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Résumé:

Les espéces microbiennes qui se développent dans des milieux extrémes sont parmi
les modéles les plus fascinants pour I'isolement de nouvelles biomolécules
fonctionnelles et hautement stables sous des conditions extrémes (antibiotiques,
bactériocines, bactériorhodopsine, osmorégul ateurs, enzymes etc...).

L'Algérie, et principalement le Sahara, offre un vaste champ dinvestigation pour
I'isolement et I'étude de ces microorgani smes.

Cette étude a porté sur une catégorie particuliere de ces microorganismes a savoir
les thermohal ophiles.

12 souches ont pu étre isolées a partir de la Sebkha d'El Goléa en raison des deux facteurs
de stress imposés dans I’ isolement a savoir : la salinité et latempérature. Certaines d’ entre
elles ont été caractérisées au niveau de I'espece par |'application des techniques
de microbiologie conventionnelles et autant des techniques de biologie moléculaire et
de bioinformatique.

L'étude a révélé que parmi les souches isolées, |I'une d entre elles appartient a la famille
des Halobacteriaceae désignée H6 halophile extréme pouvant croitre a une température
de 60 C°. Celle-ci démontre un intérét important en terme de production de biomolécules
(enzymes et anti-fungique).

Une souche désignée B9 rattachée au genre Piscibacillus peut croitre a une température
de 60 C° et en présence de (200 g/l de NaCl).

Une Actinobactérie désignée G2 peut croitre a une température de 70 C° et en présence
de (250 g/l de NaCl).

Motsclés: Milieu extréme, Sebkha d'El Goléa, Microorganisme, Thermohalophile,
Biomolécule.



Abbreviations:

Do280nm  : Absorbance at 280 nm

ADN . Acide desoxyribonucléque

ADNr 16S : ADN codant pour lasous unité 16S de I'ARN ribosomal
ARNr16S : Sousunite 16Sdel'ARN ribosomal

BSA . Bovine Serum Albumine

DMSO . Di methyl sulfoxyde

dNTP . Deoxynucleotide triphosphate

EDTA . Ethylene diamine tetra acetic acid

Kpb . Kilos pairs de bases

LB . Milieu Luria-Bertani

M : Marquer detaille des fragments ADN (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder)
pb . Paire de base

PCR . Polymerase Chain Reaction

RFLP . Restriction Length Fragment Polymorphism
RPM . Rotation par minute

SDS . Sodium dodecy! sulfate

TAE : Tampon TriAmonium/EDTA

™ : Méelting Temperature

TE : Tampon TriEDTA

VIV : Volume aVolume
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Introduction générae:

Le «screening » et la production de biomolécules représentent le centre d'intérét
des recherches en cours en raison de I'impact de leur utilisation pour des applications dans
différents domaines: médical, pharmaceutique, industriel et agroalimentaire...

Dans ce contexte la recherche et I’ exploration des organismes extrémophiles vivants
dans des écosystemes extrémes, facilité par le développement de nouvelles techniques
dinvestigation des microorganismes, représentent actuellement une source importante
en biomolécules actives d'intérét biotechnol ogique.

Parmi les environnements les plus extrémes existants au monde, les écosystemes
hyper-salins et les sources thermales sont |es plus connus et éudiés (Baati et al., 2008).

Ces habitats extrémes sont caractérisés par dautres facteurs, outre leur forte
contenance (concentration) en sel et la haute température, ils peuvent limiter la croissance
des organismes. Ces facteurs incluent le pH, la pression, I’oxygene, la disponibilité
d' ééments nutritifs et les radiations solaires.

L es microorganismes vivant dans de tels environnements sous ces conditions extrémes
sont tres intéressants. Outre leur rdle écologique évident mais ma connu,
ces microorganismes présentent |'avantage d ére un modée particulier pour [I'éude
structurale et fonctionnelle des molécules biologiques telles les protéines en particulier
les enzymes et I’ é&ude des mécanismes d’ adaptations a ces conditions extrémes (Cava et al.,
2009 ; Jr et Adams., 2008 ; L 6pez-Garcia., 2005). En plus de cet aspect fondamental,
ces microorganismes offrent une multitude d’applications potentielles dans les différents
domaines: médical, pharmaceutique, alimentaire, agronomique et industriel avec
des biomolécules incluant les enzymes inhabituelles « Extremoenzyme» fonctionnant
a des conditions extrémes de température, de salinité, de pH. L’exemple de I’ADN
polymérase et son importance est le plus édifiant. Les antitumoraux et les antibiotiques,
en particulier les halocines, les exopolysascharides constituent d autres molécules
potentiellement importantes.

De nombreuses équipes de recherche dans le monde s’ intéressent a ces extremophiles
(Aguilar et al., 1998).

Ainsi, les travaux antérieurs du laboratoire de microbiologie sur les microorganismes
extremophiles ont abouti alamise en évidence de nouvelles espéces et méme voir un nouveau
genre de Geosporobacter (Benmalek et al., 2009; Klouche et al., 2007), ains que
la découverte de nouvelles et nombreuses molécules potentiellement intéressantes (Boutaiba
et al., 2006; Hacene et al., 2000; Forar et al., 2007 et 2008).

Le présent travail sinscrit dans ce contexte. 1l a pour objectif principal |'isolement
et la caractérisation des souches thermohalophiles en vue de la production
de biomolécules.



Cette étude comporte trois parties :

la premiere partie de ce travail a éé consacrée a une recherche et une synthese
bibliographique portant sur les environnements extrémes, les organismes extremophiles,
en particulier les thermohalophiles, les principes et les techniques appliqués au cours
d une identification moléculaire et I’ établissement un arbre phylogénétique,

la deuxieme partie est un support expérimental qui décrit les méthodes utilisées pour :

- l'isolement des souches thermohalophiles a partir des échantillons des sites
de prélevement,

- la caractérisation physiologique, biochimique, microbiologique et la phylogénie
moléculaire en séquencant I’ARN 16S des especes sélectionnées afin de compléter leur
identification,

- la mise en évidence du potentiel enzymatique et le criblage des souches productrices
de substances antimicrobiennes.

Enfin, la troisieme partie élucide les différents résultats et une conclusion générale
qui relate les principaux résultats et perspectives de ce travail.
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1) Lesmilieux extrémes:

Au cours des trentes derniéres années et avec le développement de moyens
dinvestigation en particulier de biologie moléculaire, nous avons assisté a la découverte
d'une extraordinaire diversité de microorganismes habitant des milieux que l'on croyait
auparavant hostiles a la vie. Aujourd’hui, on sait que la vie microbienne sétend partout
la ou on trouve l'eau a I'éat liquide, des calottes polaires jusqu'aux sources hydrothermales
sous-marines, dans les déserts, dans les lacs hypersalins ou de soude, dans les eaux acides,
al'intérieur de la crolte terrestre...

Un environnement est dit extréme lorsque les paramétres physicochimiques qui
le caractérisent s approchent des limites, la ou la vie peut avoir lieu. (L 6pez-Garcia, 2005 ;
Seckbach, 2006).

Les environnements extrémes incluent différents parameétres extrémes (Rothschild
et Mancinelli, 2001) ;
- parametres physiques : température, radiation, pression, gravité et vide,
- parametres géochimiques : dessiccation, salinité, pH, oxygene et potentiel rédox.

2) Organismes extremophiles:

Un extrémophile est un organisme qui trouve son optimum de vie dans
un environnement extréme ou les conditions physico-chimiques sont insoutenables pour
le reste des étres vivants « ordinaires ». 1l ne tolere pas uniquement cet environnement mais
il requiert ses conditions extrémes pour sa survie. |l est capable de se développer
et d’accomplir la totalité de son cycle de vie sous ces conditions. Ce n'est pas le cas
des organismes extremotolérant qui peuvent survivre a des conditions extrémes mais qui
ont des optima de croissance dans des conditions moins extrémes (L 6pez-Gar cia, 2005).

Les extremophiles sont la plupart pluriextremophiles, s'ils ne le sont pas tous,
puisgu’ils vivent dans des habitats ou généralement plusieurs paramétres physicochimiques
atteignent des valeurs extrémes a lafois. Par exemple, de nombreuses sources thermales sont
acides ou alcalines en méme temps et généralement riches en métaux, et plusieurs lacs
hyersalés sont alcalins. Les fondes des mers sont généralement froids, oligotrophiques (peu
de nutriments) et exposés a des fortes pressions (L Opez-Garcia, 2005 ; Rainey et Oren,
2006).

Les extremophiles sont retrouvés dans les trois domaines de la vie: Eubacteria,
Eucarya et Archaea. Ce dernier est considéré comme le domaine des extremophiles
par excellence (Rainey et Oren, 2006 ; Seckbach, 2006).

En fait, I'histoire des extremophiles est trés ancienne. Elle commenca a la fin
du XIXe siécle ou une bactérie a été isolée dans un environnement extréme, «la mer
morte ». Elle a été apparentée aux groupes des bactéries halophiles (du grec halos, sel).
Alors que I’on croyait morte et dépourvue de vie (Wilansky, 1936). Ces organismes
peuvent vivre dans des concentrations de sels tres élevées 30-34 % (W/V) jusqu'a 10
fois plus salée que I'eau de mer ordinaire. Les chercheurs ne se sont pas beaucoup
intéressés a ces organismes, car les moyens dinvestigation de |'époque n'étaient



pas suffisamment développés pour permettre de faire la lumiére sur la structure et le
fonctionnement de ces microorganismes qui vivent dans du sel. La mise au point du
premier thermophile Thermus aquaticus d’ ou on a extrait la Taq polymérase, une enzyme clé
de la PCR trés stable a haute température, outil privilégié des biologistes moléculaires, a été
faite par Brock et Freeze en (1969). Une année apres, ¢ était le moment pour la découverte
de la premiere‘Bactérie’ hyperthermophile du genre Sulfolobus, qui peut croitre a une
température avoisinante les 85 °C et un pH (1-5), bouleversant ains la régle générale connue
depuis I’ ére de Pasteur qui stipule gue « les bactéries » sont tuées a une température située
entre 80-100 °C. C'est que jusgu’'a la fin des années 1990 et grace aux travaux de
(Woese et al, 1990) qu’'on a su que la plupart de ces extermophiles, apparentaient au
3éme domaine du vivant, celui des Archaea.

Ces premiéres découvertes ont déclenché la recherche d autres extrémophiles dans
d autres environnements extrémes, assister par I'important développement des techniques
de recherches de biologie moléculaire, qui ont un impact extraordinaire. Ces découvertes ont
pour but d’aider la compréhension du fonctionnement de la vie sous ce que nous considérons
comme ecosysteme extréme, mais aussi ils nous apprennent la vie elle-méme et les possibles
propriétés des premiers organismes qui ont colonisé la planete Terre a une épogue
ou les conditions étaient plus extrémes que celles tolérées par la plupart des formes de vie
habitant notre globe aujourd’ hui.

3) Classification des environnements extr émes et des extremophiles:

Rainey et Oren, (2006) ont regroupé ces milieux et |es microorgani smes extrémes en sept
groupes:

3.1) Environnements hypersalés et halophiles:

Les environnements hypersalés comportent les sols et les eaux hypersalés. Une eau
hypersalée est définie comme toute eau dont sa concentration en sels est supérieure a celle
des eaux des mers qui est en moyenne 35 g/l (Rodriguez-Valera, 1988). Les sols hypersalés
sont cepandant mal définis. Selon (Kaurichev, 1980), les sols contiennent plus de 0.2% (w/v)
en sels solubles doivent étre considérés comme des sols salins, ce qui fait que les sols
hypersal és sont largement représentés a travers la planéte (Rodriguez-Valera, 1988).

Comme exemple de ces environnements hypersalés, Le Great Salt Lake, Utah, le Lac Rose
au Sénégal, la mer Morte en Paesting, les marais salants des cotes de France et plusieurs
sebkhas du Sahara Algérienne (Figure 1.1).

Une sebkha:

La Sebkhas se qualifie d'un point de vue pédologique comme zone subdésertique argileuse
dont les sols sont tres fortement & excessivement salins, avec une texture lourde. La surface,
al'éat sec, est couverte par des polygones d'argiles surmontant en surface une structure fiable
avec de nombreux cristaux individualisés de NaCl. En profondeur, la structure est massive
avec destaches derouilles et des taches grises.

Les haophiles constituent un groupe important des organismes extrémes.
IIs appartiennent aux trois domaines de lavie. Ils ont été trouvés dans des niches écologiques



différentes: lacs, sols et méme certains aliments mais caractérisées toutes par la présence
de fortes concentrations en sels (Horikoshi et Grant, 1998). Le groupe prédominant
de ces organismes habitant ces milieux sont les bactéries, les archaea halophiles et halophiles
modérés.

Gréace a I|'application de nouvelles approches taxonomique et phylogénétique,
le nombre des microorganismes halophiles reconnus a augmenté considérablement durant
ces derniéres années (Kamekura, 1998; Madigan and Oren, 1999; Oren, 2002 ; Goh et al.,
2006) et nous avons su que le monde des halophiles était tres divers et hétérogénes composées
d organismes: aérobies, anaérobies, hétérotrophes, fermentatives, sulfito-réducteur,
cyanobactéries, et des bactéries photosynthétiques anoxygénique (Halochromatium,
Halorhodospira) (Oren, 2002).

Les halophiles extrémes exigent un optimum qui se situe entre 15-30 % en NaCl et ils
sont représentés surtout par des halophiles Aérobies Archaea ou haloarchaea (Grant et al.,
2001).

L’ordre des Halobacteriales est entierement composé des espéces qui requérant
le sal pour leur croissance. Ces especes sont généralement pigmentées en rouge di aux
pigments caroténoides, des bacteriorhodopsines et des halorhodopsines (Oren, 2002).

3.2) Environnements thermaux et thermophiles:

Différents types denvironnements thermaux sont présents sur Terre.
Ces environnements sont habités par des organismes bien adaptés aux conditions
de température. Plusieurs d entres eux sont associés aux activités volcaniques. Les sources
thermales, les volcans submergés sous les eaux de mer, cheminées noires ou fumeurs noirs
étaient des terrains importants pour la recherche de nouveaux types de microorganismes
thermophiles (Figures 1.2, 1.3 et 1.4). En plus, les environnements thermiques incluent
les constructions les installations domestiques et industrielles des systemes d' eau chaude
et les processus industriels a haute température (e.g les machines du traitement du papier
et les égquipements du traitement des aliments) (Rainey et Oren, 2006).

L augmentation de la température est marquée par la diminution de la richesse en
biodiversité. On trouve progressivement peu de groupes de microorganismes qui peuvent
résister (Rainey et Oren, 2006).

Ainsi, le procaryote le plus tolérant a la chaleur jusgu'a aujourd hui et le plus
documenté est Pyrolobus fumarii un archaea isolé d’ une cheminé noire au fond de la mer, qui
ne peut croitre au dessous de 90C°, son optimum de croissance est de 106 C° et qui peut
croitre mais faiblement &4 113C° (Bléchl et al., 1997).

Kashefi et Lovley, (2003) ont brisé la régle de la température de stérilisation,
et rapportent la présence d' une souche d'archaea désignée « Strain 121 » qui peut croitre
alzice.

Ces travaux montre qu’on ignore jusgu'a présent quelle est exactement la vraie
température maximale pour la vie. Néanmoins, celle-ci est probablement liée a la stahilité
du matériel génétique et les autres molécules biologiques et de la présence d une forme
liquide de I’ eau (Jaenicke et Sterner, 2006 ; Rainey et Oren, 2006).



Des études d’ écologie moléculaire, basées sur le séquencage du gene de I’ ARNr 16S
amplifié des environnements thermaux du Parc National Américain de Yellowstone et dans
d autres endroits au monde ont démontré que la diversité dans ces écosystemes était beaucoup
plus importante que celle de ladiversité des especes cultivables (Rainey et Oren, 2006).

De tels environnements hébergent des organismes appartenant a de nouvelles familles,
ordres, classes, méme de nouveaux regnes qui ne sont pas rapportés par les méthodes
de cultures conventionnelles (Barns et al., 1996; Bouanane et al., 2009 ; Hugenholtz et al .,
1998).

3.3) Environnements basiques et alkaliphiles :

La plupart des vraies alcalinophiles sont isolés des lacs alcalins en permanence appelés
(‘‘soda lakes’’) dans lesquels le pH élevé est di aux propriétés géologiques et géochimiques
du lac qu'a le fait d’ une activité biologique. Ces lacs sont localisés dans tous les continents.
La plupart de ces lacs sont aussi caractérises par une forte teneur en sels. Aing,
les organismes habitants ces environnements sont des alcalinophiles et des hal ophiles.

L es organismes al calinophiles peuvent étre trouveés dans les trois domaines de vie.

3.4) Environnements acides et acidophiles :

Les environnements avec un pH bas ne sont pas trés abondants, ils sont généralement associés
aux activités volcaniques: les sources thermales soufrées en plus de ces environnements
acides naturel, d autres environnements acides peuvent étre trouvés ou la diminution du pH
du milieu est causée par I'activité biologigue des organismes, généraement
des microorganismes, chimoautotrophes oxydant le sulfide et |e soufre é émentaire.

L es organismes acidophiles peuvent étre trouvés dans les trois domaines de vie.

