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Résumé

Les lacs hypersalins constituent un exemple typique d’environnements extréme abritants une
flore microbienne halophile qui a di s’adapter a ces conditions. Dans ce travail des approches
culturales en combinaison avec des méthodes moléculaires ont été utilisées pour étudier les
communautés microbiennes des saumures de la sebkha Ezzemoul située a Ain M’Lilla (Oum
El Bouaghi). Une quarantaine de souches archéennes et bactériennes halophiles ont été
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Halobacteriaceae de I’ordre des Halobacteriales. Elles sont toutes halophiles extrémes,
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croissance ; de plus, elles sont neutrophiles. Par ailleurs, leur morphologie est caractérisee par
un réel pléomorphisme. La caractérisation des lipides polaires membranaires et I’étude
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Halobaculum, Halococcus, Haloferax, Halorubrum et Haloterrigena. Sur la base des donnees
phénétiques et génotypiques, une nouvelle espece nommée Halorubrum ezzemoulense sp.
nov. a été décrite.Les deux isolats bactériens sont des batonnets a Gram négatif, neutrophiles,
mésophiles et aérobies. Elles ont été identifiées, respectivement, comme halophile extréme et
modérée et appartiennent a la sous classe des Gamma-Proteobacteria. En se basant sur les
résultats de notre étude taxinomique, une nouvelle espéce de bactérie halophile extréme
appelée Salicola salis sp. nov. a notamment été déecrite. Ce travail de recherche a aussi révélé
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Summary

Hypersaline lakes constitute a typical example of extreme environments which
shelter halophilic microbial communities adapted to this condition. In this work, we used
cultural approaches in conjunction with molecular methods to investigate microbial
communities of brines of Ezzemoul sabkha located in Ain M’Lila (Oum EIl Bouaghi).
About forty strains of Archaea and Bacteria were isolated, purified and characterized.

The archaeal strains belonging to Halobacteriaceae family, order of Halobaceriales. All
are extremely halophilic, aerobic, Gram-negative and mesophilic. In addition, they are
neutrophilic. Their cells are pleomorphic. The characterization of polar lipid and
phylogenetic study of the strains have affiliated them to the genera: Halobacterium,
Haloarcula, Halobaculum, Halococcus, Haloferax, Halorubrum and Haloterrigena. On
the basis of the phenotypic and genotypic data, a novel species named Halorubrum
ezzemoulense sp. nov. was described.

The two bacterial isolates are rod-shaped, Gram-negative, neutrophilic, mesophilic and
aerobic. They are identified as extremely and moderate halophilic bacteria, respectively
and belong to Gamma-Proteobacteria. Based on the results of our taxonomic study, a
novel extremely halophilic species of bacteria named Salicola salis sp. nov. is particularly

described. Moreover, this research work revealed that halophilic archaea strains dominate.

Key words: extremely halophilic, Archaea, Bacteria, haloarchaea, sequencing,

hybridization DNA-DNA, sabkha, hypersaline environments, microbial diversity,

phylogeny.
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Avant-propos

Le présent ouvrage est consacré a I’étude de la communauté microbienne halophile
isolée d’un type d’environnement extréme, la sebkha ezzemoul située a Ain M’Lila.
La présentation des résultats décrit en premier lieu I’isolement des souches halophiles. Par
la suite, chacune des souches archéennes et bactériennes est caractérisée a I’intérieur d’un
chapitre. Les souches appartenant au domaine des Archaea ont été étudiées en premier,
suivi des isolats du domaine des Bacteria. De plus une conclusion a été ajoutée apres ces
deux chapitres.

La présente étude a contribué a la découverte de deux nouvelles espéces publiees

dans une revue internationale :

Kharroub, K., Quesada, T., Ferrer, R., Fuentes, S., Aguilera, M., Boulahrouf, A.
Ramos-Cormenzana, A. & Monteoliva-Sanchez, M. (2006). Halorubrum ezzemoulense
sp; nov., a halophilic archaeon isolated from Ezzemoul sabkha, Algeria. Int J Syst Evol
Microbiol 56, 1583-1588.

Karima Kharroub, Margarita Aguilera, Terresa Quesada, José Antonio Morillo,
Alberto Ramos-Cormenzana, Abderrahmane Boulahrouf & Mercedes Monteoliva-
Sanchez. (2007). Salicola salis sp. nov., an extremely halophilic bacterium isolated from
Ezzemoul sabkha in Algeria. Int J Syst Evol Microbiol 56, 2647-2652.

