pas été standardisées, rendant le sujet de

la régulation des microcystines quelque peu controversé.

D’un autre coté, certains auteurs ont remarqué que la production de microcystines
était optimum lorsque les conditions de croissance de ’espéce cyanobactérienne étudiée
I’étaient également (Sivonen et Jones, 1999; Jaiswal et al., 2008). Dans ce cas, la phase
de croissance dans lequel la population cyanobactérienne se trouve jouerait donc un rdle

primordial dans la production des microcystines.

2.2.1.2 Phase de croissance cellulaire

La production de microcystines semble ainsi étre influencée par la phase de
croissance dans laquelle se situe la culture (ou fleur d’eau cyanobactérienne) (Jaiswal,
2008; Sivonen, 1999). En effet, Sivonen et al. (1999) et Yan et al. (2004) ont remarqué
que la concentration intracellulaire en microcystines était & son maximum au moment de
la phase tardive (ou de ralentissement) de croissance. De plus, Long et al. (2001)
constatent que le taux de production de microcystines est proportionnel au taux de
croissance de la culture cyanobactérienne, que les conditions environnementales
restreignent ou favorisent la croissance cellulaire. Si c’est bien la croissance cellulaire
qui régule la production de microcystines, les paramétres environnementaux cités ci-
dessus n’auraient alors qu’un effet indirect sur la production de microcystines, agissant
en fait principalement sur la croissance de la population cyanobactérienne, et donc sur le

nombre de cyanobactéries présentes dans le milieu (Pearson, 2008; Downing, 2005).
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2.2.2 Relache de microcystines dans le milieu

Lorsque la culture cyanobactérienne est en phase tardive (ou phase de
ralentissement) de croissance cellulaire, il y a une relache de microcystines dans le
milieu. En effet, c’est & ce moment que la concentration en microcystines dans le milieu
augmente fortement (Jaiswal, 2008; Lee, 2000). La reldche massive de microcystines
dans le milieu serait, selon certains auteurs, principalement due a 1’adge de la culture
cyanobactérienne (Rapala, 1997; Jaiswal, 2008). Les microcystines sont alors libérées
lorsque la paroi cellulaire devient plus perméable ou encore qu’arrive la lyse cellulaire
(phase de stationnement de croissance) (Dyble, 2008). Une autre explication quant a la
présence de microcystines dans le milieu serait I’existence d’un transporteur
transmembranaire de microcystines qui permettrait son acheminement vers le milieu
extracellulaire (Kaebernick, 2000). Tillett et al. (2000) ont appuyé cette hypothése en
faisant ’analogie entre un des genes (mcyH) de ’opéron codant pour les microcystines

synthétases et les geénes de la famille des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette).

2.3 Toxicité des microcystines
2.3.1 Voies de contamination par les microcystines
2.3.1.1 Contamination directe

Libérées ou non dans le milieu, les microcystines représentent un danger pour
I’homme. Les activités récréactives (du type baignade, canotage) peuvent étre une
source de contamination aux microcystines. Lors de ces activités, la contamination peut
se faire par inhalation, par simple contact épidermique, ou encore par ingestion directe
de microcystines (libres ou dans la cellule cyanobactérienne) (Funari et Testai, 2008). La
contamination par 1’eau « potable » (eau contenant alors encore une forte concentration
en microcystines) est envisageable par simple consommation d’eau du robinet ou méme
par intraveineuse (p. ex. lors de traitement par dialyse) (Carmichael et al.,, 2001). La
présence de microcystines dans 1’eau potable s’explique généralement par un traitement

inadéquat de I’eau du bassin approvisionnant la station d’épuration (p. ex. chloration de
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I’eau : traitement bactéricide qui aura pour effet de libérer les microcystines) (Robert,
2004). Cependant, des traitements au charbon activé ou par ozonation révelent une
bonne efficacité pour éliminer les microcystines, bien que cette élimination ne soit

jamais totale (Robert et al., 2008).

2.3.1.2 Contamination indirecte

Les microcystines peuvent étre également ingérées a la suite d’une consommation
d’animaux ou de plantes ayant accumulé des microcystines dans leurs tissus (Magalhies
et al., 2001). Les premiers organismes en cause sont les mollusques, puisqu’ils sont de
grands consommateurs de phytoplancton. Gérard et al. (2008) démontrérent qu’une
partie des microcystines ingérées était en effet stockée dans certains tissus des
mollusques. De plus, d’autres études informent que des concentrations importantes de
microcystines ont été retrouvées dans les tissus de poissons (jusqu’a 478 mgkg'), de
canards et d’autres oiseaux (entre 18 et 30 pg.kg™) (Magalhges et al., 2001; Chen et al.,
2009). En outre, ces cyanotoxines peuvent s’accumuler dans les tissus de plantes
comestibles par I’intermédiaire de 1’eau d’irrigation (McElhiney et al., 2001). Mohamed
et Shehri (2009) ont conclu que des cultures (dont celles de radis, de laitue, de persil et
de chou) irriguées par de I’eau provenant de lacs contaminés contenaient une dose
dangereuse de microcystines (0,07 a 1,2 mgkg™). Etant donné que ’OMS (Organisation
Mondiale de la Santé) a fixé a 0,04 ugkg' la limite journaliére de microcystines
consommeées, 1’ingestion de ces aliments représenterait un risque potentiel pour I’homme

(Burch, 2008).

2.3.2 Structure moléculaire des microcystines : une affinité pour les protéines
phosphatases hépatocytaires

Les microcystines font partie de la famille des hépatotoxines puisque cette toxine
possede un tropisme pour les hépatocytes (Dittmann et Wiegand, 2006). La toxicité des
microcystines est fonction de leur composition moléculaire. La plus toxique des
microcystines est également la plus commune : la microcystine-LR (leucine-arginine).

La toxicité des microcystines est mesurée selon le résultat de la LDs, (dose 1étale SO %)
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apres injection intrapéritonéale de microcystines & des souris (Funari et Testai, 2008;
Humpage, 2008). La LDsy des microcystines est comprise entre celle de la MC-LR
(60pug/kg) et celles de plusieurs autres isoformes de microcystines (> 1200ug/kg)
(Zurawell et al., 2005).

Au niveau moléculaire, bien que la toxicité des microcystines différe en fonction
de leur composition moléculaire, elle est principalement attribuée a un acide aminé rare,
abrégé « Adda » (groupe 5 de la figure 2.1). La structure de Adda lui permet d’inhiber
de fagon spécifique les protéines serines/thréonines phosphatases 1 et 2A (PP1 et PP2A)
en se liant a leur site catalytique (MacKintosh et al., 1990; Nishiwaki-Matsushima et al.,
1991). D’ailleurs, des changements moléculaires dans la structure de la fraction Adda
affectent directement la toxicité des microcystines (Bourne et al., 1996), les rendant
généralement moins toxiques ou méme non toxiques (Van Apeldoorn et al., 2007).
Certains chercheurs avancent également I’importance de 1’acide aminé D-Glu (groupe 6
de la figure 2.1) dans I’affinité des microcystines pour les PP1 et PP2A (Rantala et al.,
2006).

2.3.3 Toxicodynamique des microcystines sur les hépatocytes
2.3.3.1 Exposition aigué aux microcystines (fortes doses)

Une fois ingérées, les microcystines sont transportées de 1’intestin vers le foie par
le systeme de transport de [’acide biliaire (Miura et al., 1989). L’inhibition des protéines
phosphatases engendre une hyperphosphorylation de nombreuses protéines cellulaires,
dont les protéines du cytosquelette cellulaire (Wickstrom et al., 1995). Cette
désorganisation du cytosquelette entraine des pertes d’adhérence entre les cellules, qui
sont la cause d’hémorragies intra-hépatiques (Humpage, 2008). Un autre effet
cytotoxique qu’entraine la présence de microcystines dans les hépatocytes est la
perméabilisation de la membrane des mitochondries. Il y aura alors libération des
espéces réactives oxygénées ou ROS (Reactive Oxygen Species). Ce stress oxydatif,
accentué par la perte du contréle de la phosphorylation par la cellule, active la voie

intrinséque de I’apoptose (Rao et Bhattacharya, 1996; Zegura et al., 2003 et 2008).
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Parmi les nombreux exemples d’intoxication humaine par des microcystines, celui
de Caruaru (Brésil), en 1996, est le plus marquant (Carmichael et al., 2001). Au cours de
I’année 1996, 52 patients sur les 131 du centre de dialyse de Caruaru sont morts suite a
la présence de microcystines (-YR, -LR et -AR) dans 1’eau utilisée pour leurs dialyses.
La concentration des microcystines dans 1’eau était de 19,5ug/L. La concentration en
microcystines concidérée par I’OMS comme limite est 1pg/L. (Burch, 2008): une
concentration supérieure a cette derniére est reconnue comme dangereuse pour I’homme
(selon ’OMS). La concentration en microcystines dans 1’eau a Caruaru était donc
19,5 fois supérieure & la concentration déja concidérée comme dangereuse. Seulement
cette limite acceptable en microcystines dans I’eau potable tient compte du fait qu’en cas
d’ingestion d’eau contaminée, seulement une partie des microcystines absorbées seront
assimilées et pourront se retouver dans le sang. On peut supposer que seulement 1/100
ou 1/1000 des microcystines absorbées seront assimilées, le reste étant possiblement
dégradé lors du passage de la barriere acide de I’estomac. Or dans le cas présent, I’eau
contaminée par les microcystines se retrouve directement dans le sang puisqu’elle passe

par le systéme de dialyse, ce qui explique le fort taux de mortalité observé a Caruaru
(40 %).

2.3.3.2 Exposition chronique aux microcystines (faibles doses)

D’autres études rapportent que des expositions répétées a de faibles doses de
microcystines seraient a I’origine de cancers du foie (Ueno et al., 1996; Nishiwaki-
Matsushima, 1991 et 1992). Contrairement a I’effet apoptotique vu a la section
précédente, une faible dose de microcystines aurait un effet tumoral (Zegura et al.,
2008). Certains auteurs ont proposé¢ comme hypothése que I’effet tumorigénique des
microcystines serait causé par une somme de facteurs d’activation du cycle cellulaire.
Entre autres, une faible dose de microcystines engendrerait alors une faible réponse de
ROS, insuffisante pour activer la voie apoptotique, mais satisfaisante pour promouvoir la

multiplication cellulaire (Herfindal et Selheim, 2006).
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2.4 Les microcystines dans les lacs du Québec
2.4.1 Meéthode de détection des microcystines

Au Québec, le CEAEQ du MDDEP dose trois isoformes des microcystines
(MCYST-LR, MCYST-YR et MCYST-RR) a partir d’eau prélevée dans des lacs (ou
bassin) annuellement concernés par des floraisons cyanobactériennes. Ces analyses ont

été faites aux mémes stations décrites dans la partie 1.4 du chapitre 1.

Le dosage des isoformes MC-LR, MC-RR et MC-YR de la microcystine est
réalisé par chromatographie en phase liquide (HPLC), couplé a un spectrophotométre de
masse (Robert et al., 2005). La détection et I’identification des microcystines sont basées
sur leurs propriétés physicochimiques. En effet, la HPLC se base sur le poids
moléculaire, sur les chromophores, et sur la réactivité des groupes fonctionnels
composant la molécule criblée (microcystines). De plus, I’association de la HPLC avec
la spectrophotométrie de masse rend la méthode ultra sensible et lui permet de détecter
d’infimes variations dans la structure moléculaire des microcystines (Kondo et al.,

1992), d’ou la détection des isoformes de microcystines.

2.4.2 Détection des microcystines dans les lacs du Québec, entre les années 2001 et
2006

Le tableau 2.1 présente les résulitats de la détection des microcystines cibiées (-LR,
-RR et -YR), a partir d’eau non traitée issue de sept stations d’épuration (Chapitre 1,
section 1.4) entre les années 2001 et 2006 (issus des rapports rédigés par Caroline

Robert en 2005 et en 2008).
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Tableau 2.1

Fréquence de détection des microcystines dans les échantillons d’eau non traitée,
prélevés entre 2001 et 2006 (Robert et al., 2008)

Notmbre (et proportion)
d'échantill ons présentant une

Anm?e'de concentration détectable de
s i crocystines
MC-LR MC-RR MC-YR
9 0 0
2000 (34.6%)  (0%)  (0%)
14 3 5
2002 (60.9%) (13.0%) (21,7%)
5 0 1
2003 (9,8%)  (0%) (2,09
27 20 15
2004 (49,1%) (364%) (27,3%)
34 21 12
2005 (73,1%) (45,7%) (26,1%)
19 20 12

2006 (79,2%) (83,3%6) (50,0%)

Les analyses entre les années 2001 et 2006 confirment tout d’abord la présence de
microcystines dans les bassins d’approvisionnement des stations d’eau potable étudiées.
Ensuite, on peut remarquer que les résultats entre les deux différentes études (2001-2003
et 2004-2006) dénotent de grandes disparités (Tableau 2.1). Tout en sachant que le
nombre d’échantillons a été identique d’une étude a 1’autre (100 échantillons), on
constate que 28 % des échantillons contiennent de la MCYST-LR entre 2001 et 2003,
contre 80 % entre 2004 et 2006 (ces variations sont globalement les mémes si on
compare de maniere similaire les pourcentages des MCYST-RR et des MCYST-YR)
(Robert et al., 2008). Cette disparité, d’apres Robert et al. (2008), n’est cependant pas
due aux méthodes d’analyses, puisqu’elles n’ont pas significativement changé entre
2001 et 2006. Elle serait alors causé€e par les variations interannuelles dans la
composition cyanobactérienne des fleurs d’eau (Robert et al., 2008), notamment par les

changements de dominance de certaines populations cyanobactériennes d’une année a
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I’autre, productrices de microcystines ou non, ou encore par les échanges de populations
cyanobactériennes des lacs, grace aux communications qu’il existe entre certains d’entre

eux (canaux ou rivieres les reliant les uns aux autres).

D’ou finalement Ia nécessité de mieux connaitre les communautés
cyanobactériennes productrices de microcystines des lacs au Québec, afin d’étre en
mesure d’anticiper la possible production de microcystines lors des floraisons

cyanobactériennes annuelles.

2.4.3 Vers un meilleur criblage des populations productrices de microcystines

L’étude réalisée entre les années 2001 et 2006 par le CEAEQ (au Québec) permet
de mettre en évidence la faiblesse du rapport entre la présence d’une espece
cyanobactérienne connue pour produire des microcystines et la présence de
microcystines dans ’eau du lac analysé. En effet, le tableau 2.2 (qui est une combinaison
des tableaux 1.4 et 2.1), t¢émoigne du fait que la présence d’espéces cyanobactériennes
dites « toxinogenes » ne signifie pas que des microcystines seront nécessairement

synthétisées.

Tableau 2.2

Comparaison entre la détection des microcystines et la détection d’espéces
cyanobactériennes toxinogénes (Robert et al., 2008)

Nombre (et proportion)

d'échantillons présentant une Nombre (et proportion)

A‘m”_ de concentration détectable de d echantlll.ons cnr}tenaxlt
sutvi . . au moins espéce
microcyshnes ;
Cyanctoxique
MC-LR MC-RR MC-YR
9 0 0 25
2000 (34.6%) (0%  (0%) (92 6%)
14 3 5 23
2002 (60.9%) (13.0%) (21,7%) (100%)
5 0 | 32
2003 (9,8%) (0%) (2,0%%) (627%)
27 20 15 43
2004 (49,1%) (36,4%) (27,3%) (78,2%)
34 21 12 40
2005 (73,1%) (457%) (26,1%) (87 0%)
19 20 12 20

2006 (79.2%) (83.3%) (50,0%) (87 0%)
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On constate donc que la proportion d’échantillons contenant une espéce
cyanobactérienne est toujours supérieure a la proportion d’échantillons contenant des
microcystines. Evidemment, ces écarts s’expliquent tout d’abord par le fait que la
production de microcystines n’est pas constitutive (comme détaillé dans la
section 2.2.1), on sait que la production des microcystines est contrdlée par certains

facteurs environnementaux.

Cependant, méme si les facteurs environnementaux peuvent expliquer la
différence entre le dosage des microcystines et 1’observation de cyanobactéries
productrices de microcystines, il est important de ne pas conclure trop vite a
’observation de cyanobactéries productrices de microcystines. En effet, 1’observation
d’une espéce référencée comme productrice de microcystines ne signifie pas que toutes
les populations regroupées dans cette espece sont capables de produire des
microcystines. Par exemple, I’espéce Microcystis aeruginosa fait partie des producteurs
les plus communs de microcystines (Hotto, 2007) et pourtant, méme au sein méme de
cette espéce, il existe des souches productrices de microcystines et d’autres incapables
d’en produire (Foulds et al., 2002). Par conséquent, une floraison cyanobactérienne
causée par ’espece Microcystis aeruginosa peut ne jamais produire de microcystines.
Les écarts entre le dosage des microcystines et 1’observation de cyanobactéries
productrices de microcystines du tableau 2.2 peuvent donc trés bien étre dus a des

erreurs dans ’identification de populations productrices de microcystines.

La capacité a produire des microcystines par les cyanobactéries est uniquement
due a la présence d’une série de génes regroupés en opéron et codant pour une série de
microcystines synthétases (génes mcy) (Tillett, 2000). Etant donné que les
cyanobactéries ne sont pas classées en fonction de leur capacité a produire des toxines, il
existe au sein d’espéces référencées « productrices de microcystines » des populations
ne possédant pas I’opéron de la microcystine synthétase. Ces populations sont donc
incapables de produire des microcystines. D’ou la nécessité d’analyser les populations
cyanobactériennes au niveau de leur génome : une population qui possede les génes mcy

pourra produire des microcystines.



CHAPITRE 3

OPERON DE LA MICROCYSTINE SYNTHETASE (MCY)

3.1 Biosynthése des microcystines : une catalyse non ribosomale
3.1.1 Preuve de cette synthése non ribosomale

A la suite des observations faites sur les microcystines (petite taille, structure
cyclique et richesse en acides aminés modifiés), Krishnamurthy et al., (1989) puis
Dittmann et Bomer (2005) ont suggéré qu’elles étaient synthétisées par des peptides
synthétases (Dittmann et Borner, 2005). Des génes codant pour des peptides synthétases
chez des cyanobactéries des genres Microcystis et Anabaena ont par ailleurs été
identifiés (MeiPner et al. 1996; Neilan et al., 1999). De plus, Dittman et al. (1997) ont
vérifié ’hypothése d’une synthése des microcystines par des peptides synthétases par
mutagénése dirigée : une séquence d’ADN (2982 pb), codante partiellement pour un
peptide synthétase et spécifique des cyanobactéries productrices de microcystines a été
remplacée par une cassette de résistance au chloramphénicol. Les mutants sélectionnés
se sont alors révélées incapables de produire des microcystines. Ces expériences ont
permis de démontrer que la différence qu’il existe entre les souches cyanobactériennes
productrices de microcystines et les souches non toxiques était la présence de génes
codant pour des peptides synthétases spécifiques, catalysant les microcystines (Dittman
et al., 1997).

3.1.2 Fonctionnement général des PKS et des NRPS

La syntheése des microcystines est donc réalisée de fagon non ribosomale,
c'est-a-dire que la synthése du peptide est indépendante des ribosomes. Cette synthese,
généralement réservée a des peptides inférieurs a 50 acides aminés, est basée sur un
mécanisme nommeé « thiotemplate » et permet la synthése de peptides par D’activité

catalytique de synthétases. Ce type de synthése non ribosomale est bien connue chez les
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procaryotes mais plus rarement chez les eucaryotes (Dittmann et Bérer, 2005). Ce
mécanisme a notamment été décrit par Schwarzer et al. (2003) chez les bactéries du
genre Bacillus et chez les champignons filamenteux, ou il est responsable entre autres de
la synthése d’antibiotiques (p.ex. la gramicidine S ou la vancomycine A),
d’immunosuppresseurs (p. ex. la cyclosporine) et de plusieurs molécules toxiques pour
les plantes et les animaux. En ce qui concerne la catalyse des microcystines, deux types
de synthétases sont nécessaires: des peptides synthétases, abrégé NRPS (Non
Ribosomale Peptide Synthetase, figurés par des rectangles sur la figure 3.1), et des
polykétides synthétases, abrégé PKS (figurés par des cercles sur la figure 3.1) (Tillett
et al., 2000; Neilan et al., 2008).

Les NRPS possédent une organisation modulaire (Tillett et al., 2000; Neilan et al.,
2008). IIs peuvent étre composés d’un ou de plusieurs modules, chaque module étant
responsable d’une étape enzymatique dans la biosynthese des microcystines. Le premier
module sert généralement a ’initiation (encore nommée « activation ») et permet de
débuter la synthése. Quant aux modules suivants, ils sont responsables de 1’élongation
du peptide (Kleinkauf et Von D6hren, 1996; Dittmann et Borner, 2005). Les modules

d’¢élongation sont caractérisés par trois domaines (Kleinkauf et Von Déhren, 1996) :

- Adénylation (A) : permet la fixation de I’acide aminé et son activation par une
réaction d’adénylation (I’acide aminé fixé est transformé en aminoacyl
adénylé).

- Thiolation (T): permet au peptide en formation de rester accroché a la

synthétase par une liaison thioester.

- Condensation (C) : permet la catalyse des différentes réactions (spécifiques a

chaque module) et la formation de la liaison peptidique.

Comme déja indiqué, la synthése des microcystines nécessite donc également
’action de polykétides synthétases (PKS). Les polykétides (ou polycétides), tout comme
les protéines non ribosomales décrites ci-dessus, sont présents chez de nombreuses
bactéries et regroupent une grande variété de métabolites secondaires aux rdles divers :

messagers dans la communication de cellule a cellule, antibiotiques ou
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immunosuppresseurs (Callahan et al., 2009). Les polykétides proviennent de la
polymérisation de monomeéres de thioester par les PKS (Callahan et al., 2009). Tout
comme les NRPS, les complexes enzymatiques de PKS ont une structure modulaire
(Figure 3.1), et chacun des modules est responsable d’une réaction enzymatique
spécifique, dont I’action, dans le cas de la microcystine, permet la formation de la

fraction Adda (Dittmann et Borer, 2005).

Peu de systémes combinant les PKS et les NRPS sont aujourd’hui connus, et le
systéme PKS/NRPS codé par les génes mcy et catalysant la formation des microcystines
est un des rares a étre identifié avec ceux catalysant la rapamycine, la bléomycine, la

yersiniabactine et de la mycobactine (Tillett et al., 2000).

La finalisation de la synthése du peptide par les synthétases a lieu grice a un
domaine terminal (domaine Te: réaction de thioesterification) responsable de la
libération du peptide par lyse de la liaison thioester entre le peptide et le domaine T du

dernier module d’élongation (Kleinkauf et Von Déhren, 1996).

3.1.3 Catalyse des microcystines: cas de la MCYST-LR chez Microcystis
aeruginosa PCC7806

Afin d’illustrer la synthese dés microcystines par le systtme PKS/NRPS, nous
avons choisi de détailler celle de ’isoforme de microcystines la plus commune : la
MCYST-LR (microcystine dont les positions 2 et 4 sont respectivement occupées par
une leucine et une arginine, voir figure 2.1). Cependant, les premicres étapes sont
identiques a toutes les microcystines. En effet, la synthése des microcystines débute
toujours par la formation de la fraction Adda (a la position 5 de la figure 2.1). Cette
synthese est principalement réalisée grice a I’activité enzymatique des domaines
spécifiques de PKS (Figure 3.1a). Les trois synthétases nécessaires a sa formation sont
McyG, McyD et McyE. La suite de la biosynthése des microcystines est réalisée a partir
de la fraction Adda et utilise, au fur et 3 mesure, les NRPS McyA, McyB et McyC
(Figure 3.1b). Finalement, grice a I’activité catalytique des PKS puis des NPRS, sont
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associés dans l’ordre les acides aminés L-Z-Adda, L-Glutamate, L-methylserine,

D-alanine, L-leucine, D-methyl-aspartate et L-arginine.
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Figure 3.1 : (a) Biosynthése de la fraction Adda des microcystines. (b) Suite et fin
de la biosynthése de la microcystine-LR. Les cercles représentent les
domaines PKS et les rectangles les domaines NRPS. Domaines abrégés :
AT (acyltransferase), KS (B-ketoacyl synthase), ACP (acyl carrier protein),
KR (ketoacyl reductase), DH (dehydratase), CM (C-methyltransferase),
OM (O-methyltransferase), NM (N-methyltransferase), AMT (amino-
transferase), RC (racemase), A (aminoacyl adenylation), C (condensation),
Ep (epimerisation), TE (thioesterase) (Tillett et al., 2000).
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Finalement, I’identité des microcystines dépend des deux demiers complexes
enzymatiques (McyB et McyC) impliqués dans la catalyse des microcystines. En effet,
dans le cas de la MCYST-LR, McyB est responsable de la liaison de la L-leucine et
McyC de la L-arginine a la structure des microcystines. La synthése se termine par la

cyclisation des microcystines (Tillett et al., 2000; Dittmann et Bomer, 2005).

3.2 Base génétique de la production de microcystines

3.2.1 Organisation des génes mcy dans le génome des genres Microcystis,
Planktothrix et Anabaena

Neilan et al. (1999) ont démontré que des orthologues de génes codant pour des
microcystines synthétases étaient présents dans de nombreuses souches toxiques du
genre Microcystis, mais également dans des souches toxiques des genres Anabaena,
Oscillatoria (Planktothrix) et Nostoc. Le premier opéron mcy entiérement séquencé est
celui de Microcystis aeruginosa PCC7806 en 2000 (Tillett et al., 2000). Viennent
ensuite les séquengages des génes mcy chez Plankthotrix agardhii CYA 126 en 2003 et
chez Anabaena strain 90 en 2004 (Christiansen et al., 2003; Rouhiainen et al., 2004).
Les synthétases (polykétides/polycétide ou peptides) proviennent de Ia
transcription/traduction des geénes mcyA, mcyB, mcyC, mcyD, mcyE et mcyG. Les genes
mcyF, mcyl, mcyJ et meyT codent pour des « tailoring enzymes » opérant lors de la
catalyse des microcystines par les synthétases. Le gene mcyH code possiblement pour un
transporteur ABC (ATP Binding Cassette) (Tillett et al., 2000; Pearson et al., 2004).
Pour finir, certaines séquences proches de la région 3’ des génes mcy possédent de fortes
similarités avec des génes codant pour des transposases (Tillett et al., 2000; Moffitt et
Neilan, 2004).

L’ensemble des genes mcy fait environ 55 kpb et se compose donc de 10 genes
(Neilan et al., 2008), codant tous pour des enzymes impliquées dans la catalyse des
microcystines (sauf mcyH). On notera que dans le génome de Microcystis et
d’Anabaena, les génes mcy sont divisés en deux unités de transcription dont les sens de

transcription sont opposés (Figure 3.2), alors que dans le génome de Plankthotrix, les
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genes mcy sont organisés en une seule unité de transcription, donc un unique sens de

transcription (Rouhiainen et al.; 2004).
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Figure 3.2 : Organisation des génes mcy des genres cyanobactériens Microcystis,
Anabaena et Planktothrix (Dittman et al., 2005)

3.2.2 Controle génétique de la catalyse des microcystines

3.2.2.1 La régulation de P’expression des génes impliqués dans la formation des
microcystines

Tandis que certains chercheurs ont dosé les microcystines synthétisées dans le but
de comprendre la régulation générale de la production des microcystines (Chapitre 2,
section 2.2.1), d’autres ont affiné la recherche en analysant, cette fois au niveau
moléculaire, les transcrits des génes mcy (Martin-Luna et al., 2006; Sevilla et al., 2008).
Ces analyses ont servi a comprendre la régulation de la transcription de genes codant
pour les microcystines synthétases. La transcription des génes mcy est faite a partir de
deux sites d’initiation chez Microcystis et Anabaena, et produit donc deux unités
polycistroniques : mcyABC et mcyDEFGHIJ. Chez Plankthotrix, la transcription se fait a
partir d’un seul site d’initiation. Elle ne produit donc qu’une seule unité polycistronique.

Toutefois, 1l a été observé que la plupart des génes mcy (mcyE, mcyF, meyG, mcvH,
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mcyl et meyJ) possédaient également leurs propres séquences promotrices (Kaebernick
et al., 2000), modulant alors certainement la transcription au niveau de chacun de ces

genes.

Chez Microcystis aeruginosa, la transcription des génes mcy est sensible aux
variations d’intensité lumineuse (Kaebernick et al., 2000; Dittmann et al., 2001). En
effet, le nombre de transcrits issus des génes mcy est plus élevé lorsque I’intensité
lumineuse est forte et lorsque sa longueur d’onde est comprise entre 620 et 666 nm
(lumiere rouge). Il a également été démontré chez Microcystis que la région promotrice
principale des geénes mcy (entre mcyD et mcyA, voir figure 3.2) comprenait des
séquences similaires aux motifs fur (Martin-Luna et al., 2006). La fonction de la
protéine Fur (Ferric Uptake Regulation) est de réguler les mécanismes d’acquisition du
fer en se fixant sur les régions promotrices de genes codant pour des sidérophores,
inhibant alors leur synthése. La présence de ces séquences fur dans 1’opéron mcy
suggere donc I’implication de la protéine Fur dans la régulation de la transcription des

microcystines (Martin-Luna et al., 2006).

Cependant, afin d’analyser globalement la régulation de la synthése des
microcystines, 1l faudrait également tenir compte de la régulation post-traductionnelle
des microcystines synthétases. Pour I’instant, les recherches traitant de la régulation
génétique des microcystines ont uniquement ciblé la régulation de la transcription des
genes mcy. Or, la catalyse des microcystines dépend évidemment des PKS et NPRS
indispensables a leur synthése, mais aussi de cofacteurs, comme la phosphopantetheine,
une protéine nécessaire a ’activité des PKS et des NRPS (Pegram et al., 2008). Certains
chercheurs pensent donc que des efforts devraient étre dirigés vers la régulation des
genes codant pour ces cofacteurs afin de mieux comprendre leur role et leur importance

dans la régulation des microcystines synthétases (Pegram et al., 2008).