3.5) Environnements froids et psychrophiles :

La plupart des fonds marins et océaniques qui couvrent plus des deux tiers de notre planéte
ont une température au dessous de 5 °C. Les températures basses sont la regle dans plusieurs
pays du nord. Malgré leurs abondances, ils étaient relativement et pendent longtemps négligés
et ce n'est que récemment qu’on commence a S intéresser pour étudier leurs biodiversités,
I’ éventuelle production de biomolécules et la caractérisation des nouvelles especes isolées
(Rivkina et al., 2000 ; Cowan et al., 2002 ; Sdnchez et al., 2009).

3.6) Fonds de mer et les barophiles /piezophiles :

La pression hydrostatique augmente au niveau des mers par 1 atmospheére tous les 10 métres.
La moyenne des profondeurs des océans est a peu prés de 4 Km équivalant d’une pression
de 400 atmosphére ou 40 MPa.

Ces microorganismes « barophiles » sont peu étudiés et cela est d0 aux problemes techniques
pour leurs cultures.



3.7) Environnements exposés aux radiations et les microorganismes radio
résistant :

Deinococcus radiodurans (bactérie) la plus connue par sa capacité de tolérer des doses
importantes de radiation gamma ionisante alant jusqu’a 25 kGy (2.5 Mrad). Pour une simple
comparaison, 5 Gy est une dose |étale pour I'Homme. Cette bactérie était isolée initialement
d’une boite de conserve de viande irradie (Ander son et al., 1956).

L es microorganismes résistants au dessi ccation sont généralement résistants aux radiations
(Mattimore et Battista, 1996 ; Rainey et al., 2005)

Figure 1. 2 : Un cheminé noir au fond de mer
aenviron 2Km de profondeur avec une T° : de
300°C.

Figurel.1: Lelac salé D'El Goléa,
Algérie

Figure 1. 3: LeParc National Américan | Figyre 1. 4 : Hammam Dbaghe de Guelma,
de Yellowstone, USA Algérie

Figure 1 : Quelques écosystémes extrémes



4) Organismes Thermohalophiles:

Les organismes thermohalophiles ont pour caractéristique de supporter a la fois des hautes
températures et des teneurs élevées en sel.

4.1) Classification des (micro) organismes selon latempérature de croissance :

On considere en général que la vie a lieu entre approximativement : -20°C (certaines
bactéries) et 110-120°C (certaines Archea). Dans cet intervalle, les étres vivants sont divisés
en différentes catégories et cela en fonction de la température minimale et maximae
de croissance (Figure 2) et leur I’optimum de croissance qui se Situe entre ces valeurs
limitées. (L 6pez-Garcia, 2005).

Growth rate

T 1 T | I a1 T-31 T T -
20 -0 O 10 20 30 40 50 &0 FO B0 80 100 110

Growth temperature (*C)

Figure 2 : Classification des organismes selon leur température de croissance
(d'aprés Lopez-Garcia, 2005)

4.2) Classification des (micro) organismes selon la concentration requise en sel :

Plusieures classifications des étres vivants en fonction de leurs croissances en présence de sel
étaient proposées. L’ une de ces classifications est celle de Lar sen, (1986) qui classe ces étres
vivants en trois groupes.

Groupe 1 : Les organismes |égerement hal ophiles (optimum se situant entre 2 a 5%),
Groupe 2 : Les organismes halophiles modérées (optimum se situant entre 5 & 20%).
Groupe 3 : Les organismes halophiles extrémes (optimum se situant entre 20 et 30%).

Toutefois, le terme « Halophile » désigne les micro-organismes nécessitant la présence de sel
(NaC1) dans le milieu pour leur croissance. Les « Halophiles extrémes » désignent les micro-
organismes qui peuvent croitre a des concentrations saturantes en sels mais incapables
de croitre a des concentrations inférieures a 12% (Larsen, 1986).



Par contre, le terme «halophile modéré» signifie que les microorganismes croient le mieux
en présence d’ une concentration <2% mais qu’ils peuvent croitre a des concentrations en sel
de 10% ou plus (Flannery, 1956). Les organismes nécessitant entre 2-5% de sel pour
une croissance optimale sont considérés comme | égerement hal ophiles.

Ventosa et al., 2008, affina cette classification et proposa cing classes: (i) les non halophiles
requierent moins de 1%, (ii) halotolérant qui sont des microorganismes non halophiles qui
peuvent tolérer des concentrations, dans certain cas jusgu’a 25% NaCl, (iii) les organismes
légerement halophiles qui croient dans un milieu avec une concentration 1 - 3% NaCl,
(iv) les halophiles modérés, leurs optimum est entre 3-15 % et pour NaCl (v) les halophiles
extrémes leur optimum se situe entre 15 et 30 % en NaCl.

4.3) Thermophiles modérés halophiles extrémes et les Thermophiles
hal ophiles modérés:

Les Thermo-halophiles en particuliers les (Thermophiles-modérés et hal ophiles-extrémes)
et les Thermophile-halophilessrmodérés sont donc des pluriextremophiles pour les deux
caracteres thermophilie et halophilie. Ces (micro) organismes peuvent étre isolés de certains
environnements thermaux qui sont auss salés mais ils peuvent étre aussi isolés
des environnements hypersalés tels les sebkhas des zones arides ou sahariens. (Boutaiba
et al., 2006 ; Hacéne et al., 2004)

4.3.1) Lesthermophiles modér és-halophiles extrémes:

L es thermophiles modérés-hal ophiles extrémes sont représentés principal ement par les
Archaea hal ophiles aérobie ou haloarchaea (Grant et al., 2001).

4.3.1.1) L esthermophiles modér és-halophiles extr émes - Taxonomie des haloar chaea:

4.3.1.2) Caractéristiques de la famille des Halobacteriaceae :

DanslalX édition du Bergey’s manual (2001), Les haloarchaea sont classées dans |’ ordre
des Halobacteriales et lafamille des Halobacteriaceae.

Actuellement cette famille comprend 28 genres (NCBI, taxonomy 2009)
Les Archaeas classées dans cette famille présentent les propriétés suivantes :

e La composition en lipides qui sert de marqueurs chimiques pour leur identification,
Ces derniers sont composés de lipides diéther (lipides insaponifiables)

e Leur résistance aux inhibiteurs des Eubactéries (pénicilline et chloramphénicol
notamment).

e Leursexigences ade fortes concentrations en NaCl, elles nécessitent au moins 100 g/l,
la plupart poussent bien entre 150 et 250 g/I, d'autres peuvent tolérer jusqu'a 350 g/l.
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e La production de la bactériorubrine (pigment caroténoide C50) et de la

bactériorhodopsine.

Les cellules en forme de batonnets pléomorphes, coccis, disques, ou carrés

Aérobies ou aéro-anaérobies facultatives.

Lamobilité, quand elle existe, sefait par un flagelle ou touffe de flagelles polaires.

Les colonies qu'elles forment sur milieux solides, présentent des formes variables

de couleur rouge, rose vermillon ou rouge orangé et rouge mauve, trés rarement

incolores. La couleur rouge est due a la présence de bactériorubrine (pigment

caroténoide) qui joue le réle de protecteur des hal obactéries contre les rayons solaires,

e Latempérature optimale de croissance se situe entre 35 a 50°C.

e La mgorité des isolats sont cultivés sur des milieux a base d'extrait de levure
ou de peptone.

e |ls sont chimio-organotrophes utilisant les hydrolysats de protéines comme source
de carbone.

e L'osmorégulation est effectuée par accumulation intracellulaire d'une grande
concentration de KCI.

e Lacoloration de Gram nécessite des modifications pour éviter le choc osmotique aux
cellules fragiles, comme les batonnets. La fixation se fait avec de |'acide acétique
pendant 5 minutes.

4.3.2) Lesthermophiles-halophiles modérés:

Les Thermophile-halophiles modérés ce sont, en revanche, surtout des bactéries halophiles
modérés Gram-positifs et Gram —négatifs. Parmi lesquelles on peut citer: des especes
du genre Bacillus, Filobacillus, Geobacillus, Streptomyces, Actinoplanes, Actinopolyspora,
Saccharomonospora et Vibrio, Halomonas (Hacene et al., 2004 ; Ventosa et al., 2008)

Les thermophiles-halophiles des eaux hypersalées sont en prédominance des Gram négatifs
alors que dans les sols hypersalins se sont des Gram positifs. (Ventosa et al., 2008).

Taxonomie des Bacillaceae :

La famille des Bacillaceae comprend actuellement (NCBI, taxonomy 2009) 36 genres dont
le genre Bacillus.

Ce genre apparait extrémement hétérogéne tant sur le plan génétique (le G + C p. cent
des diverses especes varie de 32 a 69) que phénotypique (type respiratoire, métabolisme
des sucres, composition de la paroi...). L'é&ude des ARNr 16S et 23S confirme cette
hétérogénéité et montre que le genre Bacillus doit étre scindé en plusieurs genres.

La réorganisation de ce genre a été initiée en 1992 par la création du genre Alicyclobacillus
rassemblant 3 especes acidophiles et thermophiles. Ultérieurement ont été proposeés et validés
les genres Aneurinibacillus (1996), Brevibacillus (1996), Gracilibacillus (1999), Geobacillus
(2001), Marinibacillus (2001), Paenibacillus (1994), Salibacillus (1999), Ureibacillus (2001),
Virgibacillus (1998), Lysinibacillus et Piscibacillus (2007) qui tous rassemblent au moins
une espece initialement incluse dans le genre Bacillus.
Les genres Amphibacillus (1990), Filobacillus (2001), Jeotgalibacillus (2001)
et Halobacillus (1996) sont également constitués de bacilles a Gram positif, aérobies ou aéro-
anagrobies et aptes a sporuler.
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Caracteres bactériologiques

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes (ou pratiquement rectilignes),
a extrémités carrées ou arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 um jusgu'a 2,5 x 10 um),
sporulés, a Gram positif ou a Gram variable (fréguemment, la coloration de Gram n’est
positive que dans les trés jeunes cultures), genéralement mobiles grace a une ciliature
péritriche (Bacillus anthracis et Bacillus mycoides sont immobiles et pour les especes
mobiles, la mobilité est variable selon les souches), parfois capsulés (Bacillus anthracis,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium et Bacillus subtilis peuvent éaborer une capsule
formée d'un polymére d acide glutamique), aérobies ou aéro-anaérobies, le plus souvent
catalase positive, donnant une réponse variable au test de I’ oxydase.

La culture de ces germes peut savérer difficile car certaines espéces exigent de nombreux
facteurs de croissance. L'aspect des colonies obtenues sur milieu gélosé est extrémement
variable et les phénomenes de dissociation sont fréguents.

Lorsque les conditions deviennent défavorables, les Bacillus sporulent et donnent des spores
(une seule spore par cellule végétative) souvent tres résistantes dans le milieu extérieur.
Le phénomene de sporulation, contrairement a ce qui se produit pour les espéces du genre
Clostridium, n'est pas inhibé par I'oxygene. La sporulation dépend des conditions de culture
et, in vitro, certaines espéces ne sporulent que dans des milieux spéciaux.

Habitat

Les Bacillus sont des germes de I'environnement dont [I'habitat principal est le sol
ou ils joueraient un réle dans les cycles du carbone et de I'azote. La résistance des spores
et la diversité physiologique des formes végétatives en font des bactéries tres ubiquistes que
I”’on peut isoler du sol, de I’ eau de mer, de I’ eau douce ou de denrées alimentaires.

5) M écanismes d’ adaptation de certains or ganismes extremophiles:

Des études de biologie moléculaire montrent que ces organismes sont prodigieusement bien
adaptés aux conditions extrémes. Cette remarquable adaptation moléculaire, touchant
la structure, les interactions et méme les voies métaboliques et physiologiques cellulaires,
allant de lamembrane plasmique jusqu’al’ ADN en passant par les protéines.

Plusieurs études étaient faites sur ces organismes extremophiles, afin de comprendre cette
aptitude de vivre dans ces conditions et de tirer profit d éventuels mécanismes
et biomolécules intéressantes fonctionnant a un tel environnement pour une utilisation
probable en biotechnologie. Nous avons résumé dans le tableau | quelques stratégies
et mécanismes d adaptation des organismes extermophiles par comparaison aux organismes
non extremophiles.
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Tableau | : Mécanismes d’ adaptation des organismes extremophiles.

physicochimique

Paramétre

Type d’ organisme

Optimum de
croissance

Adaptation moléculaire

Température

Hyperthermophile

>80 °C

* Stabilisation de I’ ADN : Enzymes specifiques : gyrase
reverse, modification de la topologie de I’ADN,
des histones like (Hardy et Martin, 2008 ; Jaenicke
et Sterner, 2006 ; Orfaniotou et al., 2009).

* Lipides: liaison éther au lieu de liaison ester,

plus de lipides saturés, organisation des lipides en
monocouche, ces lipides sont des dibiphytanyl (formeés
avec des chaines en C40 disoprenoid) diglycerol
tetraéthers, ramifiées, avec des pentacycles ou
d hexoses pour augmenter la stabilité. (De Rosa et al.,
1991 ; Lai et al., 2008)

*  Stabilité des proténes: moins de sous uniteés,
augmentation des interactions ioniques entre les acides
aminés chargés (+) et (-), stabilisation par les ions sels
et les ponts disulfures, augmentation
de [|'hydrophobicité et compaction des protéines.
(Chakravarty and Varadarajan, 2002 ; Das and
Gerstein, 2000 ; Elcock, 1998 ; Sadensminde et al.,
2009)

thermophiles

60-80 °C

* Lipide: augmentation de la talle de la chaine
aliphatique, plus de lipides saturés.

- Liaison éther au lieu de liaison ester: diéther lipide.
-Augmentation de la proportion des glycolipides au
niveau de lamembrane plasmide (Yang et al., 2006)

*  otabilité des protéines par  augmentation
de I’ hydrophobicité (Sadensminde et al., 2009)

Psychrophiles

<5°C

* Plus de lipidesinsaturés (Allen et al., 1999).

* Protéines: augmentation de la flexibilité moins
d'interaction entre les domaines de la protéine, moins
d hydrophobicité, (Sadensminde et al., 2009) forte
complémentarité entre I'enzyme et le substrat
(augmentation de I’ affinité).

* Présence de molécules antigelés (Raymond et al.,
2008)

pH

Acidophiles

pH <2-3

Adaptation au niveau membranaire: (Konings et al.,
2002)

* Membrane plasmique peu perméable aux protons.

* Pompe d’ expulsion de proton.

* Création d'un potentielle électrochimique inverse du
potassum  (négative  extracdlulaire et positif
intracellulaire) par des systémes internalisation de K+.
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Q * Surface externe chargée négativement engendrée par
= ) un potentiel éectrochimique de sodium (négatif
g & intracellulaire et positif extracellulaire) créé par des
% A systémes antiport Nat/H+ couplés H+ généré
O o de la chaine respiratoire (bactérie aérobie mésophile
< alcalinophile) (Konings et al., 2002)
© & . |* Accumulation dions potassum (K+) dans
= @ B S | le cytoplasme par des pompes K+ ATP dépendant
S 5 & S | (Strahl et Greie, 2008).
fu - Q ?33_ * Protéines specifiques stables et actives en présence
}“é 8 de forte concentration en sel (Madern et al., 2000).
3 = 5
35 B8 * Accumulation de solutés organiques osmorégul atrices
g § 7o) tels le glycé&ol dans le cytoplasme (Oren , 1999,
< 2 £ | Roberts, 2005).
T S5
c
c Lo '
= £5 * Plus de lipidesinsaturés (Allen et al., 1999).
% o8 Yy * Des adaptations spécifiques au niveau des protéines
x 5 2
L
= > *  Présence de protéines de  dabilisation
@ B> | e dedétoxification (Tapias et al., 2009).
S % E = * Présence d'un systéme de réparation trés efficace
= 5 5 % < | (Battista, 1997 ; Minton , 1994):.
3 ° "_g; _5 B | * Présence du génome en double triple, N copies
o 3 e = (Hansen , 1978).
14 é .% * Présence des systémes de filtration des radiations (ex :
A g pigments) (Castenholz et Gar cia-Pichel, 2000).
c 3
2 Q € 2 |* Augmentation dosmolarité interne (Hincha et
g = S S | Hagemann, 2004).
7 8 'g 2> | * Stabilité d'ADN: protéines de liaison, systéme
A x O de réparation puissant (Beblo et al., 2009).
©
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* Impermeéabilité de la membrane plasmique combinée
avec des pompes a efflux multiple. (Perron et al.,
2004).

*  Accumulation sélective du métal (séguestration)
interne ou externe de la cellule (Teitzel et Parsek ,
2003).

* Mécanismes de détoxification spécifique: protéines
de liaison et enzymes de transformations (oxydation,
réduction, methylation, and demethylation). (L eedjarv
et al., 2008).

M étaux
Métallo tol érant
Support de forte
concentration en métaux
lourds

6.) Intérétsdel’ étude des extermophiles:

Depuis leurs découvertes, les extremophiles ont fasciné et attiré les scientifiques
et lesindustriels de plusieurs domaines et disciplines.

Parmi ces derniers les thermophiles et les halophiles, sont ceux ayant ont regus le plus
d attention (Saedensminde et al., 2007).