Communication :

Kharroub, K., Monteoliva-Sanchez, M., Quesada, T., Fuentes, S., Boulahrouf, A. &
Ramos-Cormenzana, A. (2005). Halorubrum ezzemoulense sp. nov., una nueba arquea
haléfila extrema aislada de la laguna Ezzemoul, Argelia. XX Congreso de la Sociedad

Espanola de Microbiologia.



Listes des figures

Figure 1. Habitats thalassohalins. Marais salants de Costa Blanca en Espagne (a droite)
et a San Francisco au USA (a gauche) (Falb et al., 2005)

Figure 2. Localisation d’anciens dép0ts d’évaporites sur la Terre (Grant, 2004)

Figure 3. Habitats athalassohalins. Le Grand Lac Salé Utah au USA (a gauche en haut),
le Lac Magadi au Kenya (a gauche en bas) et le Lac Rose Salé au Sénégal (a droite)
(Falb et al., 2005).

Figure 4. Arbre phylogénétique universel issu d’une analyse comparative des séquence:
de génes ribosomaux (Oren, 2002a)

Figure 5. Les différents groupes de microorganismes halophiles (Larsen, 1962)

Figure 6. Comparaison des charges de surface de protéines. TFBe de Halobacterium
NRC-1 (protéine halophile) et Facteur d’initiation de transcription humain TFIIB (non
halophile) (Kennedy et al., 2001)

Figure 7. Structure du « core » des lipides membranaires des haloarchaea (Kates,
1996)

Figure 8. Structures des phospholipides des haloarchaea et comparaison a ceux des
non-Archaea (Kates, 1996)

Figure 9. Structures des glycolipides caractéristiques des genres d’haloarchaea

(Kates, 1996)

Figure 10. Dégradation du glucose et du fructose chez les Archaea halophiles extrémes
(Johnsen et al., 2001)

Figure 11. Les sept hélices de la protéine et le rétinal (Kimura et al., 1997)

Figure 12. Position phylogénétique des différents phyla bactérien (a) et archéeen (b)
d’aprés I’analyse des séquences d’ADNr 16S (méthode de Neighbor-Joining)
(Hugenholtz, 2002)

Figure 13. Localisation de la sebkha Ezzemoul

Figure 14. Photo satellitaire prise par Europa Technologie en 2007

Figure 15. Photographies in situ de la sebkha Ezzemoul

Figure 16. Effet de la concentration de NaCl sur la production du pigment par la
souche B1

Figure 17. Photomicrographies électroniques de la souche 1’2

Figure 18. Photomicrographies électroniques de la souche 5.1

Figure 19. Photomicrographies électroniques de la souche B3

Pages

16

21

21

23

26
29

57
58
59
61

83
83
84
86



Figure 20. Photomicrographies électroniques de la souche 5-2

Figure 21. Chromatographie sur couche mince des phospholipides de
Halobacterium salinarum DSM 3754" (1), Haloterrigena turkmenica DSM 55117 (2),
Halorubrum coriense DSM 103847 (3) et la souche 5.1 (4)

Figure 22. Chromatographie sur souche mince des phospholipides de Haloterrigena
turkmenica DSM 55117 (1), Halorubrum coriense DSM 10384" (2), la souche S1 (3),
la souche B4 (4) et la souche 4’1 (5)

Figure 23. Chromatographie sur couche mince des glycolipides de Halobacterium
salinarum DSM 37547 (1), Haloarcula hispanica DSM 4426" (2), Haloterrigena
turkmenica DSM 55117 (3), Halorubrum coriense DSM 102847 (4) et la souche 5.1
(®)

Figure 24. Chromatographie sur couche mince des glycolipides de Haloarcula
hispanica DSM 4426" (1), Haloterrigena turkmenica DSM 55117 (2), Halorubrum
coriense DSM 102847 (3), la souche S6 (4), Haloferax mediterranei ATCC 33500"
(5) et la souche 4’1 (6)

Figure 25. Proportion des genres d’haloarchaea isolés selon la composition de lipides
polaires

Figure 26. Spectre d’absorption de la bactériorubérine extraite de la
souche S3

Figure 27. Courbe de dénaturation de I’ADN extrait de la souche S7 selon la
technique de Marmur et Doty (1962)

Figure 28. Résultats de I’amplification de I’ADN ribosomal 16S des souches
archéennes

Figure 29. Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant la
position des souches archéennes isolées

Figure 30. Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant la
position des souches affiliées au genre Halorubrum

Figure 31. Arbre phylogénétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la
position de la souche 5.1