Quoi qu’il en soit, tout comme 1’effort fourni pour comprendre la régulation
générale de la production de microcystines, celui consacré a la compréhension de la

régulation de la transcription des genes mcy reste insuffisant. Les facteurs et leurs
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actions respectives impliquées dans la transcription des génes mcy ne sont pas encore

totalement connus.

3.2.2.2 Variabilité génétique : a I’origine d’isoformes de microcystines

L’existence d’isoformes de microcystines a d’abord été attribuée a la faible
spécificité du substrat pouvant se lier au domaine d’adénylation des NRPS synthétisant
les microcystines (d’ou la grande variabilité d’acides aminés en position 2 et 4 des
microcystines, Mikalsen et al., 2003). Seulement, il a depuis été démontré que la
variabilité nucléotidique existant au niveau des geénes mcy était également impliquée

dans la formation d’isoformes de microcystines.

Les recombinaisons génétiques (dé€létions, additions, transpositions) et les
mutations ponctuelles sont la cause de la variabilité génétique existant au sein de
’opéron mcy entre les différentes espéces cyanobactériennes toxinogénes (Tanabe et al.,

2008; Tooming-Klunderud et al., 2008).

Cette variabilité au sein de ’opéron mcy participe aux variations d’isoformes de
microcystines catalysées. D’ailleurs, Mikalsen et al. (2003) ont illustré ce phénomene en
observant les conséquences suite a des événements de recombinaison au niveau des
modules A des domaines mcyB1 et mcyC sur la production de microcystines (Tooming-
Klunderud et al., 2008). Les modules A des domaines mcyB1 et mcyC (Figure 3.1) sont
impliqués dans la reconnaissance et l’activation des acides aminés X et Z de la
microcystine (position 2 et 4 de la microcystine, figure 3.1). Les auteurs ont constaté que
les souches cyanobactériennes dont les génes mcyBl et mcyC étaient mutés
synthétisaient I’isoforme RR de la microcystine au lieu de I’isoforme LR (Mikalsen
etal., 2003; Tooming-Klunderud et al., 2008). Ces résultats soutiennent donc
I’implication de la variabilité génétique comme moteur de la production d’isoformes de

microcystines.
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3.2.3 Evolution temporelle des génes mcy
3.2.3.1 Origine des génes mcy présents chez les cyanobactéries toxinogénes

Les génes codant pour les microcystines synthétases (geénes mcy) ont été déja
détectés au sein de populations appartenant aux genres cyanobactériens Microcystis,
Anabaena, Planktothrix, Hapalosiphon et Nostoc. 1l existe donc au sein de ces genres
des populations possédant les geénes mcy et d’autres ne les possédant pas. Cette
distribution sporadique a été considérée selon deux origines possibles. La premiere
hypothése suggeére que cette répartition irréguliére des génes mcy au sein des populations
cyanobactériennes serait la conséquence de transferts horizontaux récents entre
populations toxinogenes et populations non toxinogenes (Mikalsen et al., 2003;
Dittmann et Bormer, 2005). La seconde hypothése suppose que les genes mcy étaient
présents chez ’ancétre commun a ’ensemble des cyanobactéries. Ainsi, les genes mcy
étaient a ’origine communs a toutes les cyanobactéries et les populations non toxiques
auraient en fait perdu une partie ou I’ensemble des génes mcy, les empéchant par

conséquent de produire des microcystines (Rantala et al., 2004).

On constate de grandes similarités entre les complexes multienzymatiques
catalysant les microcystines des genres Microcystis, Planktothrix et Anabaena
(Dittmann et Boémer, 2005), mais 1’organisation des genes mcy, codant donc pour ces
complexes multienzymatiques, différe significativement entre ces trois mémes genres
(Figure 3.2). On peut citer a titre d’exemple les différences qu’il existe entre la position
des génes codant pour les «tailoring enzyme » (McyF, Mcyl, McyJ) ou celle du
présumé transporteur ABC (mcyH) (Figure 3.2) (Dittmann et Bomer, 2005). De plus,
deux de ces génes codant pour les « tailoring enzyme », McyF et Mcyl, sont absents
chez Planktothrix (Christiansen et al., 2003), et enfin, les origines de transcription au
sein de ’opéron mcy ainsi que 1’ordre des genes mcy ne sont pas conservés entre les
génomes des genres  Microcystis, Planktothrix et Anabaena (Figure 3.2). Selon
Dittmann et Bdmer (2005), ces différences importantes existant dans I’organisation de
ces trois opérons mcy ne soutiennent pas I’idée d’un transfert horizontal récent entre les

trois genres. De plus, aucune donnée n’a pu, jusqu’a présent, prouver I’existence de
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transferts horizontaux entre des genres cyanobactériens toxinogénes (Tooming-

Klunderud et al., 2008; Fewer et al., 2007; Rantala et al., 2004).

A fortiori, il a été¢ démontré que la distribution sporadique de I’opéron mcy au sein
des genres cyanobactériens n’était pas due aux transferts horizontaux entre les genres
cyanobactériens, mais bien a la perte de la capacité a produire des microcystines chez
certaines lignées (Rantala et al., 2004; Christiansen et al., 2008). Le haut niveau
d’analogie en termes de divergences de séquences ADN entre deux geénes conservés
(ADNr16S et rpoCl) et les genes de I’opéron mcy a permis de conclure a une origine
ancienne des génes mcy (Rantala et al., 2004), laissant alors envisager que ces trois
ensembles de génes auraient co-évolué depuis I’apparition des microcystines (Rantala
et al., 2004). Par ailleurs, la similarité de divergence entre les séquences ADN codantes
pour les PKS et NRPS de I’opéron mcy et les génes conservés ADNr16S et rpoC1 atteste
de I’origine ancienne de la collaboration entre les deux systémes de synthétases dans la

catalyse des microcystines (Rantala et al., 2004).

3.2.3.2 Transition naturelle des populations cyanobactériennes vers un état non
toxique

Le fait que certaines populations cyanobactériennes des genres Microcystis,
Planktothrix ou encore Anabaena soient incapables de produire des microcystines
provient donc, d’aprés 1’étude de Rantala et al. (2004), de la perte de I’information

génétique nécessaire a sa synthese (génes mcy).

Une étude réalisée par Christiansen et al. (2008) appuyait cette idée en révélant
que 25 souches cyanobactériennes non productrices de microcystines possédaient un
vestige de génes mcy (sur les 25 souches cyanobactériennes étudiées). Ils en ont déduit
que la délétion de certaines parties des génes mcy aurait causé cette incapacité a produire
des microcystines. Ils ont également observé que ce vestige de génes mcy possédait des
séquences répétées inversées, ainsi que des séquences ayant de fortes similarités avec
des genes codant pour des transposases, proches de la région 3’ du groupe de genes mcy

(Tillett et al., 2000; Moffitt et Neilan, 2004). La compilation de ces observations les ont
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amenés a penser que la perte de la synthése de microcystines était due a une délétion
dans le cluster de la microcystine synthétase, causée initialement par 1’insertion de
transposons (séquences IS, transposition conservative) dans les geénes mcy (Craig, 1984;

Christiansen et al., 2008).

3.2.3.3 Hypothéses des fonctions premiéres des microcystines

Dans cette étude, c’est la toxicité des microcystines envers les hépatocytes qui
nous a intéressés. En effet, les microcystines possédent une affinité pour les protéines
phosphates hépatocytaires 1 et 2A (PPl et PP2A), leur permettant de se fixer
spécifiquement & ces derniéres et de les inactiver. Cependant, au moment ou les
cyanobactéries sont apparues (il y a au moins 2,4 milliards d’années), les hépatocytes
n’existaient pas. Pourtant, les génes mcy ont été conservés par de nombreuses
populations cyanobactériennes et elles continuent de catalyser ces microcystines, bien
que cette synthése soit un processus énergétiquement colteux pour la cellule (Neilan et
al., 2008). De par cette conservation génétique depuis 2,4 milliards d’années, on peut
donc supposer que les microcystines jouent, et depuis leur origine, un rdle essentiel dans
la survie des cyanobactéries. Comme avancé par Neilan et al. (2008), la compréhension
de leur réle original pourrait avoir des retombées importantes dans le domaine de la

gestion de la qualité de I’eau.

Tout d’abord, Young et al. (2005) ont observé que les microcystines étaient
principalement localisées dans les thylacoides et autour des granules de polyphosphates.
Cette association avec les thylacoides, couplée avec le fait que la régulation de la
transcription des microcystines est sensible a I’intensité lumineuse (Kaebernick et al.,
2000), permet d’envisager I’implication des microcystines dans la réalisation de la

photosynthese cellulaire.

Ensuite, un rdle extracellulaire des microcystines est supporté par la similarité de
la séquence mcyH avec les génes codant pour des membres de la famille des

transporteurs ABC (Tillett et al., 2000). McyH permettrait donc 1’exportation des
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microcystines vers le milieu extracellulaire. Un des roles extracellulaires des
microcystines pourrait étre défensif. En effet, selon une hypotheése soutenue par Neilan
et al (2008) dans « The genetics and genomics of cyanobacterial toxicity », les
microcystines pourraient avoir un rdle défensif pour les cyanobactéries les produisant
car ces dernieres les empécheraient d’étre digérées par le zooplancton. Neilan se base sur
une observation réalisée par DeMott (1991) «les cellules cyanobactériennes sont
généralement une source de nourriture pauvre pour le zooplankton et sont souvent
sélectivement évitées au profil d’autres membres du phytoplancton», ce qui pourraient

tre causé par la production de toxines cyanobactériennes.

Une autre fonction extracellulaire des microcystines pourraient étre une fonction
de chélateur a visé nutritive. En effet, les souches productrices de microcystines
possédent un systéme d’acquisition du fer plus efficace que les souches non toxiques
(Utkilen et Gjelme, 1995). Lorsque le milieu dans lequel se développent les
cyanobactéries est appauvri en fer, on observe une augmentation de la transcription des
génes mcy ainsi qu’une augmentation de la production de microcystines (Lukac et
Aegerter, 1993; Sevilla et al., 2008). 1l a finalement été¢ démontré que les microcystines
étaient des chélateurs intracellulaires de Fe®*, et que la transcription des génes codant
pour les microcystines synthétases était possiblement contrélée par un mécanisme de
régulation du fer (la région régulatrice entre mcyA4 et mcyD posséde une affinité pour la
protéine Fur, voir section 3.2.2.1) (Utkilen et Gjglme, 1995; Martin-Luna et al., 2006).
Le role extracellulaire proposé par Tillett et al. (2000) pourraient donc étre en lien avec
les mécanismes d’acquisition du fer (les microcystines pourraient jouer un réle de

chélateur et capturer le fer dans le milieu extra-cellulaire).
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3.3 Identification moléculaire a partir de génes mcy
3.3.1 Principe de I’identification moléculaire
3.3.1.1 Introduction a I’identification moléculaire des bactéries

L’identification moléculaire des bactéries est possible par I’analyse de génes dit
« conservés ». Ces génes présentent 1’avantage d’exister chez I’ensemble des bactéries
car le produit de ces génes est indispensable au fonctionnement fondamental de la
cellule (p. ex. ’ADN polymérase, impliquée dans la réplication du génome ou encore
I’ARN polymérase, impliquée dans la transcription de I’ADN) (Giirtler et Stanisich,
1996; Patel, 2001). Par exemple, le géne de ’ADNr16S, qui code pour I’une des sous-
unités des ribosomes bactériens, ou encore le géne rpoC, qui code pour la sous-unité §
de ’ARN polymérase bactérienne. De par leur fonction irremplagable dans la cellule,
toute mutation survenant dans des régions importantes de ces génes entrainerait la mort
de la cellule, d’ou la non-conservation des mutations « faux-sens » et « non-sens » dans
la lignée cellulaire. Cependant, toutes les régions du géne ne sont pas indispensables. On
observe d’ailleurs dans ces régions une plus grande variabilité dans la conservation de la
séquence génétique. La diversité génétique existant au sein de ces régions variables

permet de différencier les espéces bactériennes les unes des autres.

L’analyse du gene codant pour ’ARNI6S est devenue un standard dans
I’identification moléculaire de familles, de genres ou méme d’espéces bactériennes
(Woese, 1987; Neilan, 2002). Des réactions par PCR (Polymerase chain reaction)
utilisant des amorces dont la séquence est complémentaire & une partie de région
conservée permettent I’amplification de régions variables (situées entre deux régions
conservées). Le séquengage de ces amplifications puis leur comparaison dans des
banques de geénes (p. ex. GenBank, du NCIB) permet d’identifier I’espéce bactérienne

dont elles proviennent.
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3.3.1.2 Identification moléculaire des cyanobactéries

L’identification moléculaire des cyanobactéries nécessite une fois encore le
ciblage de génes conservés, existant cette fois uniquement chez I’ensemble des
cyanobactéries. A titre d’exemple, on peut citer les génes du groupe nif codant pour des
sous-unités de la nitrogénase, une enzyme impliquée dans le cycle de 1’azote (Roeselers
et al.,, 2007), ou encore les génes appartenant a l’opéron cpc codant pour la
phycocyanine, un pigment impliqué dans la photosynthése (Neilan et al., 1995). 1l existe
également des régions de I’ADNrI16S spécifiques aux cyanobactéries : ces régions ont
¢été soumises a des mutations depuis leur séquence d’origine, mais ces mutations sont
portées par ’ensemble des cyanobactéries (elles étaient donc portées par 1’ancétre

commun a I’ensemble des cyanobactéries).

Cependant, notre projet porte sur 1’identification des cyanobactéries toxinogenes.
Caractériser une population cyanobactérienne avec des amorces ciblant ’ADNrI6S
(avec des amorces universelles) ou méme I’ADN¥16S cyanobactérien (avec des amorces
ciblant spécifiquement I’4DNr16S des cyanobactéries) ne nous aurait pas avancés pour
mettre en évidence des populations productrices de microcystines. Etant donné que
I’opéron mcy préexistait chez toutes les cyanobactéries productrices de microcystines,
nous nous sommes basés sur le caractére conservé de ce géne pour utiliser des amorces
ciblant des régions conservées au sein de cet opéron, pour ainsi détecter et identifier

moléculairement les producteurs potentiels de microcystines.

3.3.1.3 Identification moléculaire des cyanobactéries toxinogénes

La présence des génes codant pour les microcystines synthétases (mcy) permet
donc a certaines populations cyanobactériennes de synthétiser comme type de métabolite
secondaire des microcystines (Hotto et al., 2007). De nombreux travaux de
caractérisation des génes mcy ont été effectués. Ils ont abouti au séquengage des genes
mcy chez Microcystis, Anabaena et Planktothrix, les trois principaux producteurs de
microcystines (Dittman et al., 2005). Ces travaux de séquengage ont ensuite permis la

conception d’amorces PCR ciblant ainsi spécifiquement les cyanobactéries productrices
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de microcystines. Des amorces PCR ciblant les génes mcyB (Pan et al., 2002), mcyA
(Hisbergues et al., 2003), mcyE (Rantala et al., 2004; Jungblut et Neilan, 2006) mcyC,
mcyD et mcyG (Ouahid et al., 2005) ont pu étre congues grice a ces travaux de
séquencage. Ces amorces PCR permettent au final 1’identification moléculaire de genres
cyanobactériens toxinogenes, par analyses des amplifications PCR obtenues dans des

banques de génes.

A la suite de la mise au point de ces amorces ciblant les cyanobactéries
productrices de microcystines, différentes études ont été effectuées, permettant alors la
détection et I’identification moléculaire de cyanobactéries productrices de microcystines
dans de nombreux pays: au Portugal (Saker et al., 2005), en Italie (Cappitelli et al.,
2008), en France (Sabard et al., 2010), en Scandinavie (Vaitomaa, et al., 2003), en
Allemagne (Hisbergues et al., 2003), en Pologne (Mankiewicz-Boczek et al., 2006), en
Chine (Xu et al., 2008) et également en Amérique du Nord, notamment dans la région
des Grands Lacs (Dyble et al., 2008; Hotto et al., 2007; Ouellette et al., 2006).
Cependant, aucune étude de ce type n’a encore été faite au Canada, et encore moins au

Québec.

3.3.2 Le gene mcyE: un géne adapté a la détection et a Didentification des
cyanobactéries toxinogénes

Le géne mcyE représente 10464 pb des 55 kpb de I’opéron mcy (chez Microcystis
aeruginosa) et code pour un polypeptide composé d’un domaine NRPS (non et d’un
domaine PKS (Figure 3.3). Ce polypeptide, McyE, est responsable de I’étape finale de la
biosynthese de la fraction Adda de la microcystine, ainsi que de ’activation de I’acide

aminé D-Glu et de son association avec Adda (Neilan, 2008; Tillett et al., 2000).



43

Figure 3.3 : Complexe enzymatique McyE. Les PKS sont schématisés par des cercles
et les NPRS par des rectangles. Domaines abrégés : AT (acyltransferase),
KS (B-ketoacyl synthase), ACP (acyl carrier protein), CM (C-
methyltransferase), AMT (aminotransferase), A (aminoacyl adenylation),
C (condensation) (Tillett et al., 2000).

Ce gene semble étre un choix pertinent pour cibler les cyanobactéries

potentiellement productrices de microcystines :

- La toxicité des microcystines contre les hépatocytes a été imputée a la fraction
Adda combinée avec D-Glu (MacKintosh et al., 1990; Nishiwaki-Matsushima
et al, 1991; Bourne et al., 1996; Campos et Vasconcelos, 2010). Or, McyE
participe a la synthése de la fraction Adda et associe D-Glu a la structure de la
microcystine (Rantala et al., 2006). Le géne mcyE a donc un role central dans

la toxicité de la microcystine.

- Ensuite, une étude comparant la détection de 1’opéron mcy par amplification
PCR de séquences ADN dans les génes mcyA, mcyB, mcyD et mcyE avec le
dosage par HPLC de microcystines produites révélait que mcyE était le
meilleur marqueur moléculaire pour déterminer la présence de cyanobactéries
potentiellement productrices de microcystines (Mankiewicz-Boczek et al,
2006). On peut supposer que ce meilleur résultat est du a une conservation plus
fidele des séquences génétiques de mcyvE comparée a celles de mcyA4, mcyB et
mcyD au sein des genres cyanobactériens, d’ou une meilleure hybridation des

amorces PCR sur le géne mcyE.

Des amorces ciblant ce géne ont déja été¢ modélisées par les équipes de Rantala et
al. (2004) et de Jungblut et Neilan (2006). Les amorces HEPF/HEPR ciblent une
séquence de 472 pb codant le domaine AMT de mcyE (Jungblut et Neilan, 2006)
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(Annexe, page 90). Quant aux amorces mcyE-F2/mcyE-R4, elles ciblent une séquence
de 812 pb codant en partie pour le domaine (A) de la NRPS du géne mcyE (Rantala et
al., 2004) (Annexe, page 90).

3.4 Détection et identification moléculaire des cyanobactéries productrices de
microcystines dans les lacs du Québec

Aujourd’hui, la détection des cyanobactéries productrices de microcystines au
Québec est uniquement faite par microscopie et par dosage HPLC de trois isoformes de
microcystines. Nous proposons d’identifier plus rapidement et de fagon plus compléte
ces cyanobactéries par 1’analyse de leur génome. Cette identification génomique nous
apparait d’autant plus importante puisque au sein d’une espéce cyanobactérienne, il
existe des populations productrices de microcystines et d’autres non productrices. Donc
une identification microscopique ne suffit donc pas a elle seule a définir le potentiel
toxinogéne d’une population cyanobactérienne (Rouhiainen et al., 2004). Plus
spécifiquement, nous proposons une identification moléculaire des cyanobactéries
productrices de microcystines, basée sur le ciblage de geénes conservés et existant

uniquement chez celles-ci.

Nous faisons I’hypothése qu’une analyse basée premiérement sur une détection
PCR du géne mcyE et deuxiémement sur une identification moléculaire par séquengage
des amplifications PCR validée par la détection de marqueurs RFLP dans le gene mcyE
serait plus efficace pour la détection et I’identification de cyanobactéries productrices de
de microcystines qu’un dosage par HPLC de quelques isoformes de microcystines et

qu’une observation microscopique des espeéces présentes dans 1’échantillon.

Dans notre premier objectif, nous cherchons a détecter moléculairement les
cyanobactéries productrices de microcystines. Cet objectif comprend les études de
détection moléculaire par PCR du géne mcyE, validés par le dosage de trois isoformes de
microcystines par HPLC-MS. Ces réactions PCR ont été faites a partir de I’ADN extrait
des échantillons d’eau de lacs fournis par le MDDEP et grace aux amorces PCR ciblant

le géne mcyE. Le dosage de trois isoformes de microcystines par HPLC-MS est effectué
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par les laboratoires du CEAEQ. Ce dosage des microcystines (comprenant les isoformes
-LR, -RR et -YR) confirmant les résultats PCR est réalisé par chromatographie en phase
liquide, couplé a une spectrométrie de masse (HPLC-MS). Les limites de cette détection

varient entre 0,002 ng/l a 0,004 ng/l, selon les microcystines.

Notre second objectif vise a identifier les producteurs de microcystines. Il
comprend une analyse « in silico » de marqueurs RFLP et une étude « in vitro » visant a
valider les observations microscopiques des échantillons d’eau par la détection des
RFLP dans I’ADN double digéré avec EcoRI et Bsgl. Les observations microscopiques
sont effectuées par les laboratoires du CEAEQ. Le dénombrement et 1’identification des
espéces cyanobactériennes est réalis€ gradce a un microscope inversé. Les principaux
ouvrages utilisés pour I’identification des cyanobactéries sont Komareck et Anagnostidis
(1998, 2005) et Wehr (2003). Notre identification moléculaire basée sur I’étude des
marqueurs RFLP est complétée par le séquengage et I’identification par BLAST (NCBI)
de la séquence mcyE amplifiée et par une analyse phylogénétique a ’aide de séquences

ADN obtenues a partir de celles répertoriées dans la banque de donnée GenBank.

Dans son ensemble, notre étude moléculaire vise donc a compléter les méthodes
d’analyses déja existantes au Québec. Jusqu’a présent, le CEAEQ (Centre d’Expertise en
Analyse Environnementale du Québec) du MDDEP (ministére du Développement
durable, de I’Environnement et des Parcs) contrdle la production de microcystines en
effectuant des dosages par HPLC-MS de trois isoformes des microcystines : la MCYST-
LR, MCYST-RR et la MCYST-YR. Seulement, il a répertorié a ce jour 80 isoformes de
microcystines (Hotto et al., 2007), donc ce test ne permet pas de détecter toutes les
microcystines possiblement produites par les cyanobactéries. De plus, dans le cas ot une
population cyanobactérienne capable de produire 'une des trois isoformes de
microcystines dosée serait présente dans le lac, le dosage des microcystines peut étre
négatif puisque leur production n’est pas constitutive (mais dépendante de certains
facteurs environnementaux). Par conséquent, un résultat de dosage par HPLC négatif ne
signifie pas forcément que le lac est sans risque, puisque si les conditions le permettent,

la production et la reldiche de microcystines peuvent avoir lieu quelques jours plus tard.
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Par ailleurs, ce dosage est un contrdle post-synthése de microcystines, il ne permet donc

pas d’anticiper leur production future.

Le projet que nous présentons ici vise a répondre & la question: « Serait-il
justement possible de mettre au point une méthode permettant d’anticiper la production
de microcystines dans les lacs du Québec? ». Il a été démontré que la présence de génes
mcy était indispensable a la production de microcystines (Mankiewicz-Boczek et al.,
2006). De plus, la catalyse de différentes isoformes de microcystines est une
conséquence de la variation génétique qui existe au sein de I’opéron de la microcystine
synthétase (Mikalsen et al., 2003). Par conséquent, une détection de ces génes a partir
d’eau de lacs du Québec informerait quant au potentiel de production des microcystines
par les populations cyanobactériennes présentes, et ce, quel que soit le type de

microcystines catalysées.

Ces travaux seront développés dans le Chapitre 4 : Detection and identification of

microcystin-producing cyanobacteria in quebec’s lakes by mcyE gene PCR.
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4.1 Summary and List of Abbreviations

Cyanobacteria are widely distributed in nature and freshwater cyanobacterial
blooms occurrences are now a frequent worldwide phenomenon. Some bloom-forming
species are capable of producing biologically active secondary metabolites such as
cyanotoxins, from which microcystins (MCYST) are predominant, and are highly toxic
to many eukaryotic organisms. Thus, release of cyanotoxins into different water supplies
has major implications for public health. In order to determine if PCR analysis could be
a sensitive and rapid technique to detect MCYST-producing cyanobacteria in freshwater
samples and identify the MCYST-producer bacterial genus, we studied 25 water samples

from Québec lakes previously recognized to be positive for microcystins.

PCR amplifications were performed using universal primers targeting the
mcyE gene to generate 809-bp or 812-pb amplicons, depending of the cyanobacterial
genus targeted. Amplicons from each samples were cloned in a plasmid and up to 10
recombinant plasmids for each sample were sequenced. Nucleotide data were analysed
using Blast programs (NCBI). Computer analysis showed that 2 out of 3 commonly
encountered MCYST-producing cyanobacterial genera (15/17, Microcystis sp ., and 2/17
Planktothrix sp.) were responsible for the MCYST detected previously by HPLC;
Anabaena MCYST producers were not detected in amongst the samples. PCR products
RFLP-analysis using EcoRV and Bsgl confirmed the same MCYST producers.
Molecular genus identification was thus congruent with identification performed by

microscopic cellular morphology.

Overall, the results showed that molecular data originating from a sample of
problematic Québec lakes revealed that the production of MCYST is mainly caused by
the genus Microcystis and to a lesser extent Planktothrix. Finally, mcyE-based PCR
detection and identification proved to be a rapid and reliable method to identify

cyanobacterial MC producers.
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°C Celsius degrees (°C)

uM Micromoles by litre (uM)
ug Microgrammes (ug)

mL Millilitre (mL)

pL Microlitre (uL)

MCYST microcystin
LR, YR, RR respectively, Leucin-Arginin, Tyrosin-Arginin, Arginin-Arginin
Tm Melting temperature

Bp Base pair

4.2 Introduction

Each year, the « Ministére du Développement Durable, de I’Environnement et des
Parcs » of Québec (MDDEP, Ministry of Sustainable Development, Environment and
Parks of Quebec) monitors various lakes for the presence of toxigenic cyanobacteria and
particularly direct presence of microcystins. Microcystins (or hepatotoxin) can
contaminate drinking water (Robert et al., 2005) and accumulate crops via irrigation
water (Mohamed et al, 2009), and then be stored in the liver of some vertebrates
consumed by humans, fishes, ducks and other birds (Chen et al., 2009). Finally,
microcystins, by their strong hepatotoxicity, can be mortal toxins for animals

(Oberholster et al, 2009) and for humans (Carmichael et al, 2001).

The routine inspections carried out by the MDDEP (microscopic observations and
microcystins determinations by HPLC) are not useful to act upstream of the
microcystins production, primarily because microsystins synthesis is not constitutive but
regulated, depending on several environmental factors (light intensity, pH, concentration
of nitrogen, phosphorus and metals) (Rantala et al., 2006; Pearson et al., 2008). In
addition, microscopic identification of toxigenic cyanobacterial species is not feasible
(Kurmayer et al., 2003; Rantala et al., 2006; Foulds et al., 2002; Dyble et al., 2008). In
that situation, molecular detection and identification of a sutable gene-target could be

useful to counter time-line imperatives.
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The microcystins are catalysed by large multienzymatic complexes composed by
polyketide and peptide synthetases: the microcystins synthetases (Dittman et al., 1997).
These synthetases are encoded by the mcy genes cluster (mcyA-D, mcyE and mcyG)
(Tillett et al., 2000). The mcy genes have been identified and sequenced from
Microcystis (Tillett et al.,, 2000), Anabaena (Rouhiainen et al., 2004) and the
Planktothrix genera (Christiansen et al. 2003). These studies lead to the modelling of
various PCR primers (Rantala et al. 2004; Jungblut and Neilan, 2006). Among the
numerous genes implicated in the microcystins synthesis, the mcyE gene, encoding
synthetases catalyzing the amino acids responsible for the microcystins toxicity (Rantala
et al., 2008), is a key gene to allow microcystins production (Boczek-Mankiewicz et al.,
2006). Thus, we focussed on the mcyE gene as a key molecular marker to extrapolate

microcystins detection.

To improve the water quality control of Quebec lakes, we developed a
methodology to detect and identify potential cyanobacterial microcystins producers.
This technique could allow faster alert-information about the risk of microcystins
production associated to a cyanobacterial bloom. Sequencing the mcyE amplicons and
bioinformatics analysis sequence comparisons allowed the microcystins-producer
identification to the species level. In routine laboratory analysis, microscopic
observations of water samples generally identifies mix of commonly encountered
cyanobacterial genera, e.g. Microcystis, Planktothrix and Anabaena (Robert et al.,

2008), but without being able to precisely pinpoint the toxin producer.

To resolve the latter problem, we also studied the polymorphism in the DNA
amplicons generated from total DNA extracted from cyanobacterial toxic blooms.
Observation of specific nucleotide changes within the mcyE fragment sequence between
Microcystis, Planktothrix and Anabaena genera resulted in defining a RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism)-PCR protocol. By restricting mcyE PCR amplicons
with a combination of EcoRV and Bsgl restriction enzymes, we propose a fast and
effective technique to identify the microcystins producers within a mix of various

cyanobacterial species.
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4.3 Materials and methods

Environmental samples: The samples were collected from 14 lakes located in
7 different regions of the Province of Québec (Montérégie, Saguenay, Abitibi-
Témiscamingue, Chaudiéres-Appalaches, Estrie, Lanaudiére and Outaouais). 500mL
samples were collected during the summer of 2008 and 2009, as described by the
MDDEP (Robert et al., 2008) and stored at 4°C until testing.

Microscopic observations: Enumeration and identification of cyanobacteria were
performed by inversed microscopy (Nikon Eclipse), as already described (Utermdohl et
al., 1958).

Microcystins analysis: The extracellular toxins were extracted by filtering 100 mL
of sample in a octadecyl (C18) column, then eluted from the filter with a methanol + 1%
CF3;CO,H (trifluoroacetic acid) solution. The eluate was evaporated to dryness under
argon atmosphere and then resuspended in 1 mL of solution. MCYST-LR, MCYST-YR,
MCYST-RR were separated on a C18 liquid chromatography column by HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) coupled with mass spectrometry (HPLC-MS)
(Table 2). The detection limit was 0,02 ug/L for the MC-LR, 0,1 pg/L for MC-RR and
0,01 pg/L for MCYST-RR.

DNA extraction: One to 5 mL of each sample was centrifugated (15 000g for
1 min) to form a pellet, which was resuspended in S0uL of sterile nanopure water. DNA
of the cellular pellet was extracted using PowerSoil™ DNA isolation kit (MO-BIO)
following manufacturer’s instructions. Purified DNAs were conserved at -20°C until

used for molecular studies.

PCR analysis: To confirm the quality of the extracted cyanobacterial DNA , each
DNA sample was tested by PCR amplification using specific 16S cyanobacterial
primers, 27F1 and 809R (Table 1). Positive amplification showed the quality of
extracted DNA which were then tested using the mcyE gene primers mcyE-F2 and

mcyE-R4 primers pair (Table 1). PCR reactions were performed in a final volume of
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50uL, containing 0,025 U/uL of Taq DNA polymerase, 1X Thermopol Buffer, 0,3 uM
of both primers, 200 pM of ANTPs (Deoxynucleotide solution mix), and 50 ng of DNA
template (usually 1 uL). Reagents were from New England Biolabs.

Table 4.1
Primers pair targeting the cyanobacterial 16SrDNA gene and the mcyE gene

m Ampilification
Target Primer Name Séquence 5' - 3' Tm . reference
size
27F1
cyanobactenal (forward) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 550 782 bp? T.P. Salmon, B.A.
16SrDNA 809R P Neilan,

(reverse) GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA unpublished
mcyE-F2
(forward) GAAATTTGTGTAGAAGGTGC

mcyE 56°C 810 bp
mcyE-R4
(reverse) AATTCTAAAGCCCAAAGA A. Rantala, 2004

UTm: melting temperature

@ bp: base pair

The amplifications were performed using a PTC-100 thermocycler (MJ Research)
with the following protocol: initial denaturation at 94°C for 5 minutes, followed by 25
cycles (with 27F1/809R primers pair) or 40 cycles (with mcyE-F2/mcyE-R4 primers
pair) at 94°C for 30 seconds, 55°C (with 27F1/809R primers pair) or 56°C (with
mcyE-F2/mcyE-R4 primers pair) for 30 seconds and finally at 72°C for 1 minute. A
final elongation has been added at 72°C for 10 minutes. An aliquot of 5 ul of each PCR
products was submit to electrophoris in a 0,8% LE-agarose with 2% Sybr®Safe

(Invitrogen). Results (presence of amplicons) were visualized under UV light.

Clone library generation: mcyE PCR amplicons were purified with MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen), following manufacturer’s instructions. Purified amplicons
were cloned using the pGEM®-T Vector System (Promega corp.). Ligated molecules
were introduced into E.coli strain NEBSa (NEB) via electroporation as described in the

E. coli Pulser manual (Bio-Rad). Transformed bacterial cells were plated on LB-agar
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containing ampicillin at 100ug/ml and incubate at 37°C for 16 hours. Up to 25 colonies
were randomly selected and purified on the same medium and conditions. Presence of
the insert was first verified by cracking (Sambrook et al., 1982). Recombinant plasmids
(appropriate size insert-positive) for sequencing were extracted and purified with the

Qiaprep”® Spin Miniprep kit (Qiagen).

Sequenging and bio-informatics: Sequencing was performed by the Biomolecular
Analysis Platform of Laval University (Quebec City, Canada) using the T7 promoter
primer (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). Resulting DNA sequences were
corrected with FinchTV software (version 1.4.0, Geopiza Inc.) and analysed by BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) in the GenBank database (NCBI).

Phylogenetic analysis: Corrected mcyE sequences were aligned with the MEGA
(V.4.0) software. In order to establish a representative phylogeny of the toxinogenic
cyanobacteria group, 29 reference mcyE sequences of the genera Microcystis, Anabaena
and Plankthotrix were selected in the GenBank database (NCBI). Phylogeny analysis of
aligned mcyE sequences was done with the MEGA (V.4.0) software (Tamura et al.
2007). A Neighbor Joining Tree, based on the maximum composite likelithood method
(Tanabe et al., 2009; Tooming-Klunderud et al., 2008) was constructed. This tree model
was selected in order to evaluate the evolutives distances between the mcyE sequences
of the alignment (Tanabe et al., 2009; Tooming-Klunderud et al., 2008). The bootstrap

test (1000 rebuilds) was used in order to evaluate the statistical reliability of tree nodes.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis: The restriction
endonucleases selection was based on in silico analysis of the mcyE-F2/mcyE-R4 DNA
amplicon sequence of Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AF183408.1), Planktothrix
agardhii NIVA- CYA 126 8 (AJ441056.1) and Anabaena sp. 90 (AJ536156.1) species
using NEBcutter (V2.0) software (NEB). This restriction endonucleases selection was
confirmed by the alignment of 29 mcyE sequences belonging to Microcystis, Anabaena

and Planktothrix genera (Mega software, V4.0). Finally, the purified PCR products
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digestion was performed using enzymes EcoRV and Bsgl (NEB). Restricted fragments

were migrated and visualized on 1.5% agarose gel.

4.4  Results
4.4.1 Detection of potentially microcystins producer cyanobacteria

Microcystins dosage: the dosage of 3 microcystin isoforms (MCYST-LR,
MCYST-RR et MCYST-YR) was performed by HPLC-MS (Table 4.2). In all sample,
microcystins production was very heterogeneous. However, the microcystins
concentration in Q39 and in Q915 was very high (254 and 158 pg/L), while the average
microcystins concentration in other samples was 10,5 ng/L. The most toxic microcystin,
MCYST-LR (Funari and Testai, 2008; Jaiswal et al., 2008) was the most commonly
found: it was detected in 73% of the HPLC-MS positive microcystins samples, while
MCYST-YR and MCYST-RR was respectively detected in 20% and 26% of the positive
microcystins samples. The Q35, Q50, Q76 and Q21 samples dosage were (Table 4.2).
Consequently, there are no microcystin in these samples, or presence at sub-detection
levels. MYCST-LR concentrations of 64% of the samples were higher than the toxicity
threshold of MCYST-LR established by Health Canada (1,5 pg/L).

mcyE gene detection by PCR: Microcystins producers detection was validated by a
PCR amplification of a 810 bp fragmant in the mcyE gene. Results of the PCR
amplifications were compared with the dosage results of the 3 microcystin isoforms
(Table 4.2). The PCR results were positive for all the samples where the microcystins
were detected (Table 4.2). For the samples where the microcystins dosages were
negative (Q35, Q50, Q76, Q21), we observed 2 types of results. For Q76 and Q21, PCR

results were negative, but for Q35 and Q50, PCR results were positive (Table 4.2).

In order to prove the effectiveness of PCR detection of toxigenic cyanobacteria,
the mcyE-F2/mcyE-R4 PCR amplifications were sequenced. The samples contained
possibly several toxic species. We therefore created a mcyF clone library before the

sequencing step as 2 mcyE clones from each sample-library were sequenced.
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Phylogenetic analysis of mcyE amplifications sequengages results: Experiments
aim to verify the relevance of the mcyE gene for the molecular identification of
microcystins producers cyanobacteria. The 34 corrected sequencing results and 29 mcyE
sequences of Microcystis, Anabaena and Planktothrix genera (Table 4.3) from Genbank
database (NCBI) were aligned and placed in a Neighbor-joining phylogenetic tree
(Figure 4.1). This tree allowed distinguishing the Microcystis, Anabaena and
Planktothrix genera. Indeed, the mcyE sequences of each genus clustered without
uncertainties in the tree, since the bootstrap test result for each first-junction is 100. This
result showed that the 1000 trees generated by the software have all a first triple-branch

separating the species of Microcystis, Planktothrix and Anabaena genera (Figure 4.1).

Molecular identification of microcystins producers: For each samples, sequencing
results of the two mcyE clones was always the same. So, one of them was displayed in
the table 4.3. The Microcystis aeruginosa genus was identified in 88% of positives
samples targeting mcyE gene (Table 4.2). The Planktothrix genus was identified in 12%
of mcyE gene positives samples. Finally, the Anabaena genus was never identified as a
microcystins producer. The BLAST analysis of mcyE clones from Q911, Q89, Q101 and
Q32 samples have identified the Microcystis genus, but this genus was never observed

by microscopy in these samples (Table 4.2).

4.4.2 Identification of microcystin producers community among the genera
Microcystis, Anabaena and Planktothrix

Study in silico, RFLP analysis validation by EcoRV and Bsgl: Microcystins
producers identification is based on the DNA sequence polymorphism bounded by the
mcyE-F2/mcyE- R4 primers, of the Microcystis, Anabaena and Planktothrix genera. The
restriction cards of mcyE-F2/mcyE-R4 DNA sequences from Microcystis aeruginosa
PCC 7806 (AF183408.1), Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126 8 (AJ441056.1) and
Anabaena sp.90 (AJ536156.1) species was performed with the NEBcutter (V2.0)
software (data not shown). The restriction cards comparison has determined that the
most appropriate restriction endonucleases to achieving the discrimination of toxigenics

genera was Bsgl. Only Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126 8 (AJ441056.1)
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restriction site for Bsgl was located too close to the 3 'end of the DNA sequence
targeted. Therefore, the distinction between a digested Planktothrix mcyE sequence and
an another undigested would have been difficult to establish. So the EcoRV restriction

endonuclease has been added to efficiently discriminate the Planktothrix genus.

Before testing EcoRV and Bsgl on mcyE-F2/mcyE-R4 PCR amplicons made from
environmental samples DNA extractions, we verified the presence of the restriction
endonuclease sites for EcoRV and Bsgl on mcyE gene sequences from 29 species
belonging to the Microcystis, Anabaena and Planktothrix genera (Table 4.3) by in silico
analysis. This mcyE-F2/mcyE-R4 sequence alignments were first demonstrated a 3 bp
difference in the sequence between the genus Microcystis (812 bp) and those of the
Anabaena and Planktothrix genera (809 bp) (Table 4.3). This difference is reflected by
the absence of an amino acid in the mcyE structure synthetised by the Anabaena and
Plankthotrix genera. Further studies are needed to determine whether this amino acid
absence change or not the secondary structure of the catalyzed microcystin fraction
(mcyE) or the microcystin affinity for hepatocytal phosphatase proteins. Then, these
alignments confirmed the presence of the CTGCAC restriction site of Bsgl at position
436 in the mcyE-F2/mcyE-R4 sequence for all the tested species belonging the
Microcystis genus and at the position 491 for all the tested species belonging the
Anabaena genus (Table 4.3). The second restriction site recognized by Bsgl, GTGCAG,
was present at position 17 of the mcyE sequences for all the tested species belonging
Planktothrix and Anabaena genera. The GATATC restriction site of ECoRV was present
at position 267 in the mcyE sequence for all tested species of the Planktothrix genus
(Table 4.3). From the mcyE gene sequences alignment and endonuclease sites analysis
of Bsgl and EcoRV, we deduced the theoretical restriction profiles of mcyE-F2/mcyE-
R4 sequences for the Microcystis, Planktothrix and Anabaena genera (Figure 4.2) by

EcoRV and Bsgl enymatic digestion.

Study in vitro, mcyE gene RFLP analysis amplified by PCR from environmental
samples DNA extracted: Having validated the RFLP analysis reliability by in silico

studies, we tested in vitro with the DNA extracted from Quebec lakes water samples and
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amplified by PCR. The microscopic observations of analysed samples have led to the
Microcystis genus identification in 87% of samples, in the Planktothrix identification
genus in 13% of samples and finally in the 4nabaena genus identification in 53% of
samples (Table 4.4). These three genera are known to be the microcystins producers the
most common and important in the world (Hotto et al., 2007). In each sample, where the
presence of microcystins was confirmed by assay, we analyzed by RFLP what was the
composition of toxigenic cyanobacterial communities. Firstly, the results show that the
experimental restriction profiles (Figure 4.3) correspond to the theoretical restriction
patterns (Figure 4.2), confirming the in silico analysis reliability. After analyzing the
experimental restriction patterns, we find that in 93% of samples, a single cyanobacterial
genus per sample was the producer of microcystins: Microcystis or Planktothrix. The
microcystins production is due to the Microcystis genus in 87% of samples, and
Planktothrix genus in 13% of samples. (Figure 4.3, Table 4.4). However, in Q82 sample,
RFLP can highlight both Microcystis and Planktothrix genera. On the other side, the
Anabaena genus, although present in 53% of samples, has never been identified as

microcystin potential producer.

4.5 Discussion

The main objective of the present work was to improve the diagnostic (detection
and identification) of cyanobacterial microcystins producers in Quebec’s lakes. Our
results showed that the detection of microcystins producers by mcyE gene PCR

amplification was effective and that the main producer was Microcystis aeruginosa.

4.5.1 Detection of toxinogenic cyanobacteria (microcystins producers)

The mcyE-F2/mcyE-R4 primers have been used to detect toxigenic cyanobacteria
from Finland and Poland environmental samples (Rantala et al., 2006; Mankiewicz-
Boczek et al., 2006). In a study comparing the mcy4, mcyB, mcyD et mcyE genes,
Mankiewicz-Boczek et al. (2006) demonstrated that the mcyE gene was the most

sensitive gene to detect cyanobacterial microcystin producers. Nevertheless, PCR results
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between two distant populations can differ and be caused by punctual mutations in the
primers sequences. However, our results showed the effectiveness of the primer pair to

detect microcystins producers from Quebec’s lakes. No false negative was observed

with the PCR-assay (Table 4.2).

On the other hand, the comparative study between HPLC toxins detection and
mcyE gene PCR detection revealed 2 false positive samples, Q35 and Q50. Those
samples were positive for mcyE PCR amplification while direct microcystins detection
showed absence of the toxins. Some hypothesis has been proposed to explain such
results. Tillett et al. (2001) suggested that a mutation in the mcy cluster could be
responsible for the absence of microcystins production. The most likely evolutionary
mechanism explaining the loss of capacity to synthetize the microcystins is a deletion in
the mcy cluster and can be caused via the insertion of mobile elements (IS sequences)
(Christiansen et al., 2008; Kurmayer et al., 2004). Though, a mcyE gene containing a
deletion could still produced a PCR amplicon while ceasing the production of toxins. A
second explanation relies on the fact that only 3 isoforms of microcystins were assayed
(MCYST-LR, MCYST-RR et MCSYT-YR), while in fact there exist 80 different
isoforms of microcystins (Hotto et al. 2007). Considerating the latter information,
microcystins potentially synthesized by the cyanobacterial population in the Q35 and
Q50 samples could be different from the 3 dosed microcystins. Another possibility relies
on gene regulation, as microcystins synthesis depends on the mcy genes expression. This
regulation is dependant of environmental factors (Kotak et al., 2000; Sivonen et al.,
1990). Influence of temperature, pH, light intensity, as nitrogen, phosphorus and iron
concentrations on modulation of microcystin synthesis were already described (Martin-
Luna et al., 2006; Kotac et al., 2000). For the Q35 and Q50 samples, the microcystins
synthesis could have been inhibited or low-regulated by environmental conditions,

impairing detection.
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4.5.2 Identification of toxins producers

Phylogenetic analysis of mcyE sequences (Figure 4.1) were made to confirm the
molecular identification of toxigenic cyanobacteria based one the mcyE gene. The
bootstrap result for the first triple-branch of the tree and the high score of identification
by BLAST analysis (Table 4.2) suggested that the amplified sequence of mcyE gene
allowed the molecular detection. Otherwise, the identified Microcystis and Planktothrix
genera are some of the most commonly found microcystins producers of the world
(Hotto et al., 2007). Furthermore, studies of demonstrated that the mcy cluster and the
165rDNA gene have a high degree of congruence and the same level of divergence.
They also deduced that the microcystin synthetase genes were present in the last
common ancestor of a large number of cyanobacteria. Our results supports the work of
Rantala et al. (2004) that showed that the molecular identification of toxigenic

cyanobacteria from mcyE gene amplification is effective.

The Microcystis genus have been identified as the main microcystins producer in
freshwater ponds (ponds, lakes) worldwide (Rantala et al., 2006; Hotto et al., 2007).
Results of our BLAST analysis confirmed this information, as they showed that the
Microcystis aeruginosa specie was the main microcystins producer in the Quebec’s

lakes (for the analysed lakes) (Table 4.2).

As observed by Saker et al. (2008), some genera could be molecularly identified as
microcystins producer without being observed by microscopy. In our study, the
Microcystis genus has been identified as a microcystins producer in the Q911, Q101,
Q89 and Q32 samples, but Microcystis cells haven’t been observed in these samples
(Table 4.2). The higher sensibility with the molecular identification compared to the
microscopical identification explains the observed differences (Saker et al., 2008). The
lowest abundance class for the microscopy detection was 200 to 500 cells/mL, while
10 cells/mL can be sufficient for PCR detection (Baker et al. 2002). Also, microscopical
observation of the Q911 sample showed only Aphanizomenon genus cell with a positive
HPLC microcystins dosage. Nevertheless, Aphanizomenon 1is not a microcystins

producer (Funari et al. 2008; Neilan et al., 2008; Sivonen et al. 2008). A microcystins
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producer was present in the Q911 sample but was not detected by microscopy. Another
hypothesis to explain this positive result by PCR detection is the extracellular genomic
DNA presence from cells normal lysis (Saker et al. 2008) not degenerated by DNAses
and possibly amplified by PCR.

4.5.3 Identification of cyanobacterial community in Quebec lakes

Hisbergues et al. (2003) conducted an RFLP analysis from mcy4 gene PCR
amplicons and they have demonstrated the presence of toxigenic populations belonging
to the Microcystis and Planktothrix genera. It was already showed that the mcyE gene
was a toxigenic cyanobacteria detection marker more sensitive and more reliable than
mcyA (Mankiewicz-Boczek et al., 2006). We report here the first study based on analysis
of a DNA sequence polymorphism bounded by the mcyE-F2/mcyE-R4 primers. mcyE
primers hybridization allowed the amplification of a 809 base pairs (bp) fragment from
the genome of Anabaena and Planktothrix and 812 bp from Microcystis genus. From
these PCR products, we identified which of latter toxigenic cyanobacterial genera could
be the main microcystins producers in Quebec’s lakes. So once the presence of
potentially microcystins producers cyanobacteria confirmed by PCR, their molecular

identification will be done in a single enzymatic reaction.

Because we sought to analyze the cyanobacterial communities composition
producing microcystins, water samples from lakes selected for this study were all
positive for microcystin-LR,-RR or -YR (HPLC assays, data not shown). Therefore, the
cyanobacterial community of these samples included at least one major microcystins
producer. The restriction profiles (Figure 4.3) showed that the cyanobacteria populations
responsible for microcystins production in Quebec’s lakes belong to the Microcystis or
Planktothrix genera. The Anabaena genus, although observed in 53% of samples
(Table 4.4), has never been identified by RFLP. Since the mcyE-F2/mcyE-R4 primers is
able to detect the mcyE gene of the Anabaena genus (Rantala et al., 2004), even when
the cell concentration of Anabaena populations is very low in the environmental sample
(Mankiewicz-Boczek et al., 2006), presence of Anabaena would have been detected by

RFLP analysis if ever present in the sample. To our knowledge, this is the first report on
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mcy genes molecular analysis that was made in Quebec; however, some studies were
held elsewere in Canada (in the Great Lakes region; Hotto et al. 2007, for Lake Ontario
and Dyble et al. 2008, for Lake Erie and Lake Huron). Also, the Anabaena genus was
not identified as a microcystins potential producer, unlike Microcystis and Planktothrix

genera.

In conclusion, the molecular detection by mcyE gene PCR allowed the estimation
of microcystins production potential, this production being dependant of the
environmental conditions, which was not evaluated in the present work. The molecular
detection of microcystins producers would focus on the microcystins dosage in the
Quebec’s lakes (HPLC): the water from lakes where mcyE gene PCR testing would be
negative could not be positive for HPLC assays. Moreover, in Quebec, microcystins
production is largely due to the mcy genes expression of Microcystis genus, and very
few from the Planktothrix genus. We have adapted a molecular tool to analyze toxigenic
cyanobacterial communities by RFLP analysis of a mcyE gene sequences. Thereafter,
additional sampling could be required to complete toxigenic cyanobacterial communities
analysis of Quebec lake’s. Finally, this analysis would lead to a better monitoring of the

microcystins producers in Quebec’s lakes.
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Microscopical observation and comparison between the concentrations of three

microcystin isoforms versus the molecular identification based on sequencing

BLAST analysis of the mcyE clones
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Table 4.3

In silico study. Restriction sites and their position on the DNA sequence limited by
the mcyE-F2/mcyE-R4 primers (The mcyE-F2/mcyE-R4 DNA sequences obtained
via the GenBank database (NCBI) and aligned using MEGA V4.0 software).

Vers Festriction
Cyanchectesiel sirein (G e‘“ﬂ;‘;?k amplicon Restriction sites of B sgl sites of
siTe (bp) EcoRV
NCBD
CTGCAC GTGCAG  GATATC
Microcysfis agruginosa KB EF426300.2 &12 v (426)
Microcystis aeruginesa 973 DQ297455.1 812 ¥ (436)
Microcystis acruginosa 972 DQ291139.1 812 v (426)
Microcystis sp. 93 AV172537.1 812 v (436)
Microcysfis sp. 205 AY172517.1 812 ¥ (436)
Microcystis sp. GL2607325 AY172531.1 812 V (436)
Microcysfis sp. JZANCTA2S &Y 1725341 812 ¥ (436)
Microcysfis acrugincsa ABD32549 2 812 v (426)
Microcysfis aerugincsa NIES-842 APO0O9552 &12 V¥ (436)
Microcysfis aeruginesa PCC 7306 AF183408 312 V (436)
Microcystis aeruginosa PCC 7941 AY172536 312 V (436)
Microcystis sp. CYNIO FJ393327 1 812  (436)
Microcystis sp. CYNOS FI393328.1 212  (436)
Microcysfis viridis NIES 102 EU151892.1 812 y (436)
Flanitothrix agardhii £1441056.1 209 VT ¥ (267)
Planktothrix agardhii AY172554.1 09 YT +{ (267)
Flanidothrix agardhii AV172553. &09 VAT V¥ (267)
Pianktothrix agardhi 213 EU151891.1 209 V7  (267)
Planidothrix rubescens AM990462 1 809 Van V (267)
Piaaigothrix sp. 97 AY172552.1 09 Yam v (267)
Planktothrix sp. 213 AY172555.1 809 V17 v (267)
Anabaena sp. 299R AY172550.1 209 YICD) ¥am
Angbasgna sp. 664 AY172543.1 209 V(491 YT
Avabaera sp 1886 EU151887.1 309 ¥ (491) ')
Anabaera lemmermaaii 664 EU151888.1 809 {(491) Y7
Anabaena lemmermarsni 202A2/4] AY172546.1 809 V(491 Yan
Angbaena sp. 20241 AV172545.1 09 V(1) Van
Angbagra sp 90 AY212249.1 809 V(1) Y1
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Table 4.4

Cyanobacterial genera observed by microscopy versus cyanobacterial genera
identified by RFLP analysis of mcyE-F2/mcyE-R4 PCR amplicons
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Figures

Figure 4.1: Phylogenetic tree type Neighbor-

Joining showing the relationship
between the three microcystins
producers: Microcystis, Anabaena
and Plankthotrix genera. Based on
partial sequences mcyE (809-
812pb) amplified from water
sample from Quebec lakes and
mcyE partial sequences from the
GenBank database (29 references
mcyE sequences of Microcystis,
Planktothrix and  Anabaena
obtained via the GenBank
database (NCBI)). Tree generated
with the program Mega 4.0. The
scale measures the number of
substitutions per site.
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Figure 4.2: Theoretical restriction profiles obtained after alignment of sequences
from the mcyE gene (Table 4.2). These profiles represent the
mcyE-F2/mcyE-R4 sequences digested by EcoRV and Bsgl restriction
endonucleases. The number in brackets indicates the size of DNA
fragment in base pairs (bp).
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Figure 4.3: RFLP analysis of mcyE-F2/mcyE-R4 PCR amplicons. The used PCR
amplifications were made from DNA extracted from Q352, Q706, Q47,
Q62, Q351 and Q895 (A), Q60 (B), Q50 (C) Q88, Q701 and Q917 (D)
Q08, Q82, Q91 and Q894 (E) samples. For each sample, place it in a
first well 150 ng of digested PCR products (EcoRV Bsgl +) and a
second 150 ng of the same PCR products but undigested. Molecular
weight marker: 100 bp ladder (NEB). The digested and undigested
PCR products were loaded onto a 1.5% agarose gel.
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CONCLUSION GENERALE

Notre objectif était de développer un outil moléculaire permettant la détection et
I’identification des cyanobactéries productrices de microcystines dans les lacs du
Québec. Cet outil permettrait tout d’abord d’évaluer le risque de production de
microcystines dans les lacs, et ce, avant qu’elles ne soient dosables par les techniques
d’analyse conventionnelles. Ensuite, il permettrait d’identifier quelles sont les
populations cyanobactériennes a [’origine de leurs synthése. L’identification des
cyanobactéries produtrices de microcystines est primordiale car elle permetterait au final
d’étre en mesure d’anticiper la possible production de microcystines lors des floraisons

annuelles.

Pour identifier les populations toxinogenes, nous avons dans un premier temps
cloné et séquencé une série d’amplifications PCR issues du géne mcyE. L’analyse
comparative entre les résultats de PCR ciblant le géne mcyE et les dosages de
microcystines par HPLC ont tout d’abord démontré que la détection des cyanobactéries
toxinogénes par I’amplification du géne mcyE était efficace. L’identification moléculaire
par séquengage et analyses bioinformatiques des amplicons PCR ont ensuite révélé
qu’au Québec les microcystines sont principalement produites par I’espéce Microcystis
aeruginosa. Dans un second temps, nous avons mis au point une analyse RFLP a partir
de la séquence ADN amplifiée par PCR dans le géne mcyE (amorces mcyE-F2/mcyE-
R4). Grace a cette technique, nous avons pu identifier lesquels, parmi les genres
Microcystis, Anabaena et Planktothrix observés par microscopie, €taient vraiment
responsables de la synthése de microcystines dans un lac donné du Québec, car
contrairement a 1’identification moléculaire par séquengage des produits PCR qui permet
I’identification d’un producteur de microcystines, I’analyse RFLP permet d’identifier
simultanément plusieurs genres toxinogénes. Cette étude a ainsi démontré que la

production de microcystines est due aux genres Microcystis et Planktothrix. Malgré le
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fait que les populations du genre Anabaena soient observées dans de nombreux
échantillons des lacs québecois et que le genre Anabaena soit connu pour étre un
producteur fréquent de microcystines, les populations du genre Anabaena analysées dans

cette étude n’ont jamais été identifiées « productrices de microcystines ».

5.1 Détection des cyanobactéries productrices de microcystines

Le fait que la détection des cyanobactéries par I’amplification du géne mcyE n’ait
révélé aucun faux négatif, c'est-a-dire que tous les échantillons positifs aux dosages de
microcystines par HPLC aient également été positifs a la PCR ciblant mcyE, atteste que
la région génétique ciblée était un bon marqueur pour détecter les cyanobactéries

potentiellement productrices de microcystines provenant de lacs du Québec.

Par contre, notre étude comparative entre les dosages de microcystines par HPLC
et la détection des populations productrices de microcystines par PCR a partir
d’échantillons de lac québecois révele vraisemblablement deux faux positifs. En effet,
deux échantillons sur les dix-neuf testés ont été positifs a la PCR ciblant le gene mcyE,
mais aucune isoforme de microcystines n’a été¢ détectée par dosage dans ces mémes
échantillons. Cependant, un certain nombreux d’hypothéses expliquent ce résultat.
Comme Tillett et al. (2000) 1’avaient déja envisagé, une mutation dans le groupe de
geénes codant pour la microcystine synthétase pourrait étre responsable de cette absence
de microcystines dans 1’échantillon dosé. D’apres ces derniers, le mécanisme évolutif
responsable de la perte de synthése de microcystines par les populations
cyanobactériennes serait une délétion dans les génes codant pour la microcystine
synthétase causée par l’insertion d’éléments mobiles (séquences IS, transposition
conservative) (Christiansen et al., 2008). Donc si la délétion inhibant la synthése de
microcystines a eu lieu dans une des régions génétiques couvertes par I’ensemble des
geénes mcy mais autre que mcyE, la détection par réaction PCR aurait pu se faire, alors
que la synthése de microcystines aurait été inhibée. Toutefois, le dosage des
microcystines n’a été fait que sur trois des isoformes existantes (a savoir MCYST-LR,

MCYST-RR et MCSYT-YR). Seulement, il a été dénombré plus de 80 variants de la
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microcystine (Hotto et al., 2007). Il est donc possible que les microcystines catalysées
par les populations cyanobactériennes détectée par PCR dans ces deux échantillons soit
une des 77 autres isoformes existantes. Enfin, la synthése de microcystines est
dépendante de ’expression du cluster de la microcystine synthétase qui lui, est soumis a
une régulation par des facteurs environnementaux (Sivonen, 1990; Kotac et al., 2000;
Martin-Luna B et al., 2006). Ces facteurs, tels que ’intensité lumineuse, le pH, la
température, la concentration du milieu en azote, en phosphore et la présence de métaux
(en trace généralement), modulent la synthése de microcystines. Il était donc possible
que la syntheése de microcystines ait été inhibée par les conditions environnementales,
malgre le fait que les génes mcy soient présents, dans toute leur intégrité, dans le génome

des populations cyanobactériennes observées.

5.2 Identification des cyanobactéries productrices de microcystines

L’analyse phylogénétique a été réalisée afin de donner de la pertience a
’identification des producteurs de microcystines basée sur les amplifications PCR de
812 pb ou 809 pb issues du géne mcyE. Le résultat du test de bootstrap des trois
premiéres branches de I’arbre (Figure 4.1), ainsi que le pourcentage de correspondance
de I’identification des clones du géne mcyE par I’analyse BLAST (Tableau 4.2, colonne
% ID) suggerent que la séquence amplifiée dans le géne mcyE permet 1’identification
moléculaire. Ces résultats de bioinformatique, appuyés par ceux de Rantala et al. (2004),
démontrent que I’identification moléculaire de cyanobactéries toxinogenes issues de lacs
québécois a partir du géne mcyE est valide. La construction de cet arbre phylogénétique
nous a permis de mieux valider notre premier objectif, a savoir la détection moléculaire

du géne mcyE pour détecter des producteurs de microcystines.

Le genre Microcystis a été identifié comme étant le producteur majoritaire de
microcystines dans les bassins d’eau douce (étangs, lacs) du monde entier (Rantala et al.,
2006; Hotto et al., 2007). Les résultats de nos analyses BLAST confirment cette
information au niveau des lacs du Québec, étant donné que 1’espéce Microcystis

aeruginosa a ¢ét¢ identifiée dans 88 % des séquengages des amplicons mcyE
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(Tableau 4.1). Bien que le genre Anabaena ait été présent dans plusieurs de nos
échantillons (Tableaux 4.2 et 4.3), il n’a jamais été identifié comme producteur de
microcystines. Pourtant, des populations toxinogénes du genre Anabaena sont

communément trouvées dans d’autres régions du monde (Rantala et al., 2006).

Enfin, comme Saker et al. (2008) 1’avaient déja observé lors de la comparaison
entre leurs résultats d’identification microscopique et d’identification moléculaire,
certains genres cyanobactériens ont été identifiés par séquengage de produits PCR alors
qu’ils n’avaient pas été observés par microscopie. Dans notre étude, le genre Microcystis
a ét¢ moléculairement identifié comme producteur de microcystines dans plusieurs
échantillons, bien que ce genre n’y ait jamais été observé par microscopie (Tableau 4.2).
Les différences observées s’expliqueraient par la sensibilité de détection supérieure de la
PCR par rapport a celle de la microscopie (Saker et al., 2008). Alors que les plus faibles
classes d’abondance observées sont comprises entre 200 et 500 cellules/mL, Baker et al.
(2002) rappellent qu’une concentration de 10 cellules/mL suffit pour avoir une détection
par réaction PCR. De plus, Mankiewicz-Boczek et al. (2006) ont déterminé que la
détection des cyanobactéries toxinogeénes par le couple d’amorce mcyE-F2/mcyE-R4
était trés sensible (quelques pg de biomasse par litres d’eau suffisent & avoir un signal
PCR positif). D’ailleurs, 1’observation microscopique de l’échantillon Q911 révele
uniquement la présence du genre Aphanizomenon (Tableau 4.2) et le dosage HPLC
indique la présence de microcystines dans ce méme échantillon. Une hypothése possible
serait que la population du genre Aphanizomenon identifiée dans cet échantillon
produise des microcystines, mais ce serait tout de méme surprenant étant donné le genre
Aphanizomenon n’est pas concidéré un producteur de microcystines (Funari et Testai,
2008; Neilan et al., 2008; Sivonen, 2008). 11 parait alors évident qu’un genre producteur
de microcystines non identifié par microscopie devait étre présent dans 1’échantillon
pour produire ces toxines. Cependant, une autre hypothése expliquant I’identification
moléculaire du genre Microcystis dans les échantillons ou il n’avait pas été observé par
microscopie pourrait étre la présence d’ADN génomique extracellulaire résultant de la
lyse normale de cyanobactéries possédant au moins le géne mcyE et présentes dans le

méme lac (hypothése proposée par Saker et al., 2008). Cet ADN extracellulaire, qui
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n’aurait alors pas été totalement dégradé par des DNases, aurait été¢ amplifié lors de la

réaction PCR.

Dans ’optique d’une meilleure connaissance des communautés cyanobactériennes
toxinogeénes des lacs québécois, et a plus long terme d’une meilleure prévision de la
production de microcystines, nous avons ensuite développé une technique moléculaire
permettant d’identifier de fagon simultanée, lesquels, parmi les genres Microcystis,
Plankthotrix et Anabaena, étaient responsable de la production de microcystines dans les

lacs du Québec.

Hisbergues et al. (2003) avaient réalis¢ une analyse RFLP en utilisant des
amplifications du gene mcyA4 issues d’ADN extrait d’échantillons d’eau du lac Wannsee
(Allemagne). Grace a cette analyse RFLP, ils avaient mis en €vidence la présence de
populations productrices de microcystines, par contre il a depuis €té¢ démontré que le
geéne mcyFE était un marqueur de détection des cyanobactéries toxinogeénes plus sensible

et plus fiable que mcy4 (Mankiewicz-Boczek et al., 2006).

Les résultats de cette analyse RFLP ont démontré que les populations
cyanobactériennes responsables de la production de microcystines dans les
15 échantillons de lacs analysés appartiennent aux genres Microcystis et Planktothrix.
Le genre Anabaena, bien que présent dans 53 % des échantillons, n’a jamais ét¢ identifié
par RFLP comme un producteur de microcystines. Etant donné qu’il a été démontré que
les amorces mcyE-F2/mcyE-R4 détectent le gene mcyE des cyanobactéries du genre
Anabaena (Rantala et al., 2004), et ce, méme lorsque leur biomasse dans 1’échantillon
environnemental est tres faible (Mankiewicz-Boczek et al., 2006), nous aurions di
détecter par la RFLP la présence de cyanobactéries toxinogénes du genre Anabaena si
ces derniéres avaient existé dans 1’échantillon. Au meilleur de nos connaissances, notre
¢tude moléculaire basée sur I’analyse de genes mcy est unique au Québec. Cependant,
d’autres I’ont ét¢ dans la région des Grands Lacs (Hotto et al. (2007) au lac Ontario, et

Dyble et al. (2008) au lac Erie et au lac Huron). La encore, le genre Anabaena n’a
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jamais été identifié comme producteur potentiel de microcystines, contrairement aux

genres Microcystis ou Planktothrix.

Cette analyse RFLP confirme donc les résultats que nous avions eus par clonage et
séquencage des amplicons PCR issus du géne mcyE, a savoir qu’au Québec, la
production de microcystines est largement due au genre Microcystis, et dans une
moindre mesure au genre Planktothrix. En fin de compte, nous avons développé un
premier outil moléculaire, permettant de détecter la présence de producteurs potentiels
de microcystines dans les lacs du Québec, et un second outil moléculaire permettant
d’identifier les membres des communautés cyanobactériennes toxinogenes des lacs du
Québec parmi les trois producteurs de microcystines les plus fréquents au monde, a

savoir les genres Microcystis, Anabaena et Planktothrix.

Pour conclure sur cette étude, la détection et I’identification moléculaires des
cyanobactéries productrices de microcystines sont des compléments importants aux
méthodes d’analyses des floraisons cyanobactériennes déja mises au point et utilisées de
facon routiniere par les laboratoires du MDDEP. Le principal apport de la détection
moléculaire par rapport a ce qui est déja en place (observations microscopiques et
dosage des microcystines -RR, -LR et -YR par HPLC-MS) est le gain de temps qu’il
engendre. En effet, la détection moléculaire permet de signaler, et ce avant toute
production de microcystines, quels sont les lacs contenant des populations toxinogénes
et donc susceptibles de produire des microcystines lorsque les conditions
environnementales le permetteront. Quant a ’identification moléculaire, elle permet,
contrairement a I’identification réalisée par microscopie, de déterminer vraiment quelles
sont les especes responsables de la production de microcystines dans les lacs du Québec.
Ces connaissances permettront de mieux analyser et maitriser |’apparition de

microcystines lors des futures floraisons dans les lacs du Québec.
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5.3 Poursuite de projet
5.3.1 Etude des populations du genre Anabaena dans les lacs du Québec

Les populations cyanobactériennes appartenant au genre Anabaena, fréquement
présentes dans les lacs du Québec puisque réguliérement observées par microscopie,
n’ont jamais été identifiées aprés séquencage des amplicons du géne mcyE ou encore par
étude des profils de restriction apreés analyse RFLP. Nous en avons donc déduit que les
populations du genre Anabaena présentes dans les échantillons d’eau de lacs analysés
n’étaient pas capables de synthétiser de microcystines. Or le genre 4dnabaena fait partit
des trois principaux producteurs de microcystines, il est donc d’un intérét pulic de savoir
si oui ou non on trouve des populations du genre Anabaena productrices de microcystine

dans les lacs du Québec, afin de pouvoir prévenir de leur présence.

Le but de cet axe de recherche se diviserait en deux temps. Dans un premier
temps, nous voudrions confirmer I’absence de populations toxigéniques du genre
Anabaena dans les lacs du Québec afin de valider nos résultats préliminaires. Pour cela,
il serait nécessaire de faire d’autres €chantillonnages afin de tester la détection du
géne mcyE a partir d’autres populations cyanobactériennes du genre dnabaena. Dans un
second temps, nous voudrions comprendre pourquoi les populations du genre Anabaena
présentes dans les lacs du Québec ne sont pas productrices de microcystines. Pour cela,
nous ensemencerions sur gélose BG1l-agar (Hein et al,, 1998) un certain volume
d’échantillons environnementaux provenant de lacs québécois, puis nous isolerions
certaines colonies dont le morphotype correspond au genre Anabaena. A partir de ces

colonies du genre Anabaena.

Le génome des colonies appartenant au genre 4nabaena, incapables de produire
des microcystines et dont I’amplification du géne mcyE aura été négative, sera étudié
plus en détail. Nous nous baserons sur la théorie avancée par Christiansen et al. (2008)
pour délimiter la ou les régions des genes mcy touchées par des événements de
transposition, et donc a I’origine de la perte de la production de microcystines par les

populations du genre Anabaena. Par PCR, nous rechercherions donc quels sont les



77

vestiges de génes mcy pour délimiter ces régions touchées par les modifications
génétiques et rendant les populations québécoises du genre Anabaena non productrices

de microcystines.

5.3.2 [Elargissement des cyanotoxines visées: détection moléculaire des
producteurs de saxitoxines, de cylindrospermopsines et des anatoxines

Hormis les populations cyanobactériennes productrices de microcystines, des
populations connues pour produire des saxitoxines, des cylindrospermopsines et des
anatoxines sont €galement observées dans des échantillons d’eau provenant de lacs
québécois (Robert et al., 2008). De plus, le dosage des anatoxines a déja été positif dans
plusieurs de ces lacs (Robert et al., 2008). Tout comme les microcystines, ces autres
hépatotoxines (cylindrospermopsines) ou neurotoxines (saxitoxines et anatoxines)

peuvent représenter un danger pour I’homme.

Les génes codant pour les synthétases catalysant la formation des saxitoxines, des
cylindrospermopsines et des anatoxines ont déja été partiellement séquencés (Kellmann
et al., 2008; Mihali et al., 2008; Méjean et al., 2009). De plus, des amorces PCR ciblant
les génes codant pour les synthétases de cylindrospermopsines ont déja été congues
(Mihali et al., 2008).

Le but de cet axe de recherche serait la mise au point d’une puce ADN permettant
la détection simultanée de producteurs potentiels de microcystines, de
cylindrospermopsines, de saxitoxines et d’anatoxines. Dans un premier temps, nous
confirmerions |’efficacité de notre test par puce ADN avec des cultures dont la synthése
de microcystines, de cylindrospermopsines, d’anatoxines ou de saxitoxine aura été
confirmée (dosage des cyanotoxines par HPLC). Dans un second temps, nous
effectuerions des échantillonnages dans les lacs du Québec puis détecterions la présence
de producteurs potentiels pour toutes ces cyanotoxines. Nous pourrions d’une part
détecter la présence des producteurs potentiels de cyanotoxines a partir d’une extraction
d’ADN, et d’autre part détecter ’expression des génes codant pour ces cyanotoxines a

partir d’une extraction d’ARN total (convertit ensuite en ADNc pour des soucis de
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conservation du matériel génétique). Les deux types d’acides nucléiques extraits (ADN
et ARN convertis en ADNc) seraient ensuite hybridés séparement sur notre puce ADN et
nous pourrions d’une part savoir quels sont les lacs contenant des populations de
cyanobactéries producteurs de cyanotoxines et d’autre part savoir si ces cyanotoxines

sont exprimés. Le tout serait confirmé par qPCR et dosage des cyanotoxines par HPLC.

Cette étude permettrait une avancée conséquente dans nos connaissances des
communautés cyanobactériennes toxinogénes des lacs du Québec. De plus, ces travaux
permettront d’augmenter 1’efficacité des analyses des cyanotoxines effectuées par les
laboratoires du CEAEQ (MDDEP) puisque les dosages des différentes cyanotoxines
pourront étre effectués en fonction du résultat donné par la puce ADN. En effet, au lieu
de doser systématiquement toutes les cyanotoxines, ce dosage pourra, dans le futur, étre
réduit aux cyanotoxines dont la possibilité de synthése par les populations
cyanobactériennes présentes dans 1’échantillon aura été démontrée par la puce ADN. Au
final, le développement de cette technique permettra une meilleure gestion des eaux de

lacs ou potables au Québec.
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ANNEXE

CARTE DU GENE mcyE

Gene mcyE, séquencé a partir du génome de Microcystis aeruginosa (GenBank, Version
ABO032549.2). Apparaissent sur cette carte, surlignée en gris foncé, la séquénce
amplifiée par les amorces HEPF/HEPR, et en gris clair, la séquence amplifiée par les

amorces mcyE-F2/mcyE-R4.
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sccgettatg
atttcagcaa
tgggaagcgt
gtatttgtgg
caaattgact
tattttctea
gcagecogtec
ggtggggraa
atgteoccoeg
gasggctgty
attcttgecoe
gtacccagtg
greccotgaay
atcgaattga
tcagtcaaaa
acaattctga
cototgatta
aataacaata
catgttattg
agtcatctcot
ttocatacce
gggaggatag
caaagattag
tttacatcgg
cctggecatgy
tgtgcogasa
cagaccgatt
tcooctaacaa
gtgggagast
ttagttgrca
tctgetgaty
gotgoaatta
grrattagtsa
ttteattcecs
tattatcaac
gocaccagaty
ttaataaccy
ctagcagaac
ggcttagata
cottteaate
tatccocttte
attgacaaaa
tteaatatge

cocttaagoaa
aatctartge
agtattggag
gggatatcte
guggatttct
aagaagcagc
tagasaatge
ggattactag
ctttttttgy
atcttocacgy
atcaggggat
acctoattte
atgggogttog
gOgtttLast
tgttgcyagy
gacccgccoa
atgrcageta
atgeocattge
ccaatatcgy
ttcttocaaca
attgggasaga
aagtccccoat
ttcaacaagc
tascccrttte
tcctagaatc
atttacctga
cocgottttge
asaaatcccc
ggcatcaact
tattgtcgasa
tactcaatca
tgotatggas
atgtagcagce
agogggggca
aagagacagt
atcaccctca
ccrtgcaasaa
ctttastgga
goccocoaaat
cocgottacty
ctttcaacaa
asaggtcogteg
actggeatac
cagaacaatt
asaggaaace
tattcctaga
aafaaacatca

aatggaggrc
ggtggttggy
ttrttgtcaa
aaaactgtat
tcaagagaat
ctcecatggat
caatttacct
cattgatcat
cagtggcaat
tcotrgrere
tcgtagecty
agaacccgea
casaacctte
crtaasasct
ttoggcggeg
geaagaatty
catagsaget
ctocagtttac
tcatcttgaa
gggtgaaatc
ccatcctatt
agctggggea
acccgteage
agccocacaac
tocgtectgaa
acgtttagee
tgaagaaaasa
tasaattgrt
atatcasact
gtatttagac
aactgcttac
atcttgggos
ttgratcgesa
attaatgcas
aagttcccta
acagattgtt
gocaaaaaact
gooaatttta
tctgctactt
gagtasacasa
gggatatasc
ttataaagat
aartcrLtca
caatcgaaat
tttcocaattt
cgcacaaacc
acaggaaatc



2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3761
3541
3901
3961
4021
4081
3141
4201
3261
4321
4381
3441
4501
3561
3621
3681
3741
4301
3361
4921
4581
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5781
58z1
5881
5941
6001
6061
6121
6151
6z41
5301
6361
5421

cgtaatcaat
gaggatgaga
aaagtcgaay
actottgety
gottoagaas
gtoattgage
ggoaaaaaac
gttgeteogta
gttecttoaca
cococoaagooc
ttgoaacget
tcaattteec
tctegattga
aatagtgatc
geaattcotte
ttottactge
ctagacatty
gtggoegeta
gaactgctge
ctgaatttaa
toagatacac
getacggeas
attottgott
tetggtgaaa
ctaaaagacc
gttttcecca
agototaaga
coctagttete
gaacaacaac
tcaaaagect
ttecgeatgy
tattttasgy

acccataasa
ceogygagyay
attggaggay
JacggcogTt
gggggaactt
cttcgogasa
accgaagtta
totttattee
CocCtettLt
trtetoteca
gogattacgg
asagaagasaa
aancagtcen
cgtaatgett
gtttacattt
aaaattatag
ctcattgatt
ttttoocaaa
ttaaaaccty
tcactaggat
asagaggttc

taaaatcaat
cattactaaa
aaasatttca
atattgcoga
taacaactaa
a8t Tgcaace
ttaatcaagy
aatatcacat
atcaagggaa
tacaaaagct
goggegaaaa
cagaaggrtc
tgaatcaacy
gocootatea
accacttaaa
atcaagotag
asaagLccee
acgtecteea
gocccyytgy
cctttggatt
ccttattaag
atagtttote
grgtgccaga
getecggtaa
tecatgagas
gtatagcccc
cagasactta
ccaatttasa
gageotttar
attcacaaaa
ccrtaaaaga
acattgatgy

aagggatcac
cgcaagaaty
gtttaccaat
totggeaata
tttgtegtoa
acagtccaac
atcagttttt
gotttgaace
attacctatt
cotgoeatac
aattacagca
aa8agcceet
tteocaccag
cagcatcecta
tagaaaaaac
aacaaggaga
ttaaggatga
aacccotttga
accattatct
taatttrgea
tocacaccacce

tttggettta
cttaggagea
agtcaaagty
ataccteotge
agttatcaat
catcgetaca
ggaacaatgy
tttgcteaat
tatttggact
agaaaasact
ttrtageggasa
cgttgocteat
agtcgeccaa
aattctogaa
ccteogatcat
gcaaaaattt
cattteteag
tgecgactega
crtacttagtet
sacccecogga
gggtgaaaat
taaacaaaac
tgaacccote
agaageotta
gaccattatc
cgaaatatta
cottocggtt
ccecettaget
tcaaaattta
tagcogtaagy
atttoaatat
caataattat

actcatttte
grtecaatgtt
tagtatgatc
cggagatgac
tccttragec
gattcaagaa
tcaagaaata
ttttggaget
aaatcttaaa
taataaagat
agctggreet
ctctgaagat
tgaagctcaa
taacgtcaca
gattaatcaa
attacaggas
agataatccee
cctgtcgatt
gotetetooa
ggaaattggt
gatgcagttt

crLotgaaay
gactcaatta
aaaatagatc
caatttgtea
gatgagacagy
gocectatatca
acaatagaaa
cgttatttge
gtcaaaaact
tgtocatety
grttctcaaggy
gcagaaagta
gotattaace
ataggaggag
gtcacttatt
cagaaaaaat
gggatacctg
aatattacag
ctocotogaaa
tggtogeoget
tggrgttocy
aatatteocca
tcaattooty
atgatgoete
aageaattag
acgaatcaga
tectoaagaga
ttaaagetga
cagagtattt
acaatogtgy
cocecattgttt
attgacttay

gatgaaatta
gaagotgata
tgoggtaasgy
totoateoooo
cttgotgott
aaagtgaatc
ggeattcooga
tatagtatct
ggaatctaca
atagacaaagy
tttgotaaty
gaagatggta
cgtcaacttt
acatctetay
gttattaatc
gttgrcaaty
gaagcgacyg
getoctttat
aaaactcatc
caactttatt
cggcastatt

aagatgagas
tettgactga
aactcotttac
acgaanaacc
aattaagoaa
tocagogeoett
cocotaagaca
aggatttaga
tgoctgagte
caaaacctga
geaatataga
tttatggaaa
agattttaac
gaactgotge
cttrLagegsa
ataacctaas
ctegtaatta
aaactctaac
ccgtagaaaa
ttecaggatca
ttttaaaaag
ttaacaatgy
caatteoctaa
aattacaatc
aagttcttoa
ctcaaatcat
agcccaaatc
ctgagaacaa
ataaccagaa
atgttasacc
cagaatctys

tgcaaaaact
ttaccggott
tagtocattta
cagatttott
aaaccgagtt
gtegrgotgt
aattaactcsa
ttegggttgt
tcttacaace
catgggaaaa
ttatagtage
ctaaacgoce
guggacatct
gottattage
aattactagy
gccatgaage
aagttaacat
ccttagogtt
ttgctgtgat
atattgtoge
catcccaaas
taaccttooy

cgatctgoca
cttttotege
cgatttacaa
cttagasaat
ttatttgcaa
agagtootta
aaccttacct
gcaagctaat
tcccteetta
attagaaaty
ccocttgaca
ttetcecgta
caactttoet
tactteagaa
agttteotece
ctttcatcaa
tcatattgtt
ccatattegy
taacteatgg
acaattacge
LLOtyygTLt
cocaagaatta
gttocactgte
tttaaaagac
aactgoccct
toctaccoaa
tocectgagaaa
atcottaace
aaccgecaaa
gactattgac
toaagygget

acgacasata
tcggattgct
tggtaaggec
agataccgtt
aaccgotttt
getrtrtacat
tecgattagee
taattttgge
catcgaatta
acgagtttgt
cygtraaagasa
tocaagtcaagy
accatcttta
tgaattagac
ttoctttagat
tttgegaace
taaattaaac
acgatcteag
tttaatgege
agatgyrtog
taacacaact
agegoaagay
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6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
63501
63961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
go41
3101
3161
gzz1
gz81
G341
8401
G461
gsz21
8581
G541
3701
8761
8821
g881
3941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9431
8541
5601
9651
8721
8781
9841
5901
9561
10021
10081

acgcaaagtc
CtCCCaacct
ggacaagaaa
asaaatasaag
atttctggcc
agtgacaact
accacctott
catcagagtt
cgtteteocte
aaagacttaa
tttaacttaa
tttaaaaaaqy
attgacgatg
aagttactca
gatgactttyg
attaacctta
caggaatatc
ttaatcatcqy
caatatccte
acggagagta
attgatccta
caaactgott
tgtcacatct
catcctgaat
arttrtetee
catttggtet
tatcgagaaa
togytaggay
gcagaaatty
gaaatcaagy
ttaggggttc
gtagaaggtg
tttagaccta
caaactgote
ggttatcgaa
agagegatty
acagacaaaa
tatatgatte
cttgacetge
tacgttgeac
tctaaacatc
tLatcsaggy
ttctttasag
tatcaagasc
cogtegtettt
gottatcaat
attcaacgec
gttgtceoata
acagaacaay
ttagaagtgy
gtettgttha
gattttotes
agaattoatt
caaggtoasc
cctgttgatt
cotgaacceqy
tttatgggtt
attacastag
tcrratgeta
gtecttages
gatcagatcy

cacaaatgtt
ttgagettee
gtocaagtcat
ctacattatt
atagggattt
tagtaggctt
ttattgaaca
atactttaga
tcattteoggt
aagtatcctt
ttgaacttaa
agacaattaa
ctaatcatct
gacaattaac
tagctcaagt
gctatcaaga
agctaggtgt
ggattcotgge
acagtogeat
atttratcre
ttgttgaaaa
atattttcta
caattttgaa
ggcgeotatat
cottaaccat
ctttoctaca
tcttaggget
gggasaaatt
ttagcaatgt
aaaacttaga
ttgatgastt
cocgecctage
gotttottga
cgggtatcat
ttgaccocygy
ttttaccogt
ctctagasat
cgagttactt
actcccotgag
cocgtaatca
ctatcggrat
ttgtaacccy
ttocaaccat
cocatttogge
gogoctttaga
tcaagggeaa
atgaaatttt
atcaaatgaa
aaaacctgat
gaccgrtact
atatgcacca
cccattatcoa
atasagacta
gygattacty
atccgegece
aattgatcga
tagrtagte
gectotgotat
acactcotogt
aagraaqaaac
tatctgattt

agagcatcygy
caccgacttt
tocctotgaa
tatgacgaty
agtcattggt
ttgttotcasa
tttacaacac
ggatttatta
atctrrtasc
gocaccgtea
tgataacctc
acaatttatt
tctttatcag
cggaaaaact
taaattaacc
attasatgaa
aggaaaagty
tacctttaaa
tgagtttatt
taagttacct
atatgacaaa
tacttcaggt
tgttattcaa
tttcacaget
aggtgoatce
agaaaatcaa
acttgaaccy
agatcgggaa
ctacggatct
cagcgassatc
taataatcce
atcgggttat
tgagacaaaa
tgagtttaty
agaaattgas
tcaagttaat
tgotgagatt
tatcceeLta
agaactcaga
tttagaatce
ttttgataac
ggttoataas
tgctggatty
aatteooooo
attcctagat
tctcaatatt
gecggacaacc
ctrtgteatt
cgaagaatca
taaagttaac
tatcatttte
cgcectatgga
tacttottgy
gttagctaaa
acctgttaaa
tacttttgag
ggttaagage
cgctggoaga
cotgegggat
aaccacttta
gastttacaa

gattcooggt
cceegtecey
gttgggcaaa
ttecgeogett
attcotattt
tttctaccce
actaaacasa
goagotttac
atggatccta
ccgattggtt
gtrtatttact
gasagcttty
ttacctrrat
cgoasactce
cctaatgete
asagtcaatce
attggggrea
actggagcga
ttasaagata
gaaaasatge
gatgagccta
toaactggra
agottacgac
googttacte
ctatatatgt
attaatgcce
ggagaaacca
actgcottag
acagaaactt
cecootoggte
gtteocootee
cataaccaac
acteototLta
ggacgaaaag
tatcaattga
aatcasacte
cgagaattac
sagoaattoc
gasactggta
aatctcgtta
ttotttogass
gaactaaatyg
gogactttan
caaaaatoot
caaaatcata
gatgettttg
tttactttasa
agacaaatag
atcagocars
ttacttasac
gatguttogt
casgaaaatt
caagasagrc
ttaactccag
agttttocagy
aagttagtta
ttretattee
agtcatccty
cagataacaqg
gaggctratg
cgagatccta

tgaaaaccta
cogttaaaac
atttgoagaa
atactgette
ctgggcgacsa
tgocggatacsa
cooctgatoga
aattacctag
gtttaactct
atacaccttt
goaattacaa
aaattttget
taaccccagt
ctgagasage
ccgocttaat
gtcttaccea
tgotocagey
cttacgttce
gtggctgtoa
agaaaattty
agatatttcg
atcctaaagy
ttacttrtga
atgatccatc
acgaaataas
tacatactac
tttocagoto
ctttacggaa
gtgtaggagt
aagttttcca
atgtaatcgy
cecgaaatgac
gaaccggega
ataatcaagn
ctogttatge
aattatctgs
ttgocaaatt
cettaactey
aatctctggt
gratctggga
ttggeggtea
tatccgtaas
teteccagac
atccgatgLe
atgoctacgg
aasatgoctt
tcaataatcsa
acctgacage
atgocaasaac
taagtcaagsa
cagcaggggt
ccocaattaat
aattagagac
ttectgrtey
gasatacaat
sagcacaaga
gttatactga
atttagaaga
atcacgacag
atcatcaaga
gecgtaatge

tocaggsagat
ctacactggce
agtaggacge
tttgogega
aatagaaggt
agtcgatget
cgettttege
agatttttor
goctgsattt
tgatctagga
tacagsactc
gagaggaatc
cocaacaagag
caccatcatt
tgcaggaaas
ttatttacag
tgatcacaac
tatagactct
tgtttgocta
cttagataaa
caattctage
agtcatgggc
tttagataaa
tattcgtaat
atatataggs
coccototatc
aaaatatatc
acgttttoey
atcocagtat
taacasatcge
cgaastttgt
tcaagaaaaa
ttraggeaag
taaggtcaat
tcocattgaa
ttactgteas
tttaccagktt
acatggaass
gaattctaat
aagaattcte
ttctetacte
attggcrgac
teaatacaat
tcatggteag
aatgoccagt
tosacsgtta
accoogteaa
ttatgttage
gacttttgat
gaattacatc
tttaattaaa
gCCcectett
cttgaaactt
tctraactea
tacatggcas
agcoagttta
gocaaaatgaa
tocasatcgga
ttrracggat
ctatccottt
totcottrgar
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10141
10201
10261
10321
10381
10441

grrgcaatcy
aactccatty
gaagaagaac
ttattgatca
cctttgataa
ttoacagaag

ttctgcaaaa
acccaagasat
tttatctoaa
tagatttgtt
acttatcett
actttaattt

taatcaaaat
gattaccgct
gotaatctac
caaaaactgg
agcttcctca
ttag

gragatctgy
aaatttgatt
aacacagata
ctagagcaay
gaasatctta

cottggacoy
tagaatttat
tatttatcca
ttttaaaatt
ctecaagaguy

sattacagtt
ctttgttgag
tgagcgaatt
tgoccatgaa
geaggaacty
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