6.1) Aspect fondamental :

En effet, ils sont ciblés car ils constituent un bon modée biologique qui permet
de comprendre et de répondre a beaucoup de questions sur lavieici sur Terre et probablement
dans d’ autres planetes qui auraient des conditions extrémes similaires (L Opez-Gar cia, 2005).
L’éude de la vie, sous sa forme extréme, avec les différents mécanismes d’ adaptation,
est bien favorisée pour expliquer plusieurs processus biologiques. En particulier pour I’ é&ude
structurale des macromol écules dont les enzymes. Cette éude est tres intéressante pour quelle
soit faite sur les extremophiles comparés aux mésophiles cela est le fait que leurs protéines
sont trés résistantes et facilement cristallisables (Cava, 2009 ; Jr et Adams, 2008).

En plus de cet aspect fondamental, les extremophiles ont un potentiel biotechnologique trés

intéressant dans différents domaines : biologie, chimie, pharmacie, santé, agroalimentaire etc.

6.2) Le potentiel technologique et biotechnologie des extrémophiles :

L’ utilisation des extremophiles ou |I’un de leurs composants cellulaires est tres intéressante
puisque ces derniers résistent aux différentes conditions hostiles caractérisant une grande
majorité des processus industriels et biotechnologiques pour lesquelles leurs organismes
similaires « dits: normaux » ne peuvent pas sy adapter et/ou trouvent des difficultés
« dénaturation, contamination, problemes de diffusion des substances...»

Parmi les produits intéressants des extremophiles, on peut citer:
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6.2.1) Production d'enzymes.

Les Enzymes provenant des microorganismes extremophiles offrent une variété
d applications industrielles di fait de leur stabilité remarquable sous les conditions extrémes
de pH, température, salinité et sous la présence d’'agent chimique dénaturants ces derniers
caractérisant de nombreux processus industriels et biotechnologiques. Ce qui est aussi
intéressant, leur résistance aux fluctuations de ces parametres ; la présence de tel caractere
optimise des procédés existants ou bien encore le développement d autres. Cela améliore
I"usage et le traitement de la matiére premiére et diminuant le colt du produit final. Comme
toutes autres enzymes, leurs biodégradabilités, apres leur utilisation, leurs confine une bonne
position écologique, favorise ainsi leur utilisation comme alternative des produits chimiques
actuels dans certains domaines. (Antranikian, 2008 ; Rohban et al., 2009)

Plusieurs types d’ enzymes ont été isolés et caractérises a partir des especes extremophiles :
6.2.1.1) DNA polymérase:

Taq polymérase était parmi les premieres enzymes des extremophiles qui a trouvé son
utilisation dans ces domaines |a, isolée de |a bactérie Thermus aquaticus. Elle a été de grande
utilité. Le fait quelle aremplacé Klenow fragment de E. coli DNA polymerase | thermo labile
au niveau de laPCR et qui devait étre remplacée a chaque cycle.

Plusieurs polymérases d’autres espéces d'archaea Pyrococcus or Thermococcus étaient
caractérisés Pwo pol de P. woesei, Pfu pol de P. furiosus, Degp Vent™ pol de Pyrococcus
Vent™ pol de T. litoralis et TthiPolB isolé de Thermococcus thioreducens et Tma
polymerases DNA isolée de Thermococcus marinus avec un taux d’ erreur dix fois inférieur
a celui de Tag polymérase (cela en raison du manque de activité 3=» 5 exo-nucléase
de correction de Tag polymérase) (Antranikian 2008 ; Bae et al., 2009 ; Marsic et al.,
2008).

6.2.1.2) Hydrolases :

De nombreux processus industriels du textile, de papiers, de |’ agroalimentaires,
pharmaceutiques et chimiques (en particuliers chimie fine) utilisent une panoplie d’ enzymes
catalysant des réactions d' hydrolyse. Parmi, ces enzymes utilisées, nous citons : les amylases,
les cellulases, les endoglucanases, les lipases, les protéases, les DNases et |les pectinases etc.
L’ application des extremozymes, en remplacement des enzymes actuelles, est importante
pour la diminution des risques de contamination, |I’amélioration du taux de transfert,
la diminution de la viscosité et I’augmentation de la solubilité des substrats. (Aguilar et al.,
1998 ; Antranikian, 2008 ; Hess et al., 2008; Leow et al., 2007; Lin et al., 2008 ;
Maureélli et al., 2008 ;Ng et al., 2009 ; Rohban et al., 2009 ).

6.2.2) Les substances antimicrobiennes:

L’augmentation de la résistance aux antibiotiques connus et le probléme
de la multi-résistance de certains germes pathogenes telque Mycobacterium
tuberculosis et la difficulté de la détection de nouveaux composés
des environnements naturels et en démarrant de I'idée qu’un environnement
«anormale » est corrélé dans certain cas par la synthése des composés
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«anormaux : nouveaux » a encouragé les chercheurs a explorer
ces environnements extrémes afin de satisfaire ce besoin ,urgent, en nouveaux
antibiotiques plus efficaces (Sanchez et al., 2009 ; Zhao et al., 2008).

D’autres catégories particulieres d’antibiotiques sont recherchées pour répondre
a des situations non encore résolues, se sont les haocines.

Les halocines sont des substances antibactériennes de nature protéique produites par
des archea halophiles (Rodriguez-Valera et al., 1982) et elles n'agissent que sur
les microorganismes phylogénétiqguement proches des souches productrices.
Ces substances ont une application notamment dans le domaine alimentaire, comme dans
la conservation par salaison des produits alimentaires (viandes, poissons) (BenAmotz
et Avron, 1989) ou non aimentaires (pour éviter les dommage provoqués par
les microorganismes halophiles dans I'industrie du cuir par exemple (Birbir et Eryilmaz,
2005).

De nous jours, plusieurs halocines ont é&é découverts (Li et al., 2003). En 2000, Prangishvili
et al., (2000) ont mit en évidence une activité sulfolobicine produite par le genre Sulfolobus
(archaea). Avec cette découverte, O’Connor and Shand en 2002 ont attribué le nom
archaeocine pour regrouper toutes les protéines ou peptides doués d'une activité
antimicrobienne et produites par des Archaea.

6.2.3) Antitumoraux :

Ces derniéeres années, on sintéresse de plus en plus a I'isolement des molécules
antitumorales en utilisant comme cible des Archaea halophiles. A la suite des travaux
de (Sioud et al, 1987). Notre laboratoire a congu et sélectionné des souches constituant
une cible spécifique pour des molécules anti-DNA qui ouvrant des perspectives trés
prometteuses dans la recheche des mol écul es antitumorales.
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6.2.4) Autres composés :

Nous avons cité d  autres composés qui peuvent étre produits par les extremophiles dans le tableau |1

Tableau I : Autres composeés peuvent étre produits par des extremophiles.

Composé Réles Applications Référence(s)
Biopolymers
L es exopolysaccharides et Alimentaire, Margesin et Schinner, 2001
Biosurfactants : agents émulsifiants et surfactants pharmaceutique
dépollution Yakimov et al., 1995 ; Gana
et al., 2009
Bioplastiques : Remplacer e plastique actuel industries aimentaires, Steinbtichel et al., 1997

difficilement dégradable.

meédicales.

Les acides gras polyinsaturés

Important ala physiologie Humaine

Agroaimentaire,

Allen et al., 1999

L es solutés compatibles

stabilisation des molécules

Agroaimentaire,
pharmaceutiques

Sauer et Galinski, 1998.

B-Carotene utiliseé comme colorant, Comme Cosmétiques Asker and Ohta 1999
précurseur de vitamine A pharmaceutiques
Genes OGM Agroaimentaire, Herbert , 1992
pharmaceutiques
H2, ATP, éthanol bio-énergétique industries Maurelli et al., 2008 :

Antranikian, 2008
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Comme la classification des (micro) organismes extremophiles, dont la plupart sont
incultivable et en particulier plusieurs especes d’ Archaea, repose sur la biologie moléculaire
nous avons jugé utile de consacrer une partie de la bibliographie a certaines notions, méthodes
et techniques de cette discipline.

7) Phylogénie moléculaireet ARNr 16 S:

7.1) ARNr 16S (The Nobel Prize in chemistry 2009):

7.1.1 Acideribonucléiqueribosomique (ARNTr) :

Acide ribonucléique ribosomique (ou ARNr) est le congtituant principal des ribosomes
auxquelsil donne leur nom (ribo-some, particule contenant de |'acide ribo-nucléique).

Les différents ARNr sont a la fois I'ossature et le ceceur du ribosome, un organite cdlulaire
servant a la traduction de I'information génétique codée sur un ARN messager (ARNm), lui-
méme issu de la transcription d'une portion du génome, a partir de laguelle il synthétise
les protéines au sein de la cellule. En plus des ARNTr, le ribosome est constitué d'une
cinguantaine de protéines appel ées protéines ribosomiques.

Les ARN ribosomiques ou ARNr sont eux-mémes produits a partir de génes codés dans
I'ADN. Ils sont transcrits sous forme de précurseurs plus longs qui sont ensuite clivés pour
donner les différents ARNr. Dans le ribosome, les ARNr sont repliés sur eux-mémes, formant
une structure tridimensionnelle compacte. Cette structure protege les ARNr qui sont trés
stables, par opposition aux ARN messagers qui ont en général une durée de vie courte.

7.2.2 ARNr et antibiotiques::

Les ARN ribosomiques des procaryotes sont la cible d’un grand nombre d’antibiotiques
utilisés en thérapie humaine ou vétérinaire: aminoglycosides (gentamicine, amikacine,
isépamycine), Tétracyclines, phénicols. Ces antibiotiques, agissent soit en bloguant
latraduction, soit en provoquant des erreurs au ribosome.

7.1.3 ARNr (16S) dela petite sous-unité (30S):

Cet ARNr d'une taille d’environ 1500 nucléotides est impliqué dans la lecture de I’ARN
messager. C'est [ui qui vérifie que l'interaction entre le codon situé dans le site A du ribosome
et I'anticodon de I'ARNt est correcte. L'ARN de la petite sous-unité est donc le contrdleur
de lafidélité de latraduction du message géenétique en protéine.

La structure secondaire de ARNr 16S fait apparaitre une structure riche en épingles a cheveux
(Woese et al., 1983) (voir Annexe).

Son homologue chez les eucaryotes est I' ARN 18S composé de1900 nucl éotides.
7.2.4 ARNr et la phylogénie moléculaire:
C’est grace aux travaux de Woese et al., (1990) sur le géne de la petite sous unité ribosomal

(ARNr16S) que les procaryotes pourraient étre encore subdivisés en deux groupes a savoir
les Eubacteria et les Archea et en 1990 Woese et al., introduisent la notion du « domaine »
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et proposent une nouvelle classification du monde vivant en trois domaines: Eubacteria,
Eucarya et Archea. (Figure 3)

Le géne codant la petite sous unité ribosomaleléS n'est plus I'outil moléculaire
de la chronologie de I'évolution, I’identification et la classification des étre vivants.
Aujourd hui, il est devenu un outil incontournable pour caractériser les différentes
populations d’un écosystéme afin de comprendre et évaluer le dynamisme et |a biodiversité
globale ou dune population particuliere (bactéries, archea, agues, champignon...€etc)
d'un écosystéme naturel (Case et al., 2007) et en particuliers des environnements dites
extrémes Baati et al., 2008 ; Clementino et al., 2008 ; Maugeri et al., 2009 ; Portillo et al.,
2009 ; TakishitaK et al., 2007 ; Voordeckerset al., 2008 ).
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7.2) Séquencage :

Le séquencage consiste a déterminer I'ordre linéaire des composants d'une macromolécule
(lesacides aminésd'une protéine, lesnucléotidesd'unacide nucléiqgue comme [|'ADN,
les monosaccharides d'un polysaccharide, etc.). Le séquencage dADN est devenu un outil
essentiel en biologie moléculaire tant en médecine que dans de nombreuses autres disciplines
des sciences de la vie. L’histoire du séquencage commenca il y a un demi de siecle avec
les travaux de Sanger sur I'insuline qui a démontré I'importance d'une séquence dans
la biologie d une macromolécule (Sanger and Tuppy, 1959 ; Sanger, 1959).

Le séquencage de I’ADN a été décrit plus tard il y a environ 30 ans (Maxam et Gilbert,
1977 ; Sanger et al.,, 1977) et n'a cessé d'évoluer depuis. Le séquencage est devenu
une technique courante dans les laboratoires de biologie moléculaire. Actuellement,
les techniques les plus utilisées pour séquencer I'ADN qu'il soit humain, bactérien ou autres
sont des techniques dérivées de la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977).
Les connaissances acquises grace a cette méthode étaient trés intéressantes mais le besoin
et la demande de séguencer des génomes de grande taille, tel que le génome humain, ont
amené les chercheurs a développer des techniques de ségquencage de plus en plus
performantes, rapides et surtout moins cheres. (Lamoril et al., 2008 ; Clyde, 2007).

Ces techniques en plein essor avec de nouvelles méthodes révolutionnaires pour la plupart
vont concurrencer la méthode supréme de dideoxy de séquencage en particulier les techniques
basées sur les pyrophosphates « pyrosequencing » telle que la méthode (Margulies et al.,
2005) connue aussi sous le nom « 454 pyrosequencing » d’ apres la firme 454 Life Sciences
(Branford, CT, USA), qui la commercialise. Ces méthodes sont trés avantageuses pour leurs
faible colt du séquencage, le gain du temps et la masse d'informations issue d'un seul
lancement de la platforme (appareil) qui géenere plus d’ un million de lecture individuelle avec
une longueur au moyen de 400 bases pour chague individu (séquence) en 10 heures, ce qui
signifie 400-600 millions de bases a peu prét 400 a 500 fois plus d’informations obtenues par
un lancement d’un puissant séquenceur le MegaBACE™ 4000 DNA Analysis System, 384
capillary sequencer, en 24 heures basé sur laméthode de Sanger et al., (1977) .

Ce sont des méthodes qualifiées de « massively parallel ».

7.3) Amplification Enzymatique de I’ ADN/ Polymerase Chain Reaction (PCR) :

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode d'amplification enzymatique directe
d'un fragment d/ADN compris entre deux régions shybridant chacune avec une amorce
complémentaires et spécifiques a ces deux regions. L'amplification de cet ADN est assurée
par la répétition d'un cycle comprenant la dénaturation de I'ADN, I'hybridation des amorces
et I'dongation a partir des amorces par une ADN polymérase thermostable. Cette réaction
enzymatique permet d'obtenir un grand nombre de copies d'un fragment dADN spécifique
invitro.

Cette technique ( PCR) ou les variantes de cette technique: (RT-PCR), (Multiplex PCR),
(QF-PCR) et (PCR-RFLP) sont couramment tres utilistes dans plusieurs domaines
notamment en médecine ex : pour le diagnostic prénatal de certains maladies , le diagnostic
du cancer (Nicolini et al., 2004 ; Karavitaki, 2005) et dans le diagnostic rapide des germes
pathogenes en particulier les virus et les germes difficilement cultivables (De Lamballerie,
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1996 ; Jaffe et al., 2000 ; Stewart et al., 2008) évalué leurs résistances aux traitement
et le suivi thérapeutique des malades (Caws et al., 2007 ; Herrera-Leon Let et al., 2005;
Senturk et al., 2008 ; Wilson et al., 2000) et pour la recherche fondamentale (Chiu et al.,
2005 ; Li et al., 2006).

7.4) Le clonage moléculaire (technique de |’ ADN recombinant) :

7.4.1) Leprincipe général du clonage:

Le clonage moléculaire consiste en |'isolement et la purification d’un géne (ou d un groupe
de genes) a partir d’ un organisme d'intérét. Ce ou ces genes purifiés sont ensuite introduits
dans un autre étre vivant, appartenant a une espéce différente. Ce récepteur, le plus souvent
un unicellulaire (bactérieoulevure) ou unecelluleen culture provenant d'un organisme
pluricdlulaire, en se multipliant, est a I’ origine d’une série de cellules (un clone) contenant
toutes une copie du géene ou des genes étrangers.

Les bactéries, les levures et les cellules en culture étant capables de se multiplier rapidement,
ces méthodes permettent de produire de nombreuses copies d’ un gene donné.

Le clonage moléculaire est |I’une dés technologie les plus utilisées en biotechnologie pour
la production de biomolécules (Arakawa T et al., 1985).

7.4.2 Les éapes du clonage moléculaire:
Le clonage moléculaire implique cing étapes essentielles.

7.4.2.1 Reédisation du PCR pour le fragment d'intérét afin de I’obtenir en grande, pur
et de bonne qualité ; parfois dans cette étape, on utilise ou pas une digestion enzymatique par
des enzymes de restriction pour augmenter le rendement de I’ éape suivante.

7.4.2.2 Etapedeligation :

L’ ADN a cloner n’est introduit dans la cellule héte qu’ apres étre lié a un vecteur qui assure
sa survie et saréplication a I’intérieur de cette cellule hote (vecteur de réplication). En plus,
dans certain cas si I’ ADN a cloner code pour une protéine, il doit assurer saréplication et son
expression (Vecteur d’ expression). C’est pour cela que cette étape est cruciale pour le clonage
et le choix du type de vecteur est important.

En plus de ces caracteres cités précédemment, les vecteurs portent normalement des genes qui
leurs conférent un avantage sélectif, par exemple une résistance a un antibiotique.

7.4.2.3 Latransformation des cellules compétentes:

Depuis sa découverte pour la premiére fois par Frederick Griffith en 1929,
la transformation est devenue un outil important en microbiologie, génie génétique, biologie
moléculaire et en biotechnologie.

La transformation est le fait qu'une cellule compétente incorpore un fragment d’ ADN

bicaténaire exogéne d une fagon stable et qui peut étre exprimé (changement phénotype)
ou non.
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De nos jours la transformation en biotechnologie n’est plus le phénomene naturel, les cellules
bactériennes ne sont plus les seules cellules qui peuvent étre transformées (Himmelbach
et al.,, 2007; Lapidot et al., 2002) et de plus en plus, on utilise cette technique dans
le fondamental : I’éude des génes, leurs rdles, leurs régulations et leurs expressions
(Enomoto et al., 2001; Ozaki et al., 2005) que dans |'appliqué (production
de Biomolécules «ex : Insuline, vaccins... » OGM) (Arakawa et al., 1985; Finter et al.,
1986) et prochainement dans la thérapie génique (Das et al., 1999 ; Nichol et Kim, 2001 ;
Vingeet al., 2008).

Le passage de ce fragment d ADN a travers la membrane plasmique est assuré par plusieurs
techniquestels que:

7.4.2.3.1 Eléctroporation :

L'électroporation est I'application d'impulsions éectriques controlées sur des cellules vivantes
afin de perméabiliser la membrane cellulaire : crée des trous « pores » instantanés réversibles
au niveau de cette membrane. Cette technique permet d'introduire de facon simple, rapide
et efficace de nombreux types de molécules (protéines, ADN) dans de nombreux types
de cellules eucaryote et procaryote.

Cette technique est appliquée aussi bien pour la transformation des cellules par I'ADN
exogene, en particulier plasmique, que pour son extraction. (Calvin et Hanawalt, 1988)

7.4.2.3.2 Lechoc thermique:

Il consiste a placer les bactéries a transformer et I'ADN dans un milieu riche en calcium
et a soumettre le mélange a un choc thermique (chauffage a 42 °C pendant 45 secs, suivi
d'un refroidissement brutal danslaglace) (Froger et Hall, 2007).

7.4.2.4 Sélection des clonestransformés:

C'est une étape de confirmation. Le but est de savoir si le géene a cloner est bien intégré
al’intérieur de notre cellule héte.

Cette derniere étape est suivie par une étape d expression du gene (protéine) ou bien
d extraction du vecteur recombinét (fragment d’intérét) selon les objectifs.
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Figure4 : Schémarécapitulatif des différentes étapes du clonage moléculaire.
A partir du siteweb :
http://www.bio.davidson.edu/Courses/M ol bi o/ M ol Students/spring2003/K eogh/plasmids.html

7.5) Construction de I’ arbre phylogénétique :

7.5.1) Principe:

La phylogénie moléculaire est |'utilisation de la séquence des macromolécules biologiques
pour obtenir des informations sur I'histoire évolutive des étres vivants et notamment sur leurs

liens de parentés, leur phylogénie. Le produit d'une analyse de phylogénie moléculaire
est un arbre phylogénétique.
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7.5.2) Les étapes dereconstruction d’une phylogénie moléculaire :

La mise en oeuvre d'une reconstruction en phylogénie moléculaire passe par trois étapes:

1. La construction du jeu de donnée incluant les séquences d'un ou plusieurs genes
marqueurs dans un certain nombre de taxons dintéréts. Ces séquences peuvent étre
nucléotidiques ou bien protéiques (acides aminés) s la portion dADN utilisée

est codante.

2. L'alignement des séquences de ce jeu de donnée pour obtenir une matrice de position
homologue, c'est adire qui dérivent chacune d'une position ancestrale commune. Cette
étape passe généralement par |'utilisation d'un programme d'alignement de ségquences
mais les imperfections des algorithmes requiérent bien souvent une édition manuelle

des alignements ainsi qu'une élimination des positions ambigués.

3. Laphylogénétique proprement dite par |'analyse de cette matrice de positions grace
a un progranme MEGA4 implémentant un algorithme de reconstruction

phylogeénétique.

7.6) Les banques de sequences :

Les banques des séquences les plus connues sont Genbank (USA), EMBL : European
Molecular Biology Laboratory (Europe), DDBJ DNA Data Bank of Japan. (Japon).
Ces banques s interchangent les informations entre elles. 1l suffit de faire le traitement (dépat,
téléchargement et comparaison des séquences) sur une de ces banques de séquences

et cela pour ne pas avoir une redondance de I’ information.

Ces banques de séquences sont des serveurs (ordinateurs puissants) qui stockent d’énormes

quantités de données avec des microprocesseurs tres rapides.

Ces banques de séquence sont consultées par I’ internet.
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1) Zone d'étude :
1.1) Présentation :

Le Sahara algérien sétend sur les 5/6 de la superficie du pays avec plus de 2 millions de Kmz2.
Il recéle dimportantes ressources en eaux. Certaines d’ entre elles sont des sources thermales
ou des eaux de surface qui peuvent constituer des sebkhas et des chotts a cause de leur forte
teneur en sal, elle est due essentiellement al’ évaporation et alaremontée du sel. Ainsi, dans
le cadre de ce travail, nous avons étudié deux d’entre elles a savoir |la Sebkha dEL GOLEA
et de Hammam El-Hadjeb de Biskra. Nous y avons prélevé des échantillons et étudié
la diversité microbienne en particulier la flore thermohalophile. Par ailleurs, nous avons
procédé également a un screening pour la mise en évidence de biomolécules pouvant étre
d intérét en particulier dans le domaine de la santé.

1.1.2) Situation géographique:
Sebkha El Golea:

Elle est limitée au Nord par Chebka du M'Zab, au Sud par le plateau de Tademait,
a I'Est par Ouargla et a I'Ouest par I'erg occidental. Elle est éoignée de 270 Km au SN
de Ghardaia et de 380 Km au NE de Timimoun et 1000 Km la sépare d’ Alger.

El Goléa (EI-Menea) est une oasis au centre du Sahara algérien dans
une dépression de Oued Seggeur au Sud-Ouest a mi-chemin de l'axe routier Alger -
Tamanrasset.

La Sebkha est adimentée essentidllement par les eaux souterraines, les eaux
de drainage de la pameraie, les eaux domestiques de la ville et enfin par les eaux
de précipitations qui sont tres rares avec une pluviométrie de 89mm/ans et un fort taux
d évaporation 2121mm/ans durant la session seche, ce qui fait augmenter de fagon continue
la salinité qui peut attendre jusque 30% (W/V) (Hacéne et al., 2004). Le climat est de type
aride, Les Températures varient de 12 a 23°C en hiver et 25 a 35°C éte.

Hammam El-Hadjeb :
Laville de Biskra est située a environ 240 km au Sud de Constantine. Le climat y est saharien
sec. Au Nord, se trouvent des montagnes et des hauts plateaux ; au Sud des plateaux.

Hammam El Baraka; a El Hadjeb, se situe a 10 km au sud de Biskra.

Son eau est caractérisée par sa haute température qui est de I’ordre de 80°C et sa richesse
en éléments minéraux tels fluor, calcium et en soufre.

1.2) Le Prélevement des échantillons:

Les échantillons ont éé prélevés durant le mois de décembre de I'année 2007 au niveau
des deux sites Hammam El-Hadjeb et sebka El Goléa.

Concernant les échantillons en provenance de sebka El Goléa, deux échantillons (un du bord
et un autre du centre du lac) de sols chacun d’une quantité delKg ont été prélevés et deux
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échantillons liquide de (01 £) (un du bord et un autre du centre du lac). Pour ce qui est
des échantillons de Hammam El-Hadjeb, nous avons échantillonné un volume d eau de 14.

1.3) Analyse physicochimique :

La nature et la composition de |'habitat (eau, sol) conditionnent le développement
et la répartition de la flore microbienne. C'est pourquoi, nous a avons jugé utile d étudier
certains parameétres physicochimiques de nos échantillons provenant de Sebka El Goléa
et Hammam El-Hadjeb en particulier la conductivité, le pH, la température et la salinité qui
ont été mesurésin situ al’ aide d un multiparamétre portable.

Pour |’analyse physicochimique des eaux de Hammam El-Hadjeb elle a éé faite par
Tabouche et Achour et celle de Sebka El Goléa par Hadj Rabia.

2) Isolement et purification des souches ther mohalophiles:
2.1) |solement:

L’isolement des souches thermohalophiles a été effectué sur le milieu Shigel et Gibbons
modifié par Hacéne et al., (2004) (SGMH) dont la composition est la suivante (par litre d'Eau
digtilléeg.s.p):

Chlorure de sodium (NaCl) 100 ou 200g, Bicarbonate de sodium (Na2CO3.10 H20) 5g,
Sulfate de magnésium (MgSO4) 1g, Chlorure de potassium (KC1) 3g, Citrate trisodique 3g,
Extrait de levure 10g, Casaminoacide 7.5g. Pour le milieu solide on rgjoute 20 ¢g/1 d'agar
(Difco).

Une étape d’ enrichissement est préconisee sur le méme milieu (SGMH) liquide dans des
Erlynmeyers de 100 et 250 ml a raison 1/5 (V/V d'air) sous une forte agitation 160 rpm afin
de créer |’ aérobiose.

L’ incubation dans les deux cas est effectuée a55 °C.

2.2) Purification et conservation des souches isolées:

La purification est réalisée par la méthode des stries et par repiquage successifs sur le milieu
SGMH solide (10 ou 20% de NaCl en fonction du milieu d'isolement).

Les boites ainsi préparées sont mises dans des sacs en plastique pour éviter la dessiccation
précoce du milieu, puis incubées a 55°C pendant 7 jours selon la méthode de Rodriguez-
Valera, (1979).

La conservation des souches purifiées a été faite dans des tubes a essai contenant le milieu
SGMH gélosg, coulé de fagon inclinée.

Apres incubation a 55°C pendant 5jours et veérification de la croissance et de la pureté
des souches, |es tubes sont conservés a +4°C et au congélateur.
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3) Caractérisations des souchesisolées :

3.1) Etude Morphologique :
3.1.1) Aspect macroscopique

Il a été déterminé en observant al'oeil nu les colonies obtenues sur SGMH. Nous avons noté
: laforme, |'aspect, la chromogeénése, |'opacité, la consistance et e diamétre.

3.1.2) Aspect microscopique:

L'observation d'une préparation a I’ é&at frais d’ une goutte de suspension microbienne entre
lame et lamelle par microscope photonique Zeiss aux grossissements (G400 et G1000) nous
a permis de déterminer la forme des isolats et leur mobilité si elle existe. Pour nos souches
hal ophiles, nous avons utilisé une eau physiol ogique a 10% ou 20% en NaCl.

3.2) Etude physiologique et biochimique :

Il est bien de signaler que compte tenu de |’ objectif de notre travail qui consiste a isoler
des souches thermohalophiles, il nous a falu adapter I'ensemble des méthodes
conventionnelles d’ étude en goutant du NaCl a différentes concentrations et en effectuant
lesincubations a 55C°.

3.2.1) Etude physiologique :

3.21.1) Déermination de la concentration optimale de salinité nécessaire pour
la croissance des souchesisolées:

Les souches isolées sont ensemenceées par la méthode des stries sur le milieu SGMH solide
additionné de NaCl a différentes concentrations: 1%, 2% 5% ,10%,15%, 20% ,25% et
30% une boite sans sal sert comme témoin. L'incubation est faite a 55°C pendant 5 jours. La
concentration optimale correspond a la concentration ou la meilleure croissance est obtenue.
Ce test nous permet de classer nos isolats selon leur comportement vis-a-vis du sel (NaCl)
d'apreslaclassification de (Ventosa et al., 2008).

3.212) Dé&ermination de Il'optimum de pH et de température nécessaires pour
|a croissance des souches sdectionnées :

Pour déterminer le pH et la température optimum de croissance des souches, on utilise
le milieu SGMH solide avec la concentration optimale en NaCl de |a souche déterminée
auparavant et en faisant croitre les souches aux valeurs de pH suivantes: 5, 6, 7, 8, 9,10

L 'incubation seffectue a 55°C pendant 5a7 jours.

L'étude de la température optimale est réalisée sur milieu SGMH. L’ incubation seffectue
adifférentes températures 30°C, 40°C, 55°C, 60°C, 70°C.
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L es conditions optimal es de croissance sont déterminées visuellement |a ou la croissance est
lameilleure.

3.2.2) Etude biochimique :

3.2.2.1) Caractérisation dessouches sdlectionnéespar lagalerie API :

Lagaerie utiliste est I’ API 20E. Elle est utilisée afin de caractériser les souches sél ectionnées
mais non pour les identifier. Les gaeries Api utilisent plusieurs types de tests: étude
de la fermentation de divers glucides, auxanogramme et |a recherche directe et indirecte
d'enzymes. Chague cupule (20 cupules pour notre API20 E) contient un substrat différent sur
lequel le micro-organisme considéré va réagir. La galerie ains préparée est mise dans
d’ un sac en plastique pour éviter la dessiccation, puis incuber a 55°C pendant 7 jours.

Apres addition des réactifs nécessaires a la révélation de différents tests, la galerie est lue
conformément aux indications du fabricant Biomérieux et codée. Pour cela, les tests négatifs
sont codés (-) aors que le code affecté aux tests positifs est (+).

3.2.2.1) Autrestestsenzymatiques utilises:

En plus des 20 tests analyses par lagalerie APl 20E, nous avons effectué d’ autre tests :

Recherchedelacatalase:

La catalase est I’enzyme qui catalyse la réaction de dismutation de I'eau oxygénée selon
laréaction suivante:

Catal ase
2H202 v > 2 H20+02

Elle est mise en évidence en mettant sur une lame propre une goutte de peroxyde d'hydrogene
puis la mettre en contact avec une colonie isolée, prélevée avec une pipette pasteur boutonnée
stérile. L'apparition immeédiate de bulles gazeuses indique que laréaction est positive.

Etude dela dégradation de!’amidon :

Le milieu SGMH solide est additionné d'une solution d'amidon soluble 10%. Apres répartition
en boite de Pétri, le milieu est ensemencé en spot puisincubé a55°C pendant 7 jours.

Apres culture on inonde la boite avec de I'iodine a 10% qui colore I'amidon en bleu violacé

et I'action de I'amylase se traduira par des zones claires autour des colonies (Takashina et al.,
1990).
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Etude dela dégradation dela Caséineet dela Cellulose

Le milieu SGMH sans casaminoacide et sans extrait de levure est additionné avec 0,1%
respectivement de caséine et cellulose; pour la solidification du milieu on agoute 20g/1
d'agar. Apres ensemencement par stries, les boites sont incubées a 55°C pendant 5 a7 jours.
Le résultat positif se traduit par la croissance du microorganisme sur le milieu donc
il possede I'enzyme et il a pu utiliser les substances rgjoutées comme source de carbone
(Marchal et al. , 1987).

Etudedel'activité lipolytique:

Sur milieu SG, sans casaminoacide et sans extrait de levure, 1 g/l de CaC12 2H20 et | ml
del’huile d’olive (V/V), on ensemence les souches en spot.

Aprés incubation a 55°C pendant 30 jours, I'activité lipolytique positive se traduit par
la croissance des bactéries. (Marchal et al. , 1987).

3.3) Laphylogénie moléculaire :

Les souches séectionnées ont été éudiées de maniere approfondie notamment par
une analyse moléculaire du gene de I'ARNr16S du fait que cette étude est primordiale dans
I’étude des extremophiles et dans la discrimination du domaine des Archaea de celui
des Eubacteria.

Nous avons juge utile de détailler cette éude qui a éé réaisée dans le cadre d’ un stage
au niveau de I’ Université de Warwick en Angleterre.

3.3.1) Le séquencage :

La méthode appliquée pour le sequencage des souches est celle de Sanger et al., (1977).

Le séquencage d'un ADN en suivant cette méthode est réaliseé apres certaines éapes
préparatives qui assurent sa disponibilité, son amplification et sa pureté ces éapes sont :
I’extraction d’ ADN, I’amplification par PCR et |’ électrophorése des produits amplifiés afin
de les purifies pour un séquencage directe ou aprés Clonage. Ces étapes ont éte effectuées
au niveau du laboratoire de microbiologie de I’ Université de Warwick et |e sequencage en lui-
méme était effectué au niveau du service de biologie moléculaire de I’ universite.

Les souches sélectionnées pour cette étude ont été transportées dans de petits tubes
en plastique autoclavable contenant |e milieu SGMH incliné.

Elles étaient revivifiées dans du SGMH liquide a 55C° sous agitation a 150 tr/min pendant
une semaine.

3.3.1.1) Extraction et purification d'ADN :

L’ extraction de L’ ADN a partir des cellules a été faite selon deux méthodes :
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3.3.1.1.1) Laméthode classique (Extraction (phénol / Chloroforme)):

Elle est applicable pour extraire les protéines, ADN et ARN. Le phénol est un excellent agent
dénaturant des protéines et il permet de séparer efficacement les protéines des acides
nucléiques. Les acides nucléiques sont ensuite extraits avec du chloroforme. La séparation
des phases agueuse (chloroforme) de la phase organique (phénol) est effectuée
par centrifugation a grande vitesse 13000 rmp. La phase aqueuse est par la suite transvasée
dans de nouveaux tubes a I’aide d’une micropipette. Les acides nucléques sont finalement
récupérés sous forme solide a la suite d'une précipitation par |’alcool (isopropanol)
a70% (refroidi a +4°C).

De nombreuses préparations sont disponibles. La préparation que nous avons utilisée est celle
de Promega: Phenol/chloroform/isoamyl acohol 25:25:1, préts a I’emploi, ce qui permet
de simplifier les opérations de purification.

L’ extraction consiste en trois étapes :

Dans la premiére éape, 1.5 ml de chaque culture liquide des souches analysées est transvasé
dans un microtubes de 2.0 ml et centrifugé pour récupérer les cellules. Le surnagent est
remplacé par 0.5 ml de solution de lyse (annexe). La réaction de lyse nécessite environ 30
min d’incubation a une température de 37 C°.

Dans, la deuxieme étape, on goute 20 ul d eau distillée et 100 pl 10% SDS aux microtubes
puis on agite au vortex pendant 1 minute.

La troisieme étape est I'extraction proprement dite par I'gjout de 250 ul de solution
Phénol/chloroforme/isoamyl alcool 25:25:1. On agite au vortex pendent 30 secondes puis
on centrifuge a 13000 rpm pendant 10min et on récupére la phase agueuse (contenant
les acides nucléiques) dans un autre tube. Afin de récupérer plusd’ ADN, 200 ul de la solution
TrissEDTA sont goutés a la phase phénolique, puis on méange bien avec le vortex pendant
30 secondes. On centrifuge a 13000 rpm pendant 10min et la phase supérieure est récupérée
et gjoutée avec la phase aqueuse de |’ étape précédente.

On goute 200ul de Phenol/chloroform/isoamyl acohol 25:25:1 a la phase aqueuse (afin
d éliminer d’ éventuelles protéines résiduelles), on mélange bien avec le vortex pendant 30
secondes, on centrifuge a 13000 rpm pendant 10 min et on récupére la phase agueuse.
Cette étape est répétée deux fois.

La précipitation de I’ADN est réalisée par |’addition d'une solution d acétate de potassium
(B3M en K ; pH 5,5) araison de 0,1 (V/V) et 1 volume isopropanol a 70%(refroidi a +4°C).
Aprés agitation au vortex pendant 30 secondes on incube 5 min a20°C. La pelote d’ ADN est
récupérée aprés une centrifugation a 13000 rpm pendant 5min.

Le lavage de la pelote d ADN se fait avec de I’éhanol a 70%. Puis, une Centrifugation
a 13000 rpm pendant 2 min. On laisse évaporer le reste de |’ éthanol en ouvrant les tubes sous
une hote pendant 10 min.

Enfin, pour ne pas atérer I’ADN on dissout la pelote dans 50 ul d'une solution TE (Tris-
EDTA ,10:1 mM) et I’ADN est conservé a +4C° (Conservation de courte durée).
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3.3.1.1.2) Laméthode par lesKits:

Le kit que nous avons utilisé est celui de QIAGEN - DNeasy Blood & Tissue Kit.

Cette méthode est rapide, moins dangereuse (Non utilisation du phénol) et standardisée.
Elle utilise principalement une digestion enzymatique par |a protéinase K et des colonnes qui
contiennent une membrane spécifique. La séparation est due au fait que les acides nucléiques
peuvent s adsorber a une phase solide (la membrane: silice ou autre) sous certaines conditions
de pH et en fonction de la concentration en sel de la soluté de fixation aors que les autres
composants cellulaires sont éliminés dans ces conditions. Pour éuer les acides nucléques,
on utilise un tampon d’ élution EB (10mM TrisHCI, pH 8.5).

3.3.1.2) Amplification du géne ARN 16S par PCR :

L’amplification du géne de I’ARN 16S par PCR est une étape importante pour son
sequencage par la méthode de Sanger et al., (1977) et sa purification et ce afin d’ obtenir
un grand nombre de copies de bonne qualité pour une meilleure détection par |e séquenceur.

Le mélange réactionnel que nous avons utilisé pour la PCR contient:

- 2ul D’ ADN génomique des souches qui contient le fragment a amplifier,

- 1.5 ul de chacun des primers universels pA/pH (annexe) détectant le géne ribosomal 16S,

- 25 ul du mélange Master Mix (annexe),

- IMI BSA pour la saturation des sites hon spécifiques,

- 20ul Eau ultrapurifiés (free DNase).

L amplification est faite dans un thermocycleur de marque Thermo Scientific thermohybrid

comportant 96 puits. Le programme d amplification pour la PCR « Le cycle thermique » est
donné dansletableau I11.

Tableau 111 : Le programme d’amplification pour la PCR « Le cycle thermique ».

Etape r épétition role

95 C° 10min. 1 Dénaturation compléte de
I’ADN

Cycle principd : 35fois Amplification

95 C° 1 min (dénaturation, hybridation

55C° 1 min synthese,)

75 C° 1 min 30 secs

75C° 10 min 1 Une élongation finale.

4 C° jusgu' autilisation * Conservation de courte
durée




* Reste acet état (+4 °C) jusqu’al’ arrét manuel par I’ utilisateur
3.3.1.3) Electrophorése sur gel d'agarosea 0,8%

Cette technigue est basée sur le déplacement de particules chargées en solution, sous
I'influence d'un champ éectrique (120V, 250mA ) généré par un courant continu pendant
une heure 30 min. Les molécules dADN chargées négativement a pH neutre migrent aors
vers l'anode (+) et leur vitesse est inversement proportionnelle a leur taille
L'électrophorése permet le controle de la qualité de I'ADN obtenu aprés les étapes
dextraction et de purification a partir des échantillons ansi que le contrdle
des fragments obtenus apres amplification de I'ADN par PCR. La visudisation de I'ADN
est possible gréace a I'utilisation d'un produit intercalant, le Bromure d'Ethidium (BET
Cancérigene) qui  émet une fluorescence sous U.V. Le gd dagarose est préparé avec
du tampon d'éectrophorese (TAE 1X). Les produits de la PCR sont mélangés avec
du tampon de charge (6x Loading Dye, MBI Fermentas) puis déposés sur le ge ainsi
gu'un marqueur de taille " GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder " (Fermentas) permettant
de localisé le géne d' ADN codant I'’ARN 16S qui est de I’ordre de 1.5 Kb dans la colonne
de migration . A la fin de la migration, le gel est photographié avec un appareil d'analyse
d'images sous lumiére UV (300nm) afin de conserver et d'analyser les résultats.

3.3.1.4) Purification des amplicons (Extraction de L’ ADN du gédl) :

Les bandes des échantillons de I’ADN pour lesquels I'amplification par PCR est
satisfaisante, par leur spécificité et leur rendement sont ensuite coupés a |’ aide d' un scalpel
stérile. L’ extraction de I’ ADN du gel et sa purification est effectuée al'aide du kit "QIAquick
PCR purification ou gel extraction" (Qiagen®). Le principe de ce kit, est similaire a celui
du QIAGEN - DNeasy Blood & Tissue kit. Il repose sur le fait que dans un milieu & forte
concentration saline (tampon PB) et a un pH voisnde 7.5. L'ADN se fixe a une
membrane de silice par liaison hydrogene. Les contaminants tels que: I’ agarose, les sdls,
les amorces, les enzymes et les ADNTP non incorporés sont ensuite éliminés par lavage
alcoolique au tampon PE.

Enfin, 'ADN adsorbé a la membrane est élué avec de la solution EB (10mM TrisHCI, pH
8.5). Une électrophorése de contrble permet ensuite de vérifier le bon déroulement
delapurification et de quantifier 'ADN.

3.3.1.5) Quantification del’ADN et le degré de pureté:

La quantification des acides nucléique a été faite a I’aide d'un appareil spectrométrique
NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific). Il mesure la densité optique d une solution
en donnant la quantité ADN ou de protéine en ug a partir d une godte de I’ordre d’un (1) pl
de cette solution et son degré de pureté de I’ADN (le rapport Do260nm/Donm280).
Ce dernier doit étre compris entre 1.8 et 2.0 pour que la purification soit considérée comme
satisfai sante.

Dans notre éude nous |’ avons fait une seule fois apres extraction de I’ ADN génomique mais

chague fois pour les produits de la PCR et cela afin d’ guster les concentration pour
un meilleur rendement du séquencage.
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L’ appareil doit étre calibré avant chague utilisation. Il faut bien mélanger la solution avant
de prélever la godte et faire au moinstrois lecture pour le méme échantillon.

3.3.1.6) Séquencage des produits d'amplification :

Les génes de ARN 16S des différentes souches pour lesguels la PCR a été jugée satisfai sante,
leurs quantités sont gjustées selon la méthode retenue par le service de biologie moléculaire
de I’Université de Warwick qui recommande une concentration de 17ng-67ng par 10uL
de volume total pour les fragments entre 1000 et 2000 bases. Pour chaque souche a séquencer
deux tubes de 0.5 ul sont utilisés dans les quels un volume final de 10 ul de produit de PCR
et 5.5 pico Mol de chacun des primers est gjouté dans |’ un ou |” autre des tubes pour permettre
le séquencage a partir des deux extrémités du gene de I’ARN 16S avancée (F: Forward)
et retardée (R : Reverse). Le séquencage proprement dit est effectué a |I’aide du séquenceur
de marque ABI PRISM 3130x| Genetic Analysers.

La réaction de séquence dérive de la méthode de Sanger et al., (1977). Il sagit dune
interruption contrlée de la réplication enzymatique a |'aide de terminateurs marqués.
les didésoxynucléotides (ddNTPs). Il en résulte la synthese de fragments de différents
tailles; une taille donnée refléte la position d' une base donnée. Le gel de migration
de différents fragments est ensuite analyse par le séquenceur.

3.3.1.7) Recherchedel’homologie:

Pour I'analyse des ségquences, chacune d'elle est comparée aux données des banques
de séquences : locale, commerciale ou publique (par exemple Genbank). C’est cette derniére
gue nous avons ciblée puisqu’ elle est considérée parmi les plus grandes banques de sequences
accessibles gratuitement sur I'Internet. La similarité doit étre interprétée prudemment.
Elle doit étre de bonne qualité (Absence de nucléotide non résolu « N » et des vides artificiel
« ») et les séquences doivent étre issues de laboratoires reconnus sur le plan scientifique.

Cette recherche est accessible gréce a Internet en accédant & un des sites speciaisés qui
possedent des moteurs de recherche pour les séquences nucl éotidiques.

Telsque:

Le NCBI avec son moteur de Recherche le Blast.
Le EMBL avec son moteur de recherchele FASTA.

Dans notre cas, nous avons utilisé le Blast.

3.3.2) Le clonage moléculaire (technique de I’ ADN recombinant) :

Compte tenu du fait de I’ incapacité physique du séquenceur que nous avons utilisé a dépasser
le cadre de lecture de 600pb pour le séquencage des produits de PCR, nous avons fait appel
au clonage moléculaire pour deux souches seulement les plus intéressantes du fait du col(t
exorbitant du kit de clonage.

Le clonage a été effectué avec le kit Promega, en suivant les étapes décrites ci-dessous.

3.3.2.1) Réalisation dela PCR :
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La PCR est faite a partir de I’extrait d ADN génomique en utilisant les primers adéquats.
Dans ce cas, il s'agit du pA/pH. Les amplicons sont ensuite récupérés pour I’ utilisation dans
les étapes suivante :

3.3.2.2) Etapedeligation :

Nous avons mis les amplicons du géne ARN 16 S des souches a cloner en contact avec
le vecteur (le plasmide pGEM®-T : Annexe) et en présence de la ligase pendant une nuit a +4
C° &fin d assurer laformation du vecteur recombinant (plasmide recombinét).

3.3.2.3) Transformation des cellules compétentes:

La cellule compétente que nous avons utilisée est une souche d E.coli IM109 (Cat#L.2001).
Elle provient de la firme Promega sélectionnée par sa capacité d’intégrer I’ ADN exogéne sous
forme de plasmides sous les conditions de transformation. Cette souche est lactose (-)
et Ampicilline (sensible).

La technigue que nous avons appliquée pour assurer le passage du vecteur a travers
la membrane plasmique est celle du choc thermique (chauffage a 44 °C suivi
d'un refroidissement brutal dans de la glace).

La réussite de la transformation est traduite par la capacité de la souche E.coli a croitre sur
une gélose LB (Luria-Bertani) additionné d’ ampicilline100 ug/ml (le caractére de larésistance
al’ampicilline est apporté par le plasmide).

La réussite de la formation d’un vecteur recombinant est visualisée par les colonies blanches
qui auraient intégré le gene au milieu du géne de béta galactosidase aboutissant a la non
expression de ce dernier. Les colonies bleues sont généralement des colonies qui seraient
transformées par le plasmide intact « plasmide non recombinant ».

3.3.2.4) Sélection des clonestransformeés:

Les colonies blanches sont prélevées et suspendues dans 20 ul d’eau physiologique stérile.
Aprés une |égere agitation, sur 5 ul de cette suspension, on réalise une PCR. On utilise cette
fois ci les primers SP6, T7 (annexe).

Si I’ADN (plasmide recombinét) est bien incorporé (stable), on aura au niveau du gel
d électrophorése I’ apparition d’ une seule bande dans chaque colonne de migration au méme
niveau que la bande 1.5Kb du marquer de poids moléculaire.

3.3.3) Laconception des primers :

Compte tenu du fait que le nombre maximum de base par séquence obtenu est de 900 pb alors
gue le gene ribosomal 16S est d’environ 1500 pb et afin de compléter au maximum
la séquence d’une souche d'intérét (éclaircir la région centrale) nous avons utilisé une autre
stratégie qui fait intervenir des outils de bioinformatique.

Ainsi de nouveaux primers permettent un séquencage par partie du géne ARNr 16S sont
congus. Dans ce cas, les primers doivent se positionner au milieu du géne ribosomal 16 S
limitent ainsi avec les primers universel (qui se localisent aux extrémités) les fragments
a séquencer avec obligatoirement des régions chevauchantes. Une PCR est ensuite effectuée
pour chague couple de primers (avancé: F, retard: R). Les fragments (amplicons) sont
sequences. Puis on fait I’ assemblage final des différentes parties pour obtenir le gene complet.
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La stratégie commence par la construction d’une banque de séquences locale (un fichier
format FASTA regroupe ces séguences construit localement sur le microordinateur).
L’ obtention des séquences entieres des especes similaires 97%-99% sequencees par différents
auteurs obtenus a partir des premiers résultats (900pb) est faite en utilisant le NCBI-BLAST.
Ensuite, on les regroupe et on aigne ces sequences a |I’aide du programme bioinformatique
clustalW et la séquence consensus obtenue sert & la conception des primers.

La ségquence est copiée, collée dans le programme bioinformatique Primer3 selon la méthode
de Rozen et Skaletsky, (2000).

Le programme bioinformatique Primer3 en plus du fait qu’il donne les primers
et les propriétés de ces primers Tm (température moyenne pour que 50% des sondes soient
hybridées), GC%, nous permet aussi d’ avoir une idée sur lataille et la position des fragments
qui vont étre générés par la PCR.

Assemblage des fragments::

L’assemblage des différentes fragments séquencés afin d obtenir la totaité du géne
aétéréaiséal’ aidedu logiciel bioinformatique « BioEdit » .

La premiere éape de cet assemblage implique I’éimination des nucléotides ambigus (N)
des deux extrémités.

La deuxiéme étape est réalisée en cliquant sur « Accessory Application» puis sur « CAP
contig assembly program ». Enfin pour la troisieme éape, on accomplit |I’assemblage
en cliquant sur « Run Application »

3.3.4) Laconstruction de |’ arbre phylogénétique :

La sequence obtenue du gene codant I'ARN 16S de la souche est confrontée a une banque
de données Genbank par I'intermédiaire du programme de recherche BLAST qui permet
de comparer une séquence nucléotidique inconnue avec les banques de séquence et de retenir
les séquences les plus proches.

L es séguences des espéces déja décrites et qui représentent entre 94 et 99 % de similitude sont
téléchargées et sauvegardées dans un seul fichier (banque de sequences locales). Alignées par
clustalw logiciel intégré dans MEGA 4 (Tamura et al., 2007), la construction de I’ arbre est
faite selon la méthode Neighbor-Joining (Saitou N and Nel M, 1987) avec bootstrap test avec
1000 répétitions.

3.3.5) Le dépdt de la séquence :

La banque que nous avons choisie est GenBank. Le dépét a été fait grace a son site par
la méthode Bankit (spécifique pour le dépdt de séquence individuelle). Pour cela, on remplit
les formulaires demandés et |e traitement de I’information est fait en quelquesjours.

La séguence est ensuite accessible via les moteurs de recherches (BLAST : Basic Loca
Alignment Search Tool ou FASTA) avec e numéro associé donné.
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3.4) La mise en évidence de biomolécules:
3.4.1) Les activités d’ antagonisme :

Cette étude est effectuée pour permettre la mise en évidence d’ une éventuelle production
de substance anti-cellulaire chez les souches isolées contre des souches cibles.
Cesdernieres sont des :

Archaebactéries isolées et caractérisées auparavant de la Sebkha dEL Golea (TC6; G25:
Boutaiba et al., 2006; M ecknaci, 2008) qui ont été retenues pour deux raisons principales :
ces souches se sont avérées sensibles a de nombreux antibiotiques et notamment a ceux
classés parmi les anti tumoraux (Hacéne, communication personnelle). La seconde raison
est leur resistance aux B-lactamine (car elles ne possédent pas une véritable paroi).

Eubactéries : des souches bactériennes pathogenes : Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Micrococcus luteus la souche 2Y B (isolée et caractérisée par Benmalek et al., 2006) et
Enterococcus faecalis ATCC 43300.

Levures : Saccharomyces cerevisiae

L a production des substances inhibitrices est mise en évidence par |la méthode
des cylindres dagar selon la méthode de M eseguer et al., (1986).

Technique descylindresd'agar:

A partir des cultures microbiennes liquides citées précédemment et agées de 18 heures
pour les germes pathogenes et S cerevisiae et de sept jours pour la TC6 et G25. Ensuite,
on préléve un volume de 0.1 ml de la culture que I’ on dépose sur milieu SGMH 25% pour
les souches TC6 et G25 et Mueller-Hinton pour le reste des autres souches. L’ incubation est
faite pendant 5 jours pour TC6 et G25 dors que les autres germes cibles (bactéries
et lalevure), elle est de 18 heurs.

Apres, trois disques d'agar de 5mm de diamétre, contenant les différentes souches test
et un quatrieme disgue témoin (disque d agar non ensemence), agées de 7 jours sont
déposés ala surface des boites « préalablement ensemencées avec le germecible ».

Les boites ains préparées sont mises a 4 °C pendant 2 heures pour permettre la diffusion
des substances inhibitrices, puis incubées a la température et la durée d'incubation
adéquates aux germes cibles.

Lalecture sefait par lamesure du diamétre des zones d'inhibition.

3.4.2) Activités enzymatiques (Les amylases) :

Le activité amylolytique est mise en évidence selon latechnique de Takashina et al., (1990).
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CHAPITRE

RESULTATS ET DISCUSSION -
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1) Analyses physicochimiques des échantillons::
L es parametres physi cochimiques des échantillons sont donnés dans | e tableau 1V

Tableau 1V : Parametres physi cochimiques des échantillons des sites des prélevements.

. . . o Conductivité [Salinité
Site Type L ocalisation[Température C° |pH ms/em gl
El-Hadjeb centre 80 7.14 3.19 11

Liquide bord 8.52 3.05 1.7
centre 7.93 137.7 13.8
El Goléa 25 G Ea 5
bord ' ' .
Solide
centre 7.44 4.43 2.6

Il ressort de ces analyses que les eaux de Hammam El-Hadjeb sont des eaux chaudes mais peu
salinées alors qu'on constate I'inverse pour les échantillons en provenance de Sebkha
El Goléa qui renferment une teneur en sel importante mais la température est relativement
basse. On percoit donc qu'il Sagit de deux type déchantillons ou I'on s attend
respectivement aisoler des hyperthermophiles et halophiles.

Il faut savoir que ces variables (de sebkha d' El Goléa) ont été mesurées au mois de décembre
alors que Hacene et al., 2004 ont trouvé des valeurs plus accentuées du fait que ses mesures
ont été faits au mois Mai.

2) Isolement des souches Thermohalophiles:

Concernant les eaux en provenance de Hammam El-Hadjeb, aucune souche n’a pu étre isolée
avec les conditions utilisés a savoir : Le milieu SGMH avec un pH=7 et salinité =10 ou 20%,
sous agitation (en aérobiose) et avec une température d’incubation de T=55°C.

L’incapacité d'isoler des souches de ce site peut étre expliquée par :

- la pauvreté de ces milieux extrémes en terme de quantité et en biodiversité des especes
cultivables. Ce résultat a été dga rapporté par (Bouanane et al., 2009) sur d autres sites
chauds.

- le méthode utilisée pour la culture et I’enrichissement d’une petite quantité d’eau, alors
gu’ on recommande de faire une filtration et un enrichissement de ces membranes de filtration.

S agissant de la Sebkha El Goléa, il nous a fallu plus de (06) mois d’ enrichissements avec
agitation (aérobiose), pour que les premiéres colonies apparaissent sur le milieu de culture.
Les conditions imposées compte tenu de I’ objectif du travail font que peu de souches soient
isolées.

Le nombre des souches isolées a été de 12. Elles ont pu croitre dans le milieu utilise SGMH
avec ces conditions de culture (pH=7, T=55°C et salinité =10 ou 20%) tableau V.
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Il est important de signaer que le nombre disolats obtenu peut varier considérablement par
rapport ala saison du prélevement. Jiang et Xu (1996) par exemple ont démontré que
les actinobactéries sont généralement plus abondants durant les saisons seches que
pluvieuses.

Addou (2009) a obtenu récemment un résultat ssimilaire au notre, a partir de sabkha d' El
Goléa, puisgu’ dlen’apu isoler que (05) souches d’ Actinobactéries thermohal ophiles.

La premiére souche a été codifiée G2.
(09) souches isolées ont été nommées par la lettre B, suivies d’un nombre correspondant

a I’ordre d'isolement. La derniére souche nommée H6 a été apparentée a la famille des
Hal obactéries.

3) Caractérisation des souchesisolées:
3.1) Etude morphologique :

Les caracteres culturaux et la micromorphologie des souches isolées sont regroupés dans
letableau V et nous élucidons la morphologie de la souche G2 par des photos (Figure 5).

Tableau V : Caractéres culturaux et micromorphologie des (12) souches isol ées.

aracteres | culturaux
Couleur | aspect diamétre Micromorphologie
souche
G2 blanche filamenteux moyen filamenteuse
Bl jaune rugueux petit cocci immobile
B2 cremeuse | laiteux petit batonnets
B3 cremeuse | mugueux moyen batonnets avec spores
B4 blanche brillant grand gros batonnets
B5 jaune lisse grand batonnets avec spores
B6 jaune rugueux moyen coccobacille mobile
B7 orange lisse petit batonnets
B8 jaune lisse grand batonnets mobiles
B9 cremeuse | bordsirreguliers grand batonnets fins
mobiles
B10 blanche bords denteles moyen batonnets
H6 orange lisse, non brillant moyen coccobacille court

Petit diamétre inférieur & 0lmm. Moyen diamétre se situ entre 01 et 03 mm. Grand diametre
supérieur 203 mm.
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(a) grossissement (x100)

. (b) grossissement (x400)

Figure5 : Aspect microscopique de la souche G2 montrant |a présence de filaments
(microscopie photonique).




3.2) Etude physiologique et biochimique :
3.2.1) Etude physiologique:
3.2.1.1) Détermination de |’optimum de salinité:

Il ressort des résultats que I’une des souches en I'occurrence la H6 a un optimum
de croissance a 20 % en NaCl et peut croitre jusqu'a une concentration de 25% alors
gu'aucune croissance n'est observée a une concentration inférieure a 15%.
Ce profil est caractéristique de la famille de Halobacteriaceae qui appartient
au domaine des Archaea (Grant et al., 2001).

Par contre, les souches de B1 a B10 ont un optimum de croissance a des teneurs en NaCl
moins importantes ; leur optimum se situe entre 5% et 15%. Pour la souche G2 qui peut
tolérer jusgu’ a 25% en NaCl avec un optimum a 10%, elle ne peut croitre a des concentrations
inférieures a 5% en NaCl.

En reprenant la classification de Ventosa et al., (2008) on peut donc classer ces souches sur
la base de leur tolérance au sel (NaCl) de la maniére suivante :

Les souches B1 a B10 et G2 sont des halophiles modérés dont I’ optimum de croissance
se situe entre 3% et 15%.

H6 est un halophile extréme dont I’ optimum de croissance se situe entre 15% et 25%.

2.2.2) Détermination de I'optimum de température pour les souches isolées :

Il ressort, des résultats, que parmi les (12) souches isolées, trois d entre elles poussent
a des températures comprises entre 30 et 60 C°.

Toutefois la souche H6 a un optimum a 55 °C. Les espéces de lafamille des Hal obacteriaceae
sont connues avec un optimum de croissance en genéral entre 37 et 40°C. Notre isolat a donc
un optimum supérieur et peut pousser au dela de 55°C. Ceci en plus de son exigence au s,
C’est donc un caractére justifiant sa sélection.

Lasouche B9 aun optimum de 40 °C.
Lasouche G2 pousse adestempératures dlant de 30 a70 C° avec un optimum de 55 °C.

Les autres souches ont un optimum qui se situe entre 30- 40 et ils ne peuvent pas croitre
jusqu’'a s C°.



* Sélection des souches :

L’ éude que nous avons effectuée jusqu’a la (morphologique et physiologique: salinité
et température) indique que :

- la souche G2 semble étre une actinobactérie ; cela en raison de son apparence filamenteuse
ramifiée,

- la souche H6 serait une halobactérie en raison de son caractére halophile stricte
et la pigmentation de la colonie rouge/orange,

- lasouche B9 est un bacille avec un optimum de croissance de 40 °C et pousse jusque 60 C°.

Les trois souches présentent le caractére principal recherché thermohalophile. Ces souches
seront entreprises dans la suite de notre étude afin de mieux les caractériser.

2.2.3) Détermination de I'optimum de pH pour les souches sélectionnées:

Il ressort des résultats que la souche G2 pousse d'une maniére optimale a un pH neutre et peut
tolérer des conditions d'alcalinité ne dépassant pas un pH de 9 alors que les souches B9 et H6
peuvent pousser dans un intervale de pH alant de 6 a 10 avec un optimum qui se Situe entre
8 et 9, ce qui leurs conferent une |égére propriété d'alcalinophile.
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3.2.2) Etude biochimique :

L es caracteres biochimiques sont motionnés dans le tableau VI.

Tableau VI : Caractéres biochimiques des trois souches sél ectionnées.

Test Souche G2 H6 B9

ONPG - - -

ADH - - -

LDC - - -

ODC - - -

CIT + + +

H2S - - -

URE - - -

TDA - - -

IND

VP

RM

GEL

++ [+
+ |+ [+
+ |+ [+

GLU

MAN

INO

SOR

+ 1
1
+ 1

RHA

SAC

MEL

AMY

++[+]

ARA

+|+|+|+]

Catdlase

dégradation d'amidon

+ 1
+

laCaséine

laCelulose

+ |+ |+ ]|+
1

+

I"activité lipolytique
(I"huile d’ olive)

1
+
1

Croissance en +-
anaérobiose

Il ressort de ce tableau que les trois souches hydrolysent la caséine et la géatine.
Cette aptitude de dégradation des protéines est expliquée par le milieu utilisé pour leur
isolement SGMH qui est riche en ces molécules. On peut noter aussi leur faible pouvoir
d assimilation des différents sucres. Cela peut étre expliqué par la pauvreté de leurs habitats
en ces éléments.

La souche H6 différe des autres souches par |a dégradation de |’ amidon et la cellulose

La souche B9 différe des autres souches par |’ absence de I’ activité lipolytique.

La souche G2 différe des autres souches par le fait quelle est catalase -.
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3.3) Laphylogénie moléculaire et |e séquensage de I’ ARN 16S :

Les souches sélectionnées (H6, B9, G2) ont été étudiées de maniére approfondie notamment
par une analyse moléculaire de I'ARNr16S du fait que cette étude est primordiale dans I’ étude
des extremophiles et dans |a discrimination du domaine des Archaea de celui des Eubacteria.

En plus des trois souches sélectionnées, nous avons intégré une autre souche, la B5 a cette
étude moléculaire.

3.3.1) Séquencage :
3.3.1.1) PCR et I’éectrophoreése:

3.3.1.1.1) PCR apres extraction ADN génomique par la méthode classique:

Les résultats obtenus de I’ électrophorése sont indiqués dans (la figure 6). On observe
I” apparition d’une seule bande d’un poids moléculaire de 1.5 Kb pour |es souches B9 et B5.
Concernant la souche G2, on remarque une |égére bande. Par contre, aucune bande n’ apparait
pour la souche H6.

La PCR et |’ extraction ont donc réussi pour les deux souches B9 et B5 et partiellement pour
la souche G2 (reste a confirmer par séquencgage). Par contre, les résultas sont négatifs dans le
cas de la souche H6.

B9.BO. HE HE, BS, BS G2,G2, i

S000

1500

00

Figure 6 : Electrophorése sur gel d'agarose 0,8% des produits de PCR du génel’ ARNr 16S
des souches sélectionnées en utilisant les primers pA/pH. * L’ extraction est faite par la
méthode classique.

a7



Laréussite partielle pour la souche G2 peut étre expliquée par le fait que la PCR était réalisee
sur des vieilles colonies au lieu d' une culture jeune liguide recommandée que nous n’avons
pu obtenir au cours de notre stage.

Comme nous l'avons vu précédemment, la souche H6 a été rattachée a la famille
des Halobactérieaceae (caractéres physiologiques, morphologiques et culturaux). La non
apparition d’ une bande est peut étredue a:

- des primers non appropriés. Plusieurs auteurs ont rapporté que les primers supposes étre
universels ne le sont pas et proposent d autres primers a la base des nouvelles mises a jours
des banques de données des sequences en utilisant des outils bioinformatiques (Baker et
Cowan, 2004; Casanueva, 2008),

- la méthode d extraction d ADN génomique non appropriée pour les Archaea. Cela est
mentionné par Leuko et al., (2008) ou certaines espéces du genre Halococcus sont résistantes
alalyse cdlulaire et celaest du aleur parois particulieres.

3.3.1.1.2) PCR apres extraction ADN génomique par leKit :
Avec la méthode de kit (Figure 7) on remarque I’ apparition d une seule bande d'un poids
moléculaire de 1.5 Kb bien nette pour la souche B9. Une |égére bande pour H6 dans deux

colonnes de migrations et absence total e de bande pour la souche G2.

La PCR et I’extraction ont été positives pour B9, partiellement réussies pour H6 (reste
aconfirmer par séquengage) mais pas pour la souche G2.

M G2 H6 B8 HE H6 B9 BY HE HE&

3000

1500

200

Figure 7 : Electrophorese sur gel d'agarose 0,8% des produits de PCR du gene de I’ ARNr
16S des souches sél éctionnées en utilisant les primers pA/pH.* L’ extraction est faite par un
Kit.

48



La réussite partielle cette fois ci pour la souche H6 peut étre expliquée par le changement
de laméthode d’ extraction (mais ce résultat reste a vérifier par sequencage).

Concernant les deux techniques, elles donnent de trés bons résultats pour les bactéries mais
avec un meilleur rendement pour la méthode classique (plus d’ intensité).

Concernant la souche H6, il s'avére qu'il est plus intéressant d’ appliquer d’ autres techniques
d extraction comme le recommande Leuko et al., (2008) pour augmenter le rendement.
Il reste également a vérifier laqualité des primers apres le sequencage.

3.3.1.2) Quantification de !’ ADN par NanoDrop :

Quantification de I’ ADN apr és extraction par la méthode classique:

La quantification de I’ADN aprés extraction est facultative. Elle n’a été réalisée que pour
la méthode classique (tableau VI1) et pour les premiers jours. Les résultats sont donnés dans
le tableau ci-dessous.

Tableau VII : Quantification de I’ ADN Génomique par NanoDrop apres extraction par la
méthode classique.

Code d' échantillon Quantité (ng/ul) Le degré de pureté
(D0260nm/D0280nm)
B9(1) 30.34 1.11
B9(2) 122.71 1.42
H6(1) 156.51 1.39
H6(2) 207.97 1.44
B5(1) 253.09 1.59
B5(2) 57.48 1.18
G2(1) 45.03 1.25
G2(2) 50.98 1.95
G2(1") 80.12 1.62

Nous remargquons que les quantités et les degrés de pureté sont tres différentes d’ une
extraction a une autre pour toutes les souches et d’une lecture a une autre [G2 (1) / G2 (1]
les différences de degreé de pureté et de quantité sont directement liées al’ absorbtion aux deux
longueurs d’ ondes utilisées (Do 260nm /Do 280nm).

Cela peut étre expliqué par une différence structurale de la composition cellulaire des souches
et les erreurs des manipulations et aux erreurs techniques liées al’ appareil.

Quantification de I’ ADN apres PCR :

Les bandes des gels contentent I’ADN (figures 7 et 8) sont extraites et purifiées par Kits
QIAquick PCR purification et le dosage était effectué par Nano Drop afin de calibrer
les quantités pour le sequencage. Les résultats de la quantification de I’ADN sont données
dans les tableaux VIII (I’ extraction est faite par la méthode classique) et dans le tableau 1X
(I"extraction est faite par Kit).
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Tableau VIII : Quantification del’ ADN des amplicons par NanoDrop en utilisant la méthode

d’ extraction classique pour extraire |’ ADN génomique.

Code d' échantillon Quantité (ng/ul) Le degré de pureté
(D0260nm/D0280nm)
B5 19.45 2.04
B9 8.74 2.52
B9 (2) 28 2.15
H 8.86 1.82

Tableau | X : Quantification de I’ ADN des amplicons par NanoDrop en utilisant la méthode
d extraction par Kit pour extraire |’ ADN génomique.

Code d' échantillon Quantité (ng/ul) Le degré de pureté
(D0260nm/D0280nm)
B9 27.65 1.85
H6 10.43 2.69
H6(2) 7.56 3.03

Pour la méthode d’ extraction classique (Tableau VII1) le degré de pureté est comprit entre
les valeurs limites (sauf la souche B9 avec une valeur différente) ; ce qui indique que
la purification et les concentrations d’ ADN sont acceptables. Elles correspondent a |’ intensité
des bandes (figurelO).

La méthode d’ extraction par le kit (Tableau |1X) révéle que le degré de pureté et la quantité
d’ADN ont été bons pour la souche B9 maisils ne le sont pas pour la souche H6 (2.69, 3.03) ;
ce qui montre que notre extraction ou notre PCR n'a pas réussi pour cette souche.
Les concentrations d ADN sont acceptables et elles correspondent a I'intensité des bandes
(figurell).

Pour cette quantification, apres amplification par PCR, il faut noter que la pureté de I’ADN
« I’ADN des amplicons » augment par la deuxieme extraction des amplicons, la premiére
étant |’ extraction génomique.

Le dosage par le NanoDrop n’'est qu'une estimation optique directe de la charge globale
des protéines et des acides nuclé ques d’ une solution.

La lecture des différentes valeurs peut varier d'une technique d extraction a une autre
(performance de la technique), d’'une souche a une autre (composition cdlulaire),
d une lecture a une autre et pour la méme souche et la méme technique, cela est di aux
différentes erreurs qui peuvent se produire au cours de cette lecture.

Il faut noter que la bonne estimation de la qualité d’un ADN est mieux appréciée par un gel
d électrophorése que par une méthode spectroscopique, selon le service de biologie
moléculaire, puisgue la spectroscopie est trés influencée par les produits chimiques
de I'extraction: exemple le phénol qui absorbe a 270nm influence la Do des acides
nucléiques a 260nm.
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3.3.1.3) Analyse desrésultats de séquencage :

Les premiers résultats obtenus n’étaient pas interprétables pour la majorité des sequences.
Sur les 16 amplicons, seulement 4 ont éé positifs avec environ 450-600 pb pour chacun.
Celanereprésente que le tiers de latotalité d’un géne del’ ARN 16S pour une espece donneée.

Figure 8 : Profil de séquencage sous un format RAW de la souche B5.

Figure 9 : Profil de séquencage sous un format RAW de la souche B9.

En analysant les profils de séquencage, sous un format RAW (figure 8) et (figure 9) obtenus
al’ade du programme bioinformatique « Bioedit », des séquences des souches B5 (Figure 8)
témoin de bon profil et B9 (figure 9), nous pouvons constater que le profil de lafigure 10 est
de mauvaise quaité (forte intensité du signal et faible résolution des pics). En reprenant
les différentes étapes, il nous a paru que I’agent qui a atéré la qualité du séquencage était
les résidus d' éthanol, qui auraient interféré avec la DNA polymérase utilisée au cours du
sequencage, par le kit gel extraction de Qiagene soit le lavage de la pelote d ADN par
la méthode classique.

Pour y remédier, nous avons augmenté la durée de centrifugation décrite dans le protocole
de 1 min a3 min afin d éiminer toutes traces d éthanol. Ce qui nous a donné de meilleurs
résultats pour le reste des séquences. Par la suite (aucun des amplicons n'a donné
une séquence inférieure a 450 pb).

L e deuxieme probléme que nous avons rencontré concernant la taille maximale que I’ on avait

obtenue des deux coétés pour les amplicons. Elle est dans le meilleur des cas de 1000 pb alors
gue les 500 pb restantes qui représentent larégion centrale du gene reste toujours sombre.
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Il s'agirait vraisemblablement d’'un probléme technique lié a la performance du séquenceur
qui ne peut pas aler dans notre cas au-dela de 800 pb pour les amplicons des standards. Ainsi,
[l faut un autre appareil plus performant qui peut donner jusque 1000 pb pour les standards
de chague coté pour avoir latotalité du gene de ARN 16S ou bien adapter d’ autres méthodes
tel que le clonage.

Les premiers résultats obtenus comparés aux banques des données pour certaines sequences
arévélé que:

- la souche B5 a été rattachée a Bacillus licheniformis avec un taux de similarité de 94%,

- la souche B9 se rapproche le plus de I’ espece du genre Piscibacillus sp JSM 071073 avec
97% de similitude,

- pour les souches G2 et H6, aucun résultat n'était possible d obtenir et cela est dO
a |'absence dun ADN de bonne qualité pour G2 et au choix des primers ou bien
alaméthodes d’ extraction de !’ ADN pour H6.

3.3.2) Clonage:

Les amplicons des deux souches du gene ARN 16S des souches H6, B9 étaient ciblés.

3.3.2.1) Latransformation des cellules compétentes :

Aprés incubation des boite de Pétri (cellules compétentes) 18-24 heures a 37°C
la transformation est considérée comme positive en cas d apparition de colonies sur LB
additionné avec I’ ampicilline.

Dans notre cas et dans les deux expériences de transformation du gene de I’ARN 16 S
de la souche B9 (figure 10) et H6 nous avons remarqué |’ apparition de colonies bleues
et blanches, cela signifié la réussite de la transformation dans les deux cas. Dans I’ é&ape
suivante, nous vérifierons ce résultat.

Figure 10 : Boite de Pétri montrant la croissance des colonies bleues et blanchesd' E.coli
aprés transformation.
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3.3.2.2) Sélection des clones transformés :

L' application de la PCR suivie de I'éectrophorése sur les colonies blanches (figure 11)
révele que les cellules d’E.coli n’étaient pas transformées par un vecteur recombinant stable
(celaa été vérifié par séquencage).

L'ordre (A):
M, B9(1),
B9(2), B9(3),
B9(4), B9(5),
B9(6), BI(7),
B9(8), B9(9),
B9(10), 9(11),
B9(12) B9(13)
B9(14).

(A)

L'ordre (B):
M, H6 (1),
H6 (2), H6 (3),
H6 (4), H6 (5),
H6 (6), H6 (7),
H6 (8), H6 (9),
H6 (10), H6
(11), H6 (12
H6 (13) H6
(14)

(B)

Figure 11 : Electrophorése sur gel d'agarose 0,8% des produits de PCR des colonies E.coli
transformées (banches) : (A) pour la souche B9, (B) pour la souche H6.

Il serait probablement plus intéressant d’ utiliser des enzymes de restriction pour la formation
de vecteur.

3.3.3) La conception des primers :

3.3.3.1) L'essai desprimers:

Le fait que le séquencage de I’ ARN 16S du gene complet n’ était pas possible d’un seul coup
(séguencage direct des amplicons), et que le clonage n’'a pas réuss, la troisieme stratégie
consistait a faire un séquencage par partie avec la conception de nouveaux primers qui
selocalisent al’intérieur du géne.

Cet a été effectué pour la souche B9 pour la quelle nous avons eu des résultats
préliminaires potentiellement intéressants.

Deux primers sont construits et qui couvrent respectivement et approximativement 1000pb
chacun avec son opposite (figure 12).
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BA(1) BHZ) BO(3) BOi4) BOS) BOGE BHT) M

2000

1500
1000

200

M BO{1) BR(2) B9(3) BO(4) BA(5) BO(G) BT)

2000

1500
1000

200

(b)

Figure 12 : Electrophorese sur gel d'agarose 0,8% des produits de PCR en utilisant les couples
de primers: (a) le couple (pA/RpA), (b) le couple (FpH/pH).



Ainsi, nous remargquons |’apparition d' une seule bande d'un poids moléculaire d’ environ
(01) Kb. Comme il a été prévu par le logiciel primers3, bien nette pour toutes les colonnes
de migration de la souche B9, Les résultats des gels montrent bien laréussite des primers.

Avec les deux nouveaux primers, il était difficile au séquenceur utilisé de mettre en évidence
plus de 500 bases de nucléotides de chagque coté des nouveaux fragments qui ne sont pas
en faveur de lareconstruction de latotalité du gene.

Ce résultat nous amene a une nouvelle conception de nouveaux primers, pour diviser le gene
de ARN 16S en trois parties.

On observe ains (figure 13) I'apparition d'une seule bande au niveau des colonnes
de la premiere série ( B9(1), B9(2) ) et la deuxieme série (B9(1), B9(2), B9(3) ) d'un poids
moléculaire voisin de 700 bases pour B9(1) et 600 base pour B9(2), B9(3). Comme cela était
prévu in silico (par le programme bioinformatique), les résultats des gels montrent bien
laréussite des primers.

M, BO{1) B%(2) B9(3) BS(1) BO(2) B3}

5000

1500

TIH)
el

Figure 13 : Electrophorése sur gel d'agarose 0,8% des produits de PCR en utilisant les
couplesde primers: (1) le couple (pA/ RA) , (2) le couple (pM /rpM), (3) le couple (RH/pH).

3.3.3.2) Assemblage des fragments::

L’ assemblage des séquences des différents fragments afin d’ obtenir la totalité du géne a été
réalisé al’aide du logiciel BioEdit. Il nous a permis d’ obtenir une séquence de 1495 bases du
géne ARNr 16 S pour la souche B9.
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3.3.4) Construction de I'arbre phylogénétique :

La séquence obtenue du gene codant I'ARN 16S de la souche B9 a éé confrontée
a une bangue de données Genbank par I'intermédiaire du programme de recherche BLAST
qui permet de comparer une séquence inconnue d’ acides nucléotidique ou d acides aminés
avec les bangues de séquence et en retient les séquences les plus proches (figure 14).

‘{lﬁmicufas | 54 leantes
] B Halobavillus litoralis stain L5935 165 ibosomal RAA gene, parfial sequence
@ Healobacillus sp. 50555135 165 ibosomal RWA gene, partial sequence
@ Halobacillus sp. SC55514 165 ribosomal kA gene, partial sequence
@ Thalassobacillus sp. AB225 165 ibosomal RWA gene, partial sequence
o @ Thalassobacillus devorans 165 rRMA gene, tope shain - 19.1T
& @ Thalassobacillus sp. WJ0201 165 rbosomal RMa gene, partial sequence
i Halobarillus sp. MO56 16 5 Abosomal Rtia gene, partial sequence
@ Thalassabacillus sp. AD-1 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
@ Halobarillus sp. WT WAGS gene for 165 FRMA, partial sequence
4@ Filobacillus sp. EH204 165 ribosomal RMA gene, parial sequence
@ Eacillus sp. Wa101-1 165 vbosomal Rea gene, partial sequence
@ Bacillus sp. Wa101-4 165 bosomal R gene, partial sequence
@ Bacillus 5p. Wa101-2 165 vbosomal Rea gene, partial sequence
@ Bacillus 5p. gene for 165 rRMA, partial
e @ Bacillus sp. P E-2005 165 fbosomal RkA gene, complete sequence
9 @ lkalibacillus filiformis 165 FRMA gene, tpe strain 440
@ alkalibacillus silvizali gene for 165 rREA, partial sequence, stein: B2
@ plkalibacillus sp. 15117 165 rbosomal RRA.
Q @ alkalibacillus sp. HS20D 165 rib.
@ alkalibacillus sp. HMPhu 165 £,
@ slkalibacillus sp. J520481 1...
@ Tenuibacillus mulfivarens strein 258 1 165 ribosomal RMA gene, p..
:;J Filobacillus sp. MO21 165 ibosomal RRA gene, partial sequence
& 42 Filobacillus milosensis stain SHY 14 165 ribosomal RMA, partial sequence
r @ Aquisalibacillus sp. JSM 07E194 165 ribosomal RHA
& M Filabacillus sp. S& Fb1 qene for 165 FRMA, partial sequence
@ @ Filobacillus sp. SL2- 1 165 ribosomal RMA gene, parial sequence
@ Aquisalibacillus elongatis 165 FRMA gene, stain SH4s
@ Piscibacillus sp. WF24 165 ribosomal RMA gene, parial sequence
o 3 @ Piscibacillus salipiscariuz gene for 165 Hbosomal RMa, part.
I @& Filobacillus sp. Y1233 165 rbosomal RRA.
& @ Filobacillus sp. RF2- 5 gene for 165 rRMA,
@ Piscibacillus sp. H5224 parfial 165 rRMA gene, strein HS224
1 Piscibacillus sp. B9 165 vbosomal RhA gene, partial sequence-d
@ Halobaillus sp. BH175 165 Hbosomal RMA Qene, partial sequence
? Piscibacillus sp. JSW 071073 165 ribosomal RRA gene, partial sequence
& @ Uncultured Halobacillus sp. clone isoe_...
@ Piscibacillus sp. B9 165 vbosomal RhA gene, partial sequence

2

"]

]

2

Figure 14 : Représentation des résultats de la recherche sur Genkank en arbre de distance
de toutes les séquences disponibles ayant une forte similarité avec la séquence de la souche

BO.
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* A partir des sequences des espéeces dga deécrites ayant 94 et 99 % de similitudes, nous avons
construit I arbre phylogénétique de la souche B9 (figure 15)

\

0.98

dbj_AB264528.1_Alkalibacillus_silvisoli
emb_AJ493661 .2_Alkalibacillus_filiformis

0.923

gb_AY319933.1_Tenuibacillus_multivorans
ref NR_027209.1_Filobacillus_milosensis

0.9

0.58

emb_AMO11047.1_Aquisalibacillus_elongatus

0.95

dbj_AB194046.2_Piscibacillus_salipiscarius

apeb GO169533.1_Piscibacillus_sp._B9 15
emb_FM864227.1_Piscibacillus_sp._HS22<

emb_AJI717299.1 _Thalassobacillus_devorans

1 — gb_FI937910.1_Halobacillus_litoralis

0.48

pegref_NR_025715.1_Halobacillus_locisalis
eb_AY505517.1_Halobacillus_salinus

0.01

dbj_AB243865.1_Halobacillus_faecis_rrs

gb_ AYEE1246.1_Halobacillus_yeomjeoni
gb AYS05522.1_Halobacillus_trueperi
dbj_AB189298.2_Halobacillus_profundi
emb_X94558.1_H. litoralis
ab_DO0A967T5.1_Halobacillus_karajensis

NE_025459.1_Halobacillus_trueperi_strain_DEM_ 10404

Figure 15 : Arbre phylogénétique de la souche B9 basé sur la séquence de I’ ARN 16S.

Interpreétation del’arbre phylogénétique:

Il ressort que I’ arbre phylogénétique obtenu est constitué de deux grands groupes (1) et (2).
Notre souche se positionne au niveau de la premiére branche (1% groupe). Elle partage
ce groupe avec des espéeces acalinophiles (tels: Alkalibacillus) (caractére veérifié pour notre
souche). Elle appartient au genre Piscibacillus avec 95% de bootstrap et elle se rapproche
le plus de Piscibacillus halophilus (Piscibacillus sp. HS224") récemment décrite par
Amoozegar, (2009). la premiére espece ayant été décrite dans ce genre est Piscibacillus
salipiscarius (Tanasupawat et al., 2007). Ce qui montre gue le genre Piscibacillus a é&é

récemment découvert.

Les trois autres espéces de ce groupe sont Aquisalibacillus elongatus SH4s' avec 97, 68%
d'identité (Marquez et al., 2008); Filobacillus milosensis SH 714" avec 97, 77% (Schlesner
et al., 2001) et Tenuibacillus multivorans 28-1" avec 96, 68%d’ identité (Ren & Zhou, 2005).
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3.3.5) Comparaison dela souche B9 avec les espéeces smilaires:

Afin de pouvoir identifier la souche B9 nous l'avons comparée avec les espéces
similaires décrites dans le genre Piscibacillus et avec l'espéce Filobacillus milosensis

et |’ espéce Aquisalibacillus elongatus (tableauX).

Tableau X : Caractéristiques distinguant la souche B9 des especes similaires proches et

décrites

Taxons: 1: Piscibacillus halophilus HS224" (Amoozegar M-A, 2009); 2: Piscibacillus
salipiscarius RBU1-1" (Tanasupawat et al., 2007); 3: Filobacillus milosensis SH 714"
(Schlesner et al., 2001); 4 : Aquisalibacillus elongatus SH4s' (M &rquez et al., 2008);

+ : Pogitif; - : négatif; W, Faiblement positif; ND, données non disponibles.

souche |B9 1 2 3 4
Caractéristi
croissance
Anaérobique W " W ) )
Motilité + - + + -
intervalle de
croissance et
(optimum) en 1-20 (10) 1-20 (10) 2-30 (10-20) |2-23 (8-14) 3-20 (10)
NaCl (%, w/v)
Température de
croissance (°C)|30-60(40) 15-55 (35) 15-48 (37) ND-42 (33-38) | 20-55 (37)
(optimum)
pH de
croissance 6.0-10.0(8) 7.0-10.0 (7.5) |5.0-9.0 (7) 22)89 (7.3- 7.0-10.0 (7.5)
(optimum) '
Fermentation
des sucres :
ONPG - - + - -
D- glucose + - + - -
Hydrolyse de:
Amidon - - + - -
Caséine + + + - +
Gélatine + + + - +
Tween 80 ND + - ND -
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En reprenant les résultats de I'étude morphologique, physiologique et en particulier
le sequencage de I'ARNr16S et en comparant avec des souches proches décrites, on peut dire
que:

la souche B9 differe de toutes les autres especes les plus proches par sa capacité de croitre
a 60°C. Elle differe aussi de Piscibacillus halophilus, I’'espece la plus proche, par le fait
guelle soit mobile. Nous pouvons donc conclure qu'il pourrait sagir d'une nouvelle espéce du
genre Piscibacillus. Pour confirmer ces résultats, une Hybridation ADN-ADN reste
a effectuer avec les quatres especes similaires décrites et présentant une similitude de 97%
ou plus avec la sequence de ARN16S de la souche (B9) (Stackebrandt E and Goebel B-M,
1994).

Pi sci baci | | us hal ophi | us 99 %
Pi sci bacill us sali pi scari us 98 %
Fil obacillus nil osensis 97 %
Aqui sal i baci | | us el ongat us 97 %

Stackebrandt et Goebd (1994), considéerent que lorsgu'il existe moins de 97 % d'homologie
entre les séquences des ARNr 16S de deux souches, elles appartiennent a des espéces
différentes. En revanche, s le pourcentage d'homologie est égal ou supérieur a 97%,
le placement de deux souches dans une unigque espece ou dans deux espéces différentes doit
reposer sur | hybridation ADN-ADN. D’ autre tests sont recommandés telles : la détermination
du type de peptidoglycane et la détermination de G+C (mol%) de ADN pour caractériser
le genre.

3.3.6) Dépot de la séquence :

La séquence du gene de I’ARN 16 S de la souche B9 de 1495 Bases a été déposee au niveau
du NCBI Genbank sous le numéro d’acces: GQ169533
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3.4) La mise en évidence des biomolécules :

3.4.1) Activités antagonistes :

Parmi toutes les souches testées, la souche H6 s’ est montrée active sur S.cerevisiae (figure
16). La souche G2 sur la souche G25, tous les autres tests se sont révél és négatifs.

Disque
d’ agar
souche B9

Hao
d'inhibition
H6

Disque

d agar
Témoin
20% NaCl

Disque
d’ agar
souche G2

Figure 16 : L’ activité d’ antagonisme de souche H6 contre Saccharomyces cerevisiae

H6 (Archaea) active contre Scerevisae cela n'est jamais éé mentionné dans

|a documentation consultée.
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3.4.2) Activités enzymatiques (L es amylases) :

La bonne croissance de la souche H6 sur le milieu SGMH additionné de I’amidon
et laprésence d' halo de dégradation (Figure 17) indique que la souche possede des amylases.

Croissance

de la souche Halo de

H6 dégradation
H6

Figure 17 : Mise en évidence de I’ activité de dégradation de I’ amidon.

Les amylases sont d'un grand intérét que ce soit sur le plan fondamental ou sur le plan
appliqué. Les enzymes issues de ce type de ces microorganismes les thermohal ophiles sont
trés stables au stress de la salinité et la température. Elles sont requises dans de nombreux
processus industriels. L’application de ces extremozymes afin de remplacer les enzymes
actuelles est intéressante pour la diminution des risques de contamination, amélioration
du taux de transfert, diminution de la viscosité et augmentation de la solubilité des substrats
(Aguilar etal., 1998 ; Lin et al., 2008 ; Rohban et al., 2009).
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Conclusion et perspective

L'une des stratégies suivies dans la recherche de nouvelles souches et molécules
d’intérét en particulier dans le domaine de la santé consiste a explorer des écosystemes
ou environnements peu ou pas étudiés. C’est notamment le cas des écosystemes dont
un ou plusieurs des facteurs environnementaux sont extrémes (salinité, pH,
température) et qui sont trés abondants dans notre pays.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés au facteur de salinité,
température « combinée » et cela en analysant des échantillons d’ eau de Hammam El-Hadjeb
(Biskra) et de I'eau et du sol de la sebkha d'El Goléa. Cette derniere constitue I’un des
environnements les plus extrémes qui peut sassécher plus ou moins compléetement donnant
alors des surfaces constituées de cristaux de sel. Ainsi, aprés I'analyse des échantillons,
aucune souche microbienne n’a pu étre isolée de I’eau du Hammam El-Hadjeb sous
les conditions expérimentales appliquées. Pour la sebkha, nous avons pu isoler 12 types
de colonies (10 bactéries, 1 actinobactérie et une 1 archaea halophile) sur la base de leur
aspect macroscopique et microscopique en utilisant des milieux rendus sélectifs par
I'addition de fortes concentrations en NaCl 20% et une incubation a 55°C.

Lesisolats obtenus ont été soumis a un screening pour la production de biomolécules
d’intérét biotechnologique en particulier pour le domaine de la santé «Enzymes : amylase
lipase, protéase ...et des anti-cellulaires en choisissant comme cible des bactéries de
référence ainsi que des Archaebactéries halophiles sensibles notamment
alanovobiocine.»

L'activité antagoniste des différentes souches a été repérée par la technique
de diffusion sur gélose par les disques d'agar. Ceci, nous a permis de sélectionner deux
souches nommeées H6 Archaea et G2 Actionbactérie qui ont montré une activité inhibitrice
légere sur S.cerevisiae pour H6 et Archaebactérie halophile G25 pour G2.

Les tentatives d’'identification des deux souches par les méthodes moléculaires,
n'ont pas réussies, probablement a cause de la position taxonomique de la souche H6
(Archaea) et I’ arrét de la croissance de la souche G2 au laboratoire d’ accueil al’ Université
de Warwick en Angleterre. Leur identification n'a été faite que par les méthodes
classiques en étudiant les caracteres morphologiques et physiol ogiques.

La méthode moléculaire a savoir l'identification par le séquencage des génes
de I'ADNr 16S qui codent pour I'ARNr 16S a donc concerné deux especes bactériennes B9,
B5.

En effet, 'ARN ribosomal 16S (ARNr 16S), présent chez toutes les bactéries
et les archaea, est devenu le chronométre de I'évolution. La séquence du géne correspondant est
connue pour prés de 4000 souches et est accessible par interrogation de bases de données
(GenBank, EMBL). Mais pour obtenir cette séquence nous avons suivi plusieurs étapes
et utilisé de nombreuses techniques tels I’ extraction de I’ADN, la PCR et I’ électrophorese.
Pour les souches de I’ environnement, il fallait adapter et modifie certains protocoles. Ains,
on peut déterminer la séquence du gene codant I'ARN 16S et confronter la a une banque
de données gréce aux deux programmes FASTA et BLAST pour avoir les sequences les plus
proches.
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A partir de ces séquences et par utilisation de  plusieurs programmes
bioinformatiques tels: ClustalW, Bioedit, la construction d'un arbre phylogénétique est
réalisée selon différentes méthodes.

Aprés comparaison de la souche B9 avec les especes du genre Piscibacillus,
Filobacillus milosensis et Aquisalibacillus elongatus et si |'on se référe aux caracteres
physiologiques, les températures limites de croissance, la mobilité, nous pouvons supposer
donc que la souche B9 pourrait étre une nouvelle espéce du genre Piscibacillus Il reste
a confirmer cette hypothese par I’ éude d'hybridation ADN-ADN.

Outre son intérét sur le plan taxonomique, la souche B9 a été un bon modéle pour
I’ étude génétique : I'extraction de I’ADN était facile par les deux méthodes classique
et le kit, la PCR et I'électrophorése. La souche B9 a été aussi un bon modele qui nous
a permis de nous familiariser avec la bioinformatique, la conception des primers,
la construction des arbres phylogénétiques et |'utilisation de plusieurs programmes
de bioinformatique monoposte et sur |e Net.

Malgré I'incapacité de séquencer la souche H6 qui était affiliée aux
Halobacteriaceaes par ses caracteres physiologiques, morphologiques et culturaux,
elle présente un potentiel biotechnologique tres intéressant. Ce caractére antifungique
n'a jamais été signalé auparavant chez cette famille, d'ou I'intérét de reprendre |’ étude
de cette souche d’ une maniére approfondie.

La souche G2 se présente comme un cas d’ actinobactérie thermohalophile tres
intéressant puisque elle peut croitre & une température de 70 C° qui constitue la limite
de définition d’un thermophile modéré non décrit pour ce type de taxon. Ceci en plus
de sa capacité de produire une molécule antiarchaea qui serait un autre point fort pour
reprendre de nouveau « le séquencage, I’ antagonisme, et les enzymes » élaborées par cette
souche.
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Solution :

Solution de lyse : 20mg lysozyme est suspendu /ml de 25mM : 25mM Tris: EDTA pH 8.0

Storage Buffer (TE buffer): 10 mM Tris-HCI (pH 7.6) and 1 mM EDTA.

6X DNA Loading Dye (supplied with GeneRuler™ DNA |adders):
10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, 60% glycerol

and 60 mM EDTA.

50X TAE (Tris-acetate-EDTA) : 40 mM Tris, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA.
Pour chague é ectrophorese une solution fraiche 1X doit étre utilisee.

Produits et réactifs :

PCR Master Mix : est une solution préparée al’ usage. Elle contient |la Tag ADN polymeérase,
des dNTPs,du MgCl2 en solution réactionnelle optimisée pour un meilleur résultat de PCR
avec lataille de fragment a amplifier entre 0.2 et 2kb.
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Vecteur plasmidique pGEM-T.

Lesprimers utilisés :

I7
1 1 stan
Apal 14
Aatll 20
Sphil 26
BstZ k|
Meol a7
Sacll 46
Spel 55
Madl 62
BstZI G2
Patl 73
Sall 75
Mdel a2
Sacl £
Bstxl 103 2
M=il 112 x
126 =
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PA et pH ont été congus par Edwards et al., 1989.

primer sequence

Lataille Théorétique
délimitation avec:

Tmselon to
NetPrimer avec les
parmétre par défaut

pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG | pH: 1.5Kb 54.04
pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA | pA:1.5Kb 64.97
RpA TGGTAAGGTTCTTCGCGTTG | pA:1Kb 58.83
FpH CAAGCGTTGTCCGGAATTAT | pH: 1Kb 57.88
RA TCAAGTTCCCCAGTTTCCAA | pA: 700pb 57.79
pM GGCTAACTACGTGCCAGCAG | rpM : 600 pb 58.58
rpM CCAACATCTCACGACACGAG | pM : 600 pb 56.62
RH CGGTGGAGCATGTGGTTTA pH : 600 pb 57.26
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG * selon lataillledel’insert | *

T7 TAATACGACTCACTATAGGG | * sdlonlatailledel’insert | *




Lescaracteresrecherchéspar lagalerie APl 20E:

Tests Substrat Caractére recherché Résultats
Néoatif Positif
ONPG Ortho-nitro-phenyl- Beta-galactosidase incolore Jaune
galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine Lysine décarboxvylase Jaune Orangé
oDcC Ornithine Omithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pile/jaune Bleu-vert/vert
H.S Thiosulfate de sodium Production d*H-S Incolore/grisatre | Dépdt noir/ fin liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase TDA / Immédiat
jaung | Marron foncé
IND Tryptophane Production d'indole IND / 2 mn, maxi
jaune | Anneau rouge
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP1+VP2/10 mn
mcolore Rosé-rouge
GEL (élatine de Kohn (élatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
MAN Mannitol Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
INO [nositol Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation Blewbleu-vert Jaune
Production de NO> NIT1+NIT2/2-3mn
NO3-NO; Tube GLU Jaune | Rouge
Réduction au stade N, Zn
Rouge | Jaune




GenBank: GR1E9533.1

Piscibacillus sp. B9 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
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LoCUs GO169533 1495 hp DA linear BCT 23-JUN-2009
DEFINITION Piscibacillus sp. B9 163 ribosomal BMNA gene, partial sequence.
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Secondary Structure: small subunit ribosomal RNA

UAAG
-u U
G=C
2:21/100 ‘
700 AG u-Ge Ap |
N Ut A A C | AG
G | cCq e u Aceacl ccuua=uccuuueY¥Cec cealc
AAuGC aucueeac®haut ®6’%Gc 6, G [NEERE] Ties  1nnnnni 1irr c
<11 t-nrnnn. ol e 11 U-GUGCL‘JCGA AGGGGGU AGGAA;‘\CU AGC GC(“,GG
GCcG UGGACCUU , , GA G cG A=U U 2
VeGCeaya T AAPRy g & A=U c 6- 6 G 1150
G=C A G u A -A A
-G =C Gu G=C A
G=20C C=0G G-cC
|
G=C ueu G-+ U
G=¢C UAGAU G=C AOG—
G-+ U— —u=ah G=C
A ] A | U=A"1500 2 ¢
G A c uc =6/ 92k
A O G c U G G- uC
¢ze c eze G=cu b=t
G=C c=6G -
-c=¢6 Az Y Gona AU=A A G
u=A, A G- 800 | U=A Cg -+ U u
c=g A ) AUGAGAAUG U-6
U=A A A Ter-nn- Cc 1050 ¢ = G—[n?G]
G = C—750 c=c Je-¢
e Sal AG * U G=cC
G G G = -
| 650 Y, GG =C n U
AC N A G=C u
AACCUGGGA UGCAUCUGA Cll]cGCAAGC c U=A A
=CoMl-rlte ol LEENLL Hif--011-1 g/ G=C Ye = eC
UcGGGCCCC GUGUAGACU GAJUUGUUUGG /,°U A / ¢z /u=a
U A | i cg’- cle aAG=C Gg=c
/AN 600 G e G, A 8_2
Ac 4 ,°G.A -
cc,’7,% AC=G
racle S c-c
G
<, c Ge
u c
AYAc A u=a \aCcUN 2
7 u \ LA
[ 7 G=cC, G W6
Y% c=-0G G=cC AcC G
c,7,Y% G=cC U=A AT ¢
@ -A Gy G=C— 1250 G A
i ,% c U 950-U + G WAAGAN s
/s Jcau, c A A=U c WM, G
AG/ G G A g-g A c CA\
U A -
G &oy Vgoch u A=U A 5
G /U - GOA OV 6 LA
c=¢ u - 1 oCo\M UGAA
AA/G A cze - /G CAA G \\CGU\
G c s |U=A .
450 A GG,'/CG UAAC-(I;— o Sou®
G.7,Cn |CGG|c =g G A G
Cs’e’c C /A A
G A, 500C = G u A
ACNAL\ATY 550 aAAN G
N SN
| Sfue e \e=6 P Ay S 01300
UAAA UU ApG=C GU\\ UEJ Cu ’cc
GGGUU GUAC AGC N TAAG [chaic]
c AS N _ A G
- - R Mo A 1350 4 c
UCCGG UAUGUGGC UC v s 4
A G 400—,.CON G=C ue
! AgaA] 400 \ u 4 e - u
GAAI AUGC\\ G © A mCm® A Ay A=
| cC \\CGG ® A T - mG A7 G %’i
Acccuc A UecaGlS A ‘ & = C1500 UAACCGUAGG g ey, uzh
-« 1 G u u 11 LI G cZy
c 5 WC G, GUUGGCGUCC (7' c AZc¢C
GCGGGU ACGUA A A 2V TnA u s~ Cu
! AaC | Ug c=c* & 2 AAG N G
A -A=U— | U C
G c=G C Can
G C=G A
AOG C
Un —s0 u-G c
G-u U
G=C g
G A
A G U-
G-uU I
g =A—
G=C |
G-+ U ’
A~ G-+ U 3
A | U=A
GUC ACGGU CAG GAAGAAGC gre
Lot bnn-nnnnen g o
CGG UGA CA GUCUUUCUUCG A=U
G‘ G | A =U
J
100 " = h . h I
¢ % Escherichia coli
A c
oo (J01695)
U=A
S0 . . L
ey 1. Bacteria 2. Proteobacteria 3. gamma subdivision
G=C . .
N
AU -6 4. Enterobacteriaceae and related symbionts
G=C— X T
€=g 5. Enterobacteriaceae 6. Escherichia
u-G
Al Nov 1999
c=G
c=G
u 1450 -U G
G c
G-CC
G-+ U
C=G
U=A
A=U— 1?0
N AUA Symbols Used In This Diagram:
_Gceeccucuu® Aceec® ACUACUGG, ) )
IS 1e11 ellll-1 G —c - Canonical base pair (A-U, G-C)
UCC GGGGAG ceec CGAUGGCA ;
AG I A 4 AUAAU\ G + U -G-U base pair
200 A .
A A G oA -G-Abase pair
c c . .
¢ u e u - Non-canonical base pair
G=C . . . .
Ap 8 Every 10th nucleotide is marked with a tick mark,

and every 50th nucleotide is numbered.

Tertiary interactions with strong comparative data are connected by
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Summary:

The microbial species that thrive in extreme environments are among the most
fascinating models for the isolation of new functional biomolecules under extreme conditions,
and highly stable (antibiotics, bacteriocins, bacteriorhodopsin, osmosisregulator, enzymes etc.

).

Algeria, and especialy the Sahara, provides avast field of investigation for the
isolation and study of these organisms.

This study focused on a particular category of these microorganisms namely
thermohal ophiles.

12 strains have been isolated from the Sebkha of El Golea because the two stressors
imposed in the isolation that are salinity and temperature. Some of them have been
characterized at the species level by applying the techniques of conventional microbiology
and techniques of molecular biology and bioinformatics.

The study revealed that among the isolated strains, one belongs to the family
Hal obacteriaceae designated H6, extreme halophile that can grow at atemperature of 60 ° C.
This strain demonstrate a significant interest in terms of production of biomolecules (enzymes
and anti-fungal).

A strain designated B9 related to genus Piscibacillus can grow at atemperature of 60 °
C in the presence of (200 g/ | NaCl).

An actinobacteria designated G2 can grow at atemperature of 70 ° C in the presence
of (250 g/ | NaCl).

Key words: Extreme environment, Sebkha of El Golea, Microorganism, Thermohal ophile,
Biomolecules
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