Figure 33. Arbre phylogénétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la
position de la souche S1

Figure 35. Arbre phylogénétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la

position de la souche S3

Pages

87
88

106

106

108

108

112

113

113

116

127

131

133

142

145



Pages

Figure 36. Photomicrographies électroniques de la souche B2 147
Figure 37. Photomicrographies électroniques de la souche 5-3 149
Figure 38. Résultats de I’amplification de I’ADNr 16S archéennes et bactériennes 156

Figure 39. Arbre phylogénétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la
position des souches B2 et 5-3 158



Listes des tableaux

Tableau 1. Composition ionique d’environnements thalassohalins et athalassohalins

Tableau 3. Organisation des génomes de cing haloarchaea (Ng et al., 2000 ; Baliga et
al., 2004 ; Falb, 2005 ; Bolhuis et al., 2006)

Tableau 6. Souches de référence utilisées

Tableau 7. Spécificité et description des amorces d’amplification

Tableau 8. Mélange réactionnel

Tableau 9. Cycles employés

Tableau 11.
Tableau 12.
Tableau 13.

Résultats de I’analyse physico-chimiques
Désignation des souches isolées selon le milieu de culture utilisé

Formes et dimensions cellulaires de quelgques souches d’halobactéries

isolées obtenues par microscopie électronique en transmission

Tableau 14.
Tableau 15.
Tableau 16.
Tableau 17.
Tableau 18.
Tableau 19.
Tableau 20.
Tableau 21.
Tableau 22.
Tableau 23.
Tableau 24.
Tableau 25.

Croissance a différentes concentrations de NaCl
Croissance a différentes concentrations de MgCl,
Spectre de température

Spectre de pH

Utilisation des sucres

Utilisation des alcools

Utilisation des acides organiques

Utilisation des acides aminés

Production d’acides a partir de sucres et d’alcools
Caractérisation biochimique des souches
Résultats de la sensibilité aux antibiotiques

Profils des lipides polaires membranaires des souches archéennes isolées

et des espéces de référence

Tableau 26.

Valeur de Température de fusion (T,,) et du contenu en G+C des souches

d’haloarchaea étudiées

Tableau 28.
Tableau 29.

Affiliation phylogénétique des souches archéennes étudiées

Caractérisation morphologique, physiologique, biochimique et génétique

des souches d’halobactéries isolées de la sebkha Ezzemoul

Tableau 30.

Matrice de distances génétiques des souches archéennes calculées selon

Tamura-Nei du programme Mega 3

Pages

32
63
72
72
73
80
80

85
89
91
93
94
95
97
98
100
101
103
105

109, 111
115
119-121
123, 125-

126

129-130



Tableau 31. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche 5.1 et espéces proches
d’Halorubrum

Tableau 32. Caractéristiques différenciant la souche 5.1 des autres espéces du genre
Halorubrum

Tableau 33. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche S1 et espéces proches
d’Haloarcula

Tableau 34. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche S3 avec Haloalcaliphilum
atacamensis

Tableau 35. Caractéristiques phénotypiques des isolats bactériens

Tableau 35. Caractéristiques phénotypiques des isolats bactériens (suite)

Tableau 36. Composition en acides gras membranaires de la souche B2 et espéces
proches

Tableau 37. Affiliation phylogénétique des souches bactériennes étudiées

Tableau 38. Matrice de distances génétique bactériennes calculées selon Tamura-Nei
du programme Mega 3

Tableau 39. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche B2 et espéces proches
Tableau 40. Caractéristiques de la souche B2" et des bactéries hétérotrophes

halophiles extrémes proches

Pages

135-136

138, 141

143

145

150

152-153

154
157

159
161

163



Listes des annexes

Annexe 1: Tableau 2. Classification des haloarchaea (Archaea, Euryarchaeota,
Halobacteria, Halobacteriales, Halobacteriaceae)

Annexe2 : Tableau 4. Bactéries halophiles associées aux environnements hypersalins
Annexe 3 : Tableau 5. Composition des milieux de culture utilisés

Annexe 4 : Solutions révélatrices pour les lipides polaires membranaires (Kates, 1972).
Annexe 5 : Solutions utilisées au cours de I’extraction de I’ADN

Annexe 6 : Tableau 10. Origine des séquences utilisées

Annexe 7 : Solutions utilisées au cours de I’hybridation ADN-ADN

Annexe 8 : Sequences des génes d”ARNr des souches isolées

Annexe 9 : Tableau 27. Caractéristiques différenciant les genres d’halobactéries

Annexe 10. Courbes de quantification des sondes



A

ADN
ADNr 16S
ARN
ARNr
ARNt
ATP
Aw
BET
BLAST
BRE

C
CaCl,
DAPI
DGD
DIG
dNTP
ddNTP
EDTA
ELISA
FeCl;
FISH

G
HEPES
KCI
KH,POy:
K,SO4
M
MgCl,
MOPS :
NaBr
NaCl
Na,CO3
NaHCO3

Listes des abréviations

Adénine

acide désoxyribonucléique

ADN codant pour la petite sous- unité 16S de I’ARN ribosomal
acide ribonucléique

acide ribonucléique ribosomal

acide ribonucléique de transfert
adénosine tri-phosphate

activité d’eau

bromure d’éthidium

Basic Local Alignment Search Tool
élément de reconnaissance de TFB
Cytosine

chlorure de calcium
4-6-diamidino-2-phénylindole
diglycosyl

digoxigénine

désoxyribonucléotide

didé soxyribonucléotide

Acide ethylenediaminotétraacétique sel disodique
Enzymes Linked Immunisorbent Assay
tri-chlorure de fer

Fluorescent in Situ Hybridization
Guanine

N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N"-[2-ethanesulfonic acid]
chlorure de potassium

potassium dihydrogénophosphate
sulfate de potassium

molarité

chlorure de magnésium
3-[N-morpholino] propanesulfonic acid
bromure de sodium

chlorure de sodium

di- sodium carbonate

sodium hydrogénocarbonate



NaH,PO, : sodium dihydrogénophosphate

Na,HPO, : di- sodium hydrogénophosphate

NaOH : hydroxyle de sodium

NCBI : National Center for Biotechnology Information
NH,CI : chlorure d’ammonium

PA : acide phosphatidique

PCR : Polymerase Chain Reaction

PG : phosphatidylglyceérol

PGP : phosphatidylglycérol phosphate

PGP-Me : phosphatidylglycérol phosphate méthyle ester
PGS : phosphatidylglycérol sulfate

p/v : poids par volume

S-DGD : diglycosyl sulfate

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

S,-DGD : diglycosyl bisulfate

SSC: : sodium saline citraté

S-TeGD : tétraglycosyl sulfate

S-TGD : triglycosyl sulfate

«h souche type

T : Thymine

TAE : Tris-Acétate EDTA

TBP : TATA-box binding protein

TeGD : tétraglycosyl

TFIIB : transcription factor B (facteur de transcription B de type 1)
TGD : triglycosyl

Tm :  température de fusion

Tris : 2-amino-2-hydroxyméthyl-1, 3-propanediol
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Introduction générale

En dehors des conditions physico-chimiques «normales» la vie existe. Les
organismes qui se développent dans ces biotopes « hostiles » sont globalement qualifiés
d’extrémophiles. lls ont di s’adapter a des valeurs extrémes d’un ou de plusieurs
parametres physico-chimiques. On peut citer par exemple la température pour les
hyperthermophiles qui croissent de maniere optimale au-dessus de 80 °C, prés des geysers
ou prés des cheminées volcaniques. A I’inverse, les psychrophiles préférent des
températures inférieures a 15 °C. Les barophiles peuvent supporter des pressions allant
jusgu’a 1000 atmospheres dans les grands fonds marins. Les halophiles se développent
dans des environnements ou la concentration en sels approche de la saturation. Les
méthanogenes qui sont des anaérobies se rencontrent dans les aires de décomposition. Les
autres parametres physico-chimiques sont le pH, I’absence d’eau, les radiations ou un
environnement chimique particulier (forte concentration en métaux, atmosphere de COs,
etc.). Mais parmi les domaines les plus étudiés de I’exrémophilie se trouvent les hautes

températures (thermophilie) ainsi que les fortes salinités (halophilie).

Les habitats hypersalés formés depuis une longue période de I’histoire de la Terre sont
caractérisés par une faible diversité microbienne (Rodriguez-Valera, 1993 ; Ventosa &
Nieto, 1995). Des exemples de tels environnements sont représentés par les grands lacs
salés de I’Ouest américain, la Mer Morte, le Lac Rose au Sénégal, les sebkhas au Nord de
I’Afrique, ou encore les marais salants en Espagne, en France, etc. La variété de
microorganismes qui vivent dans ces biotopes dépend principalement de la salinité, de la
solubilité de I’oxygene, de la composition ionique et, dans certains cas, de la température
et du pH.

En 1878, Farlow observa la coloration rouge des conserves de poissons salés, il envisagea
I’intervention probable de bