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RESUME

Cette étude s’est intéressée a déterminer I’effet du Benzo[a]pyréne, un contaminant organique de la famille des
HAP, sur la communauté bactérienne planctonique, au niveau de la lagune (zone faiblement polluée par le
B[alpy) et le canal (zone tres polluée par le B[a]py) de Bizerte en été et automne 2009. Des communautés
bactériennes, collectées des deux stations, ont été maintenues en culture pendant 6 jours sous trois différents
traitements, un témoin (non contaminé) et deux contaminations avec 0,5 mg I™* (B[a]py1) et 1 mg I (B[a]py2)
du B[a]py. Au cours de l’incubation, 1’abondance, le taux de production et le taux de croissance du
bactérioplancton ont été déterminés.

En juillet, le bactérioplancton a présenté, dans le milieu naturel de la lagune, une abondance cellulaire (3 10
cellules I plus faible que celle observée au niveau du canal (5 10° cellules IY). Par contre, en novembre, les
abondances bactériennes étaient similaires entre les deux stations (10 10° cellules |™) et moins fortes que celle de
I’été.

Les expériences de contamination ont montré que les bactéries n’ont pas accumulé le B[a]py mais elle I’ont
dégradé quelque soit les stations et les mois et elles 1’ont utilisé comme substrat de croissance.

Au niveau des deux stations et pendant les deux mois, les deux contaminations ont été suivies par des
augmentations significatives des abondances, des taux de croissance ains que des taux de production. Ces
résultats suggerent que le B[a]py présente un effet stimulateur sur les bactéries hétérotrophes dans le cana et la
lagune de Bizerte.

Mots clés. Lagune et Canal de Bizerte — B[a]py — Bactérioplancton — Production Croissance — Accumulation -
Biodégradation.

ABSTRACT

Effect of Benzo[a]pyrene, an organic contaminant from the family of HAP on bacterioplankton in the
lagoon (area dightly polluted by the B[a]py) and the channel (area heavily polluted by the B[a]py) of
Bizerta : This study aims to determine the effect of Benzo[a] pyrene, an organic contaminant from the family of
HAP on bacterioplankton in the lagoon (area slightly polluted by the B[a]py) and the channel (area heavily
polluted by the B[alpy) of Bizerta in summer (July) and autumn (November) 2009. Planktonic bacterial
communities collected from both stations were maintained in culture for 6 days under three different treatments,
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control (uncontaminated) and two contaminations with 0.5 mg|™ (B[a]pyl) and 1 mgI™ (B[a]py2) of B(a)py.
During incubations, the abundance of bacteria and their production and growth rates were determined.

In July, the bacterioplankton exhibited higher density in the channel (510°%cells| ™) than in the lagoon
(310%cells|™), whereas bacterial abundances were similar between both stations during November
(10 10°cells ™), but exceeded those of summer. During the incubations bacteria seemed to degrade the B[a]py
and used this contaminant as growth substrate during both seasons and in both stations. The contaminations,
performed in both stations during the two months, were followed by significant increases in abundance, growth
and production of bacteria. These results suggest that B[a]py has a stimulatory effect on heterotrophic bacteriain

the canal and the lagoon of Bizerte.

K eywor ds. B[a]py — bacterioplankton — Production — Growth - Biodegradation.

INTRODUCTION

De nos jours, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) sont les plus étudiés a cause de
leur teneurs relativement élevées dans la colonne
d’eau et dans les sédiments au niveau de divers
écosystémes aquatiques tel que la mer Méditerranée
(Louati et al., 2001). Plusieurs études ont été réalisées
afin de quantifier les concentrations de ces éléments
et trouver des solutions pour préserver la qualité des
eaux dans plusieurs zones cotieres. Parmi les zones
polluées par les HAP, on peut citer les cotes de la
région de Sfax (Zaghden et al., 2007), la lagune de
Ghar El Melh (Ben Ameur et Driss, 2008), le port
d’Albia en Sardaigne (De Luca et al., 2005), le port
de Naples (Sprovieri et al., 2007), la lagune de
Venise (La Rocca et al.,1996), et le port de Sydney
(Mc Cready et al., 2000).

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
sont connus parmi les polluants dominants au niveau
de la lagune de Bizerte (Souiss et al., 2004). La
majorité des études qui se sont intéressées aux HAP
dans la lagune ont considéré les sédiments et les
organismes benthiques (Amorri et al., 2005) alors que
les travaux sur le plancton sont rares. Ben Said et al.
(2010) ont pu isoler les microorganismes des
sa&diments la lagune qui ont été capables de dégrader
les HAP. Ces microorganismes appartiennent a
différents groupes de bactéries a Gram positifs (30%)
et a Gram négatifs (70%). Or, les bactéries
hétérotrophes jouent un réle crucial dans le cycle
biogéochimique du C dans les eaux marines. Elles
utilisent la matiére organique dissoute et elles sont les
principaux reminéraliseurs de la matiére organique.
Elles sont auss les producteurs importants dans les
réseaux trophiques microbiens et la boucle
microbienne.

Dans lalagune de Bizerte, le bactérioplancton joue un
réle significatif dans ’utilisation du C biogene et son
transfert vers les consommateurs planctoniques
(Sakka Hlaili et al., 2008; Grami et al.,2008). Pour
cela, la présente étude vise a examiner l’effet du
B[a]py sur la croissance et |a production des bactéries
hétérotrophes dans la lagune.
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MATERIEL ET METHODES

1. Site d’étude

La lagune de Bizerte (37°8°-37'14’N, 9'48’-956’E)
est située sur la cote nord de la Tunisie. Elle a une
superficie de 150 km? et une profondeur moyenne de
8 m. Ce plan d’eau communique avec la mer
Méditerranée par un canal de 12 m de profondeur et
de 7 km de longueur. L’apport marin est fort en été,
avec une circulation anticyclonique dans la lagune
(Harzallah, 2002). Les vents dominants du nord-ouest
congtituent le facteur principal forcant, puisgue les
marées sont négligeables (Mansouri, 1996). Cette
lagune, connue par une importante activité de péche
et d’aquaculture, supporte une forte biomasse (1-7ug
Chl a|™) et une active production phytoplanctonique
(50-360 pg C m3d™") (Sakka Hlaili et al., 2007).
Ceci peut étre dd a une disponibilité nutritive assez
élevée (NO2 + NO3 : 0,8-11 uM ; PO,* : 0,14 —
0,48 uM) (Sakka Hlaili et al., 2006).

2. Echantillonnage

Deux stations d’échantillonnage ont été choisies selon
la nature du stress anthropique auquel elles sont
soumises. La station C, localisée dans le canal est trés
polluée par les HAP (Trabels et Driss, 2004) en
raison de sa proximité des apports industriels
provenant de la cimenterie et de la raffinerie
pétroliere. La station L, située dans la lagune, est
faiblement polluée par les HAPs (Trabelsi et Driss,
2004) (Figl). Ces deux stations (C, L) ont fait I’objet
d’un échantillonnage en été (juillet 2009) et en
automne (novembre 2009).

A chaque échantillonnage, des variables abiotiques
ont été mesurées in situ. La température de I’eau et la
salinit¢ ont ¢été déterminées au moyen d’un
salinométre muni d’un thermomeétre (microprocessor
conductivity Meter LF 169). La turbidité de I’eau a
ét¢ mesurée au moyen d’un néophélométre de type
Haech 2100 P alors que le pH des eaux a été relevé a
l’aide d’un pH-métre (WTW 538). Des échantillons
d’eau ont été aussi collectés sur toute la colonne
d’eau en utilisant un tuyau en plastique. Ces
échantillons ont servi a analyser les sals nutritifs (
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NO;, NO,, NH, et Si (OH), ) et dénombrer le
bactérioplancton.

3. Expérience de contamination par le B[a]py

Afin de déterminer 1’effet du B[a]py sur le
bactérioplancton, quatre expériences de
contamination ont été conduites a chaque station (C et
L) et durant les deux mois (juillet et novembre 2009).
A chaque station, 1’eau prélevée (2 1) a été préfiltrée
sur un filet Nitex (200 pm, afin d’enlever le
mésozooplancton) puis mélangée avec une eau (20 1)
filtrée sur une capsule de filtration (Polycap 75 AS,
0,2 pum) et autoclavée (afin d’enlever toutes les
particules). Ensuite, ce mélange a été enrichi par des
solutions nutritives (NO'3, PO,> et de Si(OH),) mis
sous un plafond lumineux (100 uE m? s%) & une
température de 25°C et a une photopériode 12 heures
de lumiéres pendant 3 jours pour acclimater les
cellules planctoniques. Pour permettre une bonne
prolifération des micro-organismes, les solutions
nutritives ont été ajoutées chagque jour au mélange.
Aprés acclimatation, le mélange a été dispersé dans
plusieurs bouteilles en polycarbonates de 2 | dont
deux bouteilles ont été prises pour faire des analyses
immédiates, le reste du mélange a été subdivisé en
trois lots. Un lot de bouteilles (6 bouteilles) a été
contaminé par une solution de B[alpy a une
concentration finadle de 05 mg I (traitement
B[alpyl), un second lot (6 bouteilles) a recu la
solution de B[a]py a une concentration finale de 1 mg
It (traitement B[a]py2) et un troisiéme lot (6
bouteilles) non traité par le B[a]py a servi comme
témoin (traitement T).

Les trois lots de bouteilles contaminées et témoin ont
été incubés pendant 6 jours sous un plafond lumineux
aux mémes conditions décrites précédemment.
Durant I’incubation, les bouteilles des traitements
B[a]py1l et B[a]py2 ont recu la solution de B[a] py aux
concentrations finales de 05 mg I* et 1 mg I,
respectivement. Des solutions nutritives, ont été
gjoutées aux trois lots au début et a chaque jour de
Iincubation afin de maintenir la croissance
planctonique. Deux bouteilles de chaque traitement
ont éé prises au début, 2°™ 4°™ et 6°™ jours
d’incubation pour analyser le B[a]py dissous,
dénombrer le bactérioplancton et mesurer la
production bactérienne.

4, Analyse au laboratoire

4.1. Nutriments

Pour analyser les nutriments, des échantillons de 500
ml ont été filtrés sur des filtres en polycarbonate de
0,2 um, lesfiltrats ont été conservés a -20°C jusqu’a
I’analyse. Les nitrites et les nitrates ont é&té
déterminés selon le procédé de (Wood et al., 1967).
L’ammonium a été mesuré suivant la technique de
(Koroleff, 1969). Les analyses des phosphates et de
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I’acide orthosilicique ont été basées sur les méthodes
de Murphy et Riley (1962) et de Mullin et Riley
(1955), respectivement. Les limites de détection des
méthodes analytiques d’analyse de NO,, NOj,
NH,", PO, et Si(OH), sont 0,01, 0,05, 0,05, 0,02 et
0,1 UM, respectivement.

4.2, B[a]py dissous

Pour extraire le B[alpy dissous,
d’extraction liquide-liquide a été utilisée.
Cette méthode se repose sur le transfert par agitation
dans une ampoule a décantation, des solutés de
matrice liquide comme 1’eau vers un autre solvant qui
est dans notre cas I’acétate d’éthyle. Le surnageant
récupéré a éé ains versé dans une ampoule a
décantation de 250 ml, a la quelle 40 ml d’acétate
d’éthyle ont été ajouté et D’agitation s’effectuait
doucement. Le gaz formé lors de cette agitation a été
évacué de temps en temps en ouvrant le robinet de
I’ampoule. A la fin de cette opération, deux phases
ont apparu: une inférieure récupérée dans un bécher
et une supérieure correspond a la phase organique
contenant le B[a]py extrait de 1’échantillon
(surnageant). Cette derniére a été récupérée dans une
bouteille en verre ombrée, en la faisant passer a
travers un entonnoir en verre contenant de la laine de
verre surmonté de sulfate de sodium anhydre
(Na,SO,). Cette combinaison entre lalaine de verre et
le sulfate de sodium anhydre permet de concentrer les
impuretés contenues dans le solvant. La phase
inférieure récupérée dans le bécher a été versée de
nouveau dans I’ampoule a décantation et le méme
processus a été refait en ajoutant 40 ml d’acétate
d’éthyle. La récupération de la phase organique s’est
réalisée dans la méme bouteille, qui a été ensuite
préservée au réfrigérateur jusqu’au moment de
I’analyse (Lei et al., 2007).

4.3. Abondance du bactérioplancton

Des échantillons de 10 ml ont été préservés avec du
formaldéhyde (concentration finde de 4%), puis
gardés au froid a 10°C. 2 ml de chaque échantillon
ont été marqués par 0,2 ml d’une solution d’acridine
orange pendant 2 mn (Hobbi et al. 1977, Parson et al.
1984), puis filtrés sous faible pression sur un filtre
noir (0,22 um, en polycarbonate). Le filtre noir a été
ensuite monté entre lame et lamelle avec une goutte
d’huile a immersion. Le comptage a été effectué sous
microscope épifluorescent a 1’objectif x 100 en
utilisant le filtre bleu. Pour chaque échantillon, au
moins 200 cellules ont é&é comptées dans 20 champs
pris au hasard. La concentration cellulaire du
bactérioplancton a été calculée selon Parson et al.
(1984).

4.4. Production bactérienne

La production bactérienne (PB) a été estimée par la
méthode d’incorporation de thymidine tritiée (°H-
TdR) telle que décrite par Fuhrman et Azam (1982) et
modifiée par Torréton et Dufour (1996). La
thymidine est rapidement absorbée par les cellules,

la méthode
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elley demeure stable puis se convertit en nucléotides.
Le temps d’incorporation de 1’°H-TdR est d’une
heure, de ce fait elle ne sera pas incorporée par
I’ADN des cellules eucaryotes (manquent de

thymidine kinase). En effet, la ®H-TdR dans les eaux
aérobiques et pélagiques peut étre considérée comme
spécifique aux bactéries hétérotrophes.
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Figure 1. Localisation des stations d’étude dans le canal (C) et la lagune (L) de Bizerte.

Des bouteilles (A (blanc), B, et C) ont été remplies
d’eau (20 ml) collectées des trois traitements (T,
B[alpyl et B[a]py?2) et pré-filtrée sur un filet Nitex de
maille 20 um. Les bouteilles ont été préalablement
enveloppées avec du papier adhésif noir pour éviter la
photo-perturbation du métabolisme bactérien. Les
bouteilles (A) ont été immédiatement fixées avec 400
pl de formol 37 % (préfiltré sur 0,2 um). Toutes les
bouteilles ont été ensuite inoculées avec une solution
de *H-TdR a une concentration finale de 20 nM et

incubées pendant 1 h, aux mémes conditions de
I’expérimentation.

A lafin des incubations, le développement bactérien
a été arrété en gjoutant 400 ul de formol (37%) aux
bouteilles B et C. Le contenu de chaque bouteille a
été transvasé dans un tube a de 100 ml et placé
dans un bain de glace. En effet, I’ADN bactérien est
extraite a froid (- 4°C) en ajoutant 20 ml d’acide
trichloroacétique (10 %) au contenu de chaque tube.
Aprés 5 min, les échantillons ont été filtrés sur des
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filtres en nitrate de cellulose (0,22 pm). Les
macromol écules retenues sur les filtres ont été par la
suite précipitées en rincant 5 fois le filtre avec 1 ml
d’acide trichloroacétique (TCA glacé 5%) puis 3 fois
avec 2 ml d’une solution refroidie d’éthanol (80%)
afin d’éliminer la thymidine non incorporée dans
I’ADN. Chaque filtre a éé ensuite placé dans une
fiole a scintillation contenant 1 ml d’acétate d’éthyle
(afin de dissoudre le filtre) puis laisse 30 mn sur
agitateur. Enfin, le liquide de scintillation (BCS
Amersham) a été gouté (7 ml) aux fioles et la
gquantité de radioactivité émise par le tritium
incorporé a I’ADN a été quantifiée par un compteur a
scintillation liquide (Beckman LS 6000IC).

4.5. Caleul

4.5.1. Calcul du taux de la production bactérienne
Le nombre de moles de thymidine incorporée dans
chaque échantillon a été calculé selon 1’équation (A):

mmol TdRITh1=(U x 45 x 10 x 1)/(As x t x V)
(A)

Avec:

U : Différence de radioactivité (en dpm) entre
I’un des duplicata (B et C) et le blanc (A)

As: Activité spécifique de la solution de
thymidine radioactive (65Ci mmol™ 4,510%: le
nombre de curie par dpm

t : temps d’incubation

V : volume incubé (1)

Le nombre de bactéries produites a é&té calcul é a partir
du nombre de mmol de TdR incorporée selon
I’équation (B) :

Bactéries I h™" = A x 10° FCT Bactéries I
'h'=Ax10°FCT

Avec:

A : nombre de mmol de TdR I"* h* déterminé
par I’équation A.

FCT (facteur de conversion de thymidine): le
nombre des bactéries produites par mole de
thymidine incorporée. Selon Fuhrman et Azam
(1982) il correspond & 1,4 x 10%,

Le nombre des bactéries produites a été converti en
termes de biomasse carbonée produite selon
I’équation (C) :

PB (ugCI*'j") =B x10°FCCx 24

Avec:

B: le nombre de bactériesl™h?
déterminé par 1’équation (B)

FCC (facteur de converson de
carbone): la quantité de carbone par biovolume
bactérien. Un facteur de 10 fg C cellule™® a été utilisé
dans notre calcul.

4.5.2. Calcul du taux de croissance des bactéries
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Pour les différents traitements (T, B[a]pyl, B[alpy2),
les abondances bactériennes ont été utilisées dans le
but de calculer le taux de croissance bactérien en
utilisant le modéle exponentiel de Landry et Hassett
(1982) selon 1’équation initiale (1):
Ntz No elJt

Avec:
No: Abondance bactérienne (cellules 1Y) initiale
N: Abondance bactérienne (cellules|™) au tempst
g: Taux de la croissance nette (j') =Taux de
croissance brute-Taux de mortalité
t: durée d’incubation (j)
L’équation (1) est transformée comme sulit:

Ln(N;/ Ng) =t (2

L’équation (2) est celle d’une régression de
Ln (N¢/ Ng) en fonction du temps de laformey = ax.
La pente de cette régression représente le taux de
croissance nette (a= ).
6. Analyses statistiques
Les données obtenues de I’étude du milieu naturel et
des expériences de contamination ont été traitées
statistiquement par le logiciel SPSS version 14.0 pour
Windows.
6.1. Moyenne
Lamoyenne se définit par : M=[S()]/N
Avec N : nombre de sujets d’un échantillon donné
6.2. Ecart-type
L’écart-type (8) se définit comme étant la racine
carrée de la variance (8°) avec:

=S (x-m)?/(n-1)

n : nombre de replicats.
6.3. Analyse des variances et test de comparaison
multiple
Pour tester I’effet de la contamination par le B[a]py
sur les variables bactériol ogiques (abondance, taux de
croissance, taux de production), une analyse des
variances (ANOVA) a deux facteurs fixes (le jour et
le traitement) a été utiliste. La normalité de la
distribution des données (test de shapiro-Wilk) et
I’homogénéité des variances (test de Bartlett-Box) ont
été vérifiées. L’ANOVA a permis de comparer les
moyennes des différents traitements (T, B[a]pyl,
Bla]py2). Lorsque ’ANOVA a été significative,
I’analyse a été suivie par un test de comparaison
multiple entre les différents traitements (test de
Tukey).
6.4. Corrélation
Le coefficient de corrélation de Spearman a été
calculé pour tester la relation linéaire entre les
abondances du bactérioplancton et les facteurs
abiotiques (température, sainité, concentration en
éléments nutritif).
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RESULTATS

1. Variation spatio-temporelle du milieu naturel
1.1. Variation desfacteurs physico-chimiques

La température de I’eau a montré des valeurs ¢levées
en juillet (moyenne: 27,30°C) et des valeurs plus

faibles en automne (moyenne: 19,45°C) au niveau des
deux stations (Tableau ). La salinité n’a pas présenté
une grande différence entre les saisons dans les deux
stations avec un écart maximum de 1,8 PSU entre
novembre (moyenne: 35,8 PSU) et juillet

Tableau |. Facteurs physico-chimiques enregistrés au niveau des stations d’étude en juillet et novembre 2009.

Cand Lagune
Juillet Novembre Juillet Novembre

Température (°C) 27,5 19,4 271 19,5
Salinité (PSU) 34,1 35,6 33,9 36,00
Turbidité (NTU) 3,57 12,00 2,67 10,00

pH 8,23 8,12 8,18 8,08

NOsz + NO3* (uUM) 12,55+ 0,46 17,19+0,23 036+0,13 1,81+044
NH4" (UM) 1,36 £ 0,20 3,70+ 0,11 1,79+0,07 235+1,63
PO4™ (UM) 0,93+ 0,00 0,06 + 0,03 0,15+0,10 2,35+1,63
Si(OH)4 (LM) Nd 0,62 + 0,03 Nd Nd

(moyenne: 34 PSU). Le pH enregistré en juillet ne
différait pas de celui de I’automne dans les deux
stations, sa valeur moyenne étant de 8,14. La turbidité
mesurée pendant la saison estivale a été de I’ordre de
3,57 NTU au niveau du canal et de 2,67 NTU au
niveau de la lagune. Elle a été plus faible que celle
enregistrée pendant la saison automnale (10-12 NTU)
au niveau des deux stations (Tableau I).

Les données concernant les sels nutritifs, ont révélé
gue les concentrations en phosphates ont été
fluctuantes entre les stations et les mois (Tableau I).
Lavaleur laplus élevée a été enregistrée au niveau de
la station lagune (2,35 uM) en novembre et la plus
faible (0,06 pM) mesurée au niveau de la station
canal pour le méme mois. Les concentrations en
ammonium ont été plus élevées en novembre (C: 3,70
uM; L: 2,35 uM) qu’en juillet (C: 1,36 pM; L: 1,79
UM). Par ailleurs, les concentrations en nitrates et
nitrites enregistrées au niveau du cana (12,55-17,19
MM) ont largement dépassé celles observées au
niveau de la lagune (0,36-0,81 pM). Seule la
concentration en Si(OH), au niveau du cana en
novembre a été mesurée, elle était de 1’ordre de 0,62
UM,

1.2. Variation du bactérioplancton

En juillet, I’abondance cellulaire de bactérioplancton
au niveau de la station lagune (3 108 cellules|™) a été
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plus faible que celle observée au niveau de la station
cana (5 10° cellules I™). Par contre en novembre, le
bactérioplancton a montré des abondances similaires
entre les deux stations. (10 10° cellules I™) qui ont été
plus prononcées que celles dejuillet. (Figure 2).

2. Effet du B[a]py sur le bactérioplancton

2.1. Evolution temporelle du B[a]py dissous
au cour s des expériences de contamination

A la saison edivde au niveau du cana, la
concentration du B[a]py a chuté de 0,01 20,005 mg I
!, dans le milieu témoin. Par contre, les teneurs de ce
contaminant ont augmenté lors des incubations avec
les contaminants B[a]pyl (de 0,01 & 0,3 mg I™) et
Bla]lpy2 (0,01 41,07 mg I™") (Fig 3). Pour le mois de
novembre, au niveau du canal, la concentration du
Bla]py est restée presque constante (0,0006 mg ™)
dans le témoin. Apres les contaminations par B[a]pyl
et B[apy2, les teneurs du B[alpy ont augmenté
respectivement de 0,0006 & 1,95 mg I et de 0,0006 &
1,009 mg I™* (Figure 3). Au niveau des deux stations,
les concentrations du B[a]py dissous mesurées alafin
des incubations étaient plus élevées dans les
traitements B[a]py2 que les traitements B[ a] py 1.

A la dation lagune, pendant la saison estivale, les
témoins ont montré une chute de la concentration du
Blalpy de 0,1 & 0,005 mg I™. Dans le traitement
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B[alpyl une augmentation de la concentration du
Blalpy (de 0,1 & 0,9 mg I™") a éé observée. Une
élévation plus importante (de 0,11 42,23 mg |™") a été
détectée aprés la contamination B[a]py2. A la saison
automnale, la concentration en B[a]py dans le témoin
a auss peu changé au cours des incubations (0,0006

12

10

108 cellules I

40,008 mg I™"), mais elle a augmenté dans les milieux
contaminés (Figure 3).

2.2. Evolution des abondances du bactérioplancton
au cour s des expériences de contamination

Au cours des expériences menées en éé au niveau
des deux stations, les deux contaminations par B[a]py

M lagune

canal

juillet

novembre

Figure 2. Abondance du bactérioplancton au niveau du canal et lalagune de Bizerte en juillet et novembre 2009
(Moyennes + écart-types).

ont été suivies par une augmentation significative de
I’abondance du bactérioplancton par rapport au
témoin (Figure 4). L’augmentation la plus prononcée
a été observée apres le traitement B[a]py2. En effet,
I’abondance a passée de 500 10° cellules I au début
d’incubation a 2700 10° cellules 1" en fin
d’expérience.

Pendant I’automne, au niveau de la lagune de Bizerte,
I’abondance bactérienne est presque restée constante
dans le témoin (1000 10° cellules I™). Cependant
aprés traitement B[alpyl, on a remarqué une
augmentation de ’abondance cellulaire de 1000 10°
cellules It jusqu'a un maximum de 5500 10° cellules
It observé au 4°™ et 6™ jours d’incubation. De
méme les concentrations des bactéries ont augmenté
progressivement du début (1000 10° cellules 1) & la
fin des expériences (6000 10° cellules I™) aprés
contamination B[a]py2 (Figure 4).

Les expériences menées au niveau du canal, pendant
la saison automnale, ont montré aussi un effet
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stimulateur du B[a]py sur le bactérioplancton. Ainsi,
les abondances ont augmenté significativement dans
les traitements B[a]pyl (de 2000 10° & 3000 10°
cellules 1) et B[a]py2 (de 5000 10° & 5900 10°
cellules 1), par rapport au témoin. Dans ce
traitement, les concentrations ont resté presgue
constantes (de 1000 10° & 2000 10° cellules 1)
(Figure 4).

2.3. Evolution du taux de croissance du
bactérioplancton au cours des
expériences de contamination

Le taux de croissance du bactérioplancton a montré
une différence significative entre les traitements
(p<0,05) quelque soit le mois. En juillet, au niveau
des deux stations, la croissance du bactérioplancton a
été stimulée par les gjouts de deux concentrations du
Blalpy. En effet les taux de croissance de ces
microorganismes dans les traitements B[alpy 1 et



Concentration du B[a]py dansles traitements B[a]py1l et B[a]py2 (mg I'l)
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Blalpy 2 (0,41- 0,66 j*) ont éé 1,5 — 2,5 fois plus
élevés quelestémoins (0,23 - 0,29 ™) (Tableau I1).

En novembre, on a auss observé un effet stimulateur
du B[alpy sur la prolifération bactérienne. En effet,
les taux de croissance dans les témoins ont chuté (-
0,58 - -0,14 | alors qu’ils ont montré des valeurs
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Figure 3. Evolution temporelle des concentrations du B[a] py dissous aprés les différents traitements [T
, B[alpyl, B[a]py2] au cours des expériences menées en juillet et novembre au niveau du canal et de la
lagune de Bizerte (Moyennes + écart-types).

2.4. Evolution de la production bactérienne

au cour s des expériences de contamination.

Au cours des expériences menées en été au niveau
des deux stations, les deux contaminations ont induit
une augmentation significative de la production
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bactérienne par rapport au témoin (Figure 5).
L’augmentation la plus prononcée a été observée
aprés traitement B[alpy2. En effet, le taux de
production est passé de 45,13 mg C m™j™ au début
d’incubation & 135,61 mg C m™j ™ au quatriéme jour
au niveau des deux stations (Figure 5).
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Pendant 1’automne, au niveau de la lagune la
production bactérienne est restée presque constante
dans le témoin (26,72 mg C m*j™). Cependant aprés
traitement B[a]pyl, on a remarqué une augmentation
de la production jusqu'a un maximum de 416,03 mg

C m?j™ observé au 4°™ jour d’incubation. De méme

la production

a augmenté progressivement du début

(22,43 mg C m3j™) alafin des expériences (779,227
mg C m?j™) dansle traitement B[a]py2 (Figure 5).
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Figure 4. Evolution temporelle des abondances cellulaires du bactérioplancton aprés les différents traitements
[T, B[alpyl, B[apy2] au cours des incubations de juillet et de novembre réalisées dans le canal et lalagune de
Bizerte (Moyennes + écart-types).

Tableau I1. Taux de croissance (j%) du bactérioplancton mesurés aprés les différents
traitements [T, B[a]py 1, B[alpy 2] au cours des expériences menées au niveau du canal et la
lagune de Bizerte (Moyennes + écart-types).

Canal

L agune

T Blalpy 1 Blalpy?2

T Blalpyl Blalpy?2

Juillet 2009  0,29+0,00 0,41+0,03 0,57+0,02 0,23+0,043 0,54+0,01 0,66+0,01

Novembre  -0,14+0,01 0,11+0,00 0,33+0,00 -0,58+0,44 0,50+0,01 0,54+0,00

2009
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Les expériences menées au hiveau du canal, pendant
la saison automnale, ont montré auss un effet
stimulateur du B[a]py sur le taux de production des
bactéries surtout aprés la contamination B[a]py2. En

effet, les taux ont augmenté significativement dans ce
traitement (de 93,49 4288,4 mg C m*j™) par rapport
au témoin (Figure 5).
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Figure 5. Evolution temporelle de la production bactérienne aprés les différents traitements [T, B[a]py1,
B[a]py2] au cours des incubations de juillet et novembre réalisées dans le canal et lalagune de Bizerte
(Moyennes * écart-types).

DISCUSSION

1. Variation estivo-automnale du bactérioplancton
au niveau du milieu naturel

Les abondances cellulaires du bactérioplancton ont
varié significativement entre les saisons ainsi que les
stations. En été elles étaient de 'ordre de 3 10°
cellules|™ et de 5,2 10° cellules | * dans lalagune et le
canal, respectivement. En automne, les abondances
bactériennes enregistrées dans les deux stations ont
été similaires (10,5 10° cellules IY). Ces intervalles de
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densité se rapprochent de ceux déterminés (3,7-13,4
108 cellules 1Y) dans différentes stations de la lagune
de Bizerte dans une étude antérieure (Grami, 2009).
Ces valeurs sont aussi similaires a celles reportées
pour le Golfe de Lion (Méditerranée nord ouest) ou
’abondance des bactéries a varié entre 3 et 12 10
cellules It avec les plus importantes concentrations
aux stations cotiéres (Van Wambeke et al., 2002). Par
contre, dans les eaux nord-ouest méditerranéennes les
abondances bactériennes correspondent a la limite
inférieure des valeurs rapportées pour la lagune
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(5108 cellules|™, Gasol et al., 1998; Pedrés-Alid et
al., 1999). Van Wambeke et al. (2001) ont rapporté
pour le nord-ouest méditerranéen une abondance
parmi les plus élevées pour des milieux marins
méditerranéens (2 10° cellules|™).

Pluseurs facteurs environnementaux peuvent
interagissent pour contréler le bactérioplancton. La
température a été reportée comme un facteur majeur
qui contrdle le métabolisme des bactéries et par suite
leur croissance. En effet, plusieurs travaux ont signalé
des corrélations positives entre la densité cellulaire de
bactérioplancton et ce facteur abiotique dans
différents milieux, tel que les eaux de 1’Orégon (Sherr
et al., 2001), un estuaire sub-tropicale (Murell, 2003),
la baie de Narragansett (Staroscik et al., 2004) et le
fleuve de Mondego (Bacelar-Nicolau et al., 2003). De
méme dans la lagune de Bizerte Grami (2010) a
trouvé auss une relation linéaire positive entre la
température et les bactéries. Contrairement a ces
travaux, aucune corrélation significative n’a été
observée entre la densité bacté&rienne et la
température au cours de cette éude. La croissance
bactérienne a été stimulée en automne par rapport en
été dans les deux stations. Ceci pourrait étre expliqué
par la forte disponibilité en nutriments phosphorés.
En effet une corrélation négative a été trouvée entre
les bactéries et le PO,* (r = -0,390 p<0,01) aux cours
de cette étude, témoignant de 1’utilisation de cet
élément lors de la croissance bactérienne. Plusieurs
travaux ont effectivement montré que le phosphore
est le principal nutriment inorganique qui limite la
croissance bactérienne (Thingstad et al., 1998, Vrede
et al., 1999 ; Pinhassi et Berman 2003, Jardillier et
al., 2004, Rejas et al., 2005). Vrede et al. (1999) ont
déclaré que méme dans les écosystémes ou le
phytoplancton est N-limité, le bacterioplancton est
limité par le P.

La croissance des bactéries dépend aussi de la matiére
organique dégradable disponible. L’évolution des
bactéries est donc liée ala présence de phytoplancton
dans le milieu pélagique ou elles baignent. Le cycle
de vie du phytoplancton étant court (de I’ordre de
quelques jours maximum) (Bougis, 1974), la nutrition
des bactéries est toujours assurée tant que le
phytoplancton se développe dans la colonne d’eau. Le
développement des communautés bactériennes dans
un milieu semi-ouvert (ce qui est le cas de la lagune
de Bizerte) dépend du temps de résidence des
populations bactériennes (Crump et al., 2004). C’est
le temps moyen nécessaire pour un volume d’eau
dans une parcelle spécifique du milieu pour le quitter
(Monsen et al., 2002). Dans de petits estuaires, le
temps de résidence peut étre trop court pour assurer le
développement des communautés bactériennes
locales (Troussellier et al., 2002; Henriques et al.,
2006). Dans lalagune, le temps de résidence est assez
long et atteint plusieurs mois, ce qui favorise une
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prolifération bactérienne accrue en présence de
conditions favorables aleur développement.

2. Evolution du B[a]py dissous

au cour s des expériences de contamination
Les courbes représentant les teneurs de B[a]py dans
le milieu de culture, ont montré des fluctuations de la
concentration de ce polluant aprés les traitements
Blalpyl et B[apy2. Ces variations ont révélé une
élévation suivie ou non par une chute quelque soit le
traitement (B[a]pyl ou B[a]py2) (Figure 3). Ceci peut
étre expliqué en premier lieu, par le fat que
I’intervalle de temps qui sépare le moment de la
derniére contamination et le moment de la
contamination suivante a été relativement long (24
heures), ce qui n’est pas en accord avec le temps
inscrit par Wang et al. (2008) qui ont additionné les
HAPs chague 8 heures. Cette variation de B[a]py
peut étre expliquée par le fait qu’il y a déplacement
du B[a]py du milieu de culture vers le particulaire, ce
qui a été auparavant signalé par Lel et al. (2007).
Puisque nos traitements ont été effectués sur toute la
communauté microplanctonique, le B[a]py a été donc
soumis a plusieurs facteurs y compris les conditions
environnantes telles que la température et la lumiére,
ains que la composition du milieu, notamment les
especes planctoniques présentes.
Plusieurs études ont montré que le bactérioplancton
n’accumule pas le B[a]py mais il 1’utilise comme
substrat de croissance (Ye et al., 1996). La
dégradation du fluoréne par les bactéries, se fait le
plus souvent en conditions aérobies (Kanay et
Harayama, 2000; Samanta et al., 2002). L’attaque se
fait au niveau d'un anneau, en général terminal, gréce
a une enzyme, la dioxygénase, donnant une structure
de type catéchol. Ensuite, par action d'une seconde
dioxygénase, il y a rupture de la structure formée (en
ortho ou méta des groupes hydroxyles), suivie par
dautres ruptures. Les sous-produits formés sont
généralement plus solubles, plus mobiles et peuvent
présenter une toxicité. Le naphtaléne est 1’un des
HAPs les plus smples et les plus facilement
biodégradables. Ainsi, les voies métaboliques de
dégradation par des souches de Pseudomonas sp. ont
été les premiéres voies étudiées et sont trés connues
(Sutherland et al., 1995). Le B[alpy est métabolisé
avec difficulté, di a sa faible solubilité dans 1’eau, sa
forte énergie de résonance et sa toxicité (Cerniglia,
1992; Wild et Jones, 1993).

Les études menées dans la lagune de Bizerte par Ben
Said et al. (2010) ont montré en premier lieu que les
microorgani smes isol és capables de dégrader les HAP
appartiennent a différents groupes de bactéries a
Gram positifs (30%) et a Gram négatifs (70%). Parmi
cellesci les bacilles a Gram négatifs (74%) sont
prédominants. Un faible nombre de souches (6%)
dégradant les HAP a été isolé a partir des sédiments
faiblement & moyennement contaminés, contre un
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nombre élevé de bactéries résistantes aux métaux
lourds et aux antibiotiques a partir des sédiments les
plus contaminés (42%).

La température est un paramétre pouvant influencer
la biodégradation du pétrole en modifiant son état

physique, sa composition chimique, [’activité
physiologique de microorganismes e  par
conséquence la vitesse de dégradation des

hydrocarbures. (Atlas, 1981; Leahy et Colwell, 1990).
Une diminution de la température est généralement
accompagnée par une diminution de la vitesse de
biodégradation qui peut étre expliquée par une
décroissance de D’activité enzymatique. Des
températures plus élevées ont pour effet d’augmenter
la vitesse de biodégradation (Waworth et al., 2001;
Sandvik et al., 1986; Song et al., 1990).

Roe et al. (1998) ont mis en évidence que certains
copépodes tels que Calanus finmarchius accumule du
naphtaléne dans les premiers jours d’exposition a ce
HAP. Landrum et al. (2003), ont reporté que chez

I’amphipode Diporeia spp., le facteur de
bioconcentration diminue lorsque la concentration de
naphtal éne augmente.

Concernant le phytoplancton, diverses études ont
montré que les microalgues sont capable de
bioconcentrer et métaboliser les HAP. Hong et al.
(2008) ont mis en évidence la capacité
d’accumulation et de dégradation du phénanthréne et
du fluoranthéne chez Sceletonema costaum et
Nitzchia sp. Lel et al.,(2007). ont trouvé que les
especes Chlorella  wvulgaris Scelenastrum
capricornitum  ,Scenedesmus  platydiscus et
Senedesmus quadricauda peuvent accumuler le
fluorenthéne et le pyréne.

Comme il peut les accumuler, le phytoplancton est
capable auss de dégrader les contaminants. Des
études ont montré que certains microalgues
(Chlorella sp., Scenedesmus obliquus, Scelenastrum
capricornitum et Ochromonas danica) sont capables
de dégrader divers xénobiotiques comme I’herbicide
2,4 dichlorophénoxyacétique acide (Butler et al.,
1975), des composés phénoliques (Klekner et
Kosaric, 1992) et les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (Cerniglia et al., 1980 ; Warshawsky et
al., 1995).

En plus de D’effet des microorganismes, on peut
attribuer la chute de la concentration du B[a]py dans
le milieu de culture a I’effet de la lumiére. En effet,
Miller et al. (2000) ont montré que la lumiére
provoque la photodécomposition des HAP, la demi-
vie de photodécomposition du B[a]py étant de 20
heures (Djomo et al., 2004).

Nos résultat ont montré que la biodégradation est
variable d’un milieu a un autre, d’une station a une
autre et d’un mois a un autre .Ce ci peut étre dii a la
variabilité de la composition des différents groupes
planctoniques.
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3- Effet du B[a]py sur le bactérioplancton

La contamination par les deux concentrations de
Bla]py a montré que, I’ajout de cet hydrocarbure a
induit un effet stimulateur sur le bactérioplancton. En
effet, en novembre, au niveau des deux stations, les
abondances des bactéries ont augmenté dans les deux
traitements B[a]py1 et B[a]py2 (de 1 &6 10° cellules
Iy par rapport au témoin. Dans ce dernier les
concentrations de ces microorganismes est restée aux
aentours de 1 10° cellules I'* (Figure 4). Le méme
effet a été observé durant les expériences de 1’été.
Pendant cette saison le bactérioplancton atteignait des
concentrations maximales dans les milieux
contaminés (B[a]py1: 2,59 10° celleules |, B[alpy2:
2,72 10° cellules I'™Y) par rapport au témoin (6,18 10°
cellules|™).

En général, les charges bactériologiques les plus
importantes observées dans la lagune de Bizerte ont
été localistes en face des zones urbaines ou
conchylicoles. Ces zones, éant exposées aux rejets
domestiques ou exploitées par des activités
anthropiques, sont riches en matiére organique. Ceci
favorise la survie et la multiplication des bactéries
(Essid et al.,, 2008). La richesse en composantes
organiques dans le sédiment a induit une
augmentation dans la charge en bactéries
hétérotrophes cultivables (BHC) et particuliérement
les Vibrios, suggérant que ces bactéries sont de bons
indicateurs quant a I’accumulation de la matiére
organique dansle sédiment (LaRosa et al., 2004).
Peu d’études ont mis en évidence 1’effet des polluants
sur la production bactérienne. La présente étude a
montré une augmentation significative de cette
production en été par rapport au milieu témoin, aprés
les traitements B[a]pyl et B[a]py2. L’augmentation
la plus prononcée a éé observée apres la
contamination B[alpy2. En effet, le taux de
production est passé de 45,13 mg C m? ™ au début
d’incubation a 135,61 mg C m™j™ au quatriéme jour
au niveau des deux stations (Figure 5). De méme pour
la saison automnale, les traitements par le B[a]py ont
été suivis par une augmentation plus ou moins
importante de la production bactérienne. La station
lagune a montré une augmentation de la production
jusqu'a un maximum de 416,03 mg C m* ™ observé
au 4°m jour d’incubation apres traitement B[a]pyl et
une production de 779,227 mg C m3j™ ala fin des
expériences dans le traitement B[a]py2 (Figureb). Au
niveau du canal, on a auss signaé un effet
stimulateur du B[a]py sur le taux de production aprés
la contamination B[a]py2. Les taux ont augmenté
significativement aprés contamination (de 93,49 a
288,4 mg C m*j™) par rapport au témoin.
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CONCLUSION

La présente étude nous a permis de conclure qu'au
niveau des deux stations il existe une dynamique
importante du  bactérioplancton.  L’abondance
bactérienne a été plus importante en automne au
niveau des deux sations. Ceci peut étre di au
changement saisonnier des facteurs abiotiques,
surtout des nutriments. Au cours de 1’été, le
bactérioplancton a présenté des abondances plus
fables. Le suivi de la communauté bactérienne
contaminée par le B[a]py, nous a permis de conclure
gue les contaminations ont induit une augmentation
significative de I’abondance du bactérioplancton et de
son taux de production par rapport au témoin.
L’augmentation la plus prononcée a éé observée
aprés contamination avec la plus forte concentration
du B[a]py. L’étude de I’évolution temporelle de la
concentration du B[a]py dissous nous a montré que
quelque soit les stations et les mois, le B(a)py dissous
a été détecté au O jour. Au cours des jours de
I’expérience, cette teneur a chuté dans les milieux
non contaminés (Témoain). Ceci a été expliqué par la
mise en place des processus de photo-oxydation et de
biodégradation du B[alpy. En effet les bactéries
n’accumulent pas le B[a)]py mais elles |e dégradent.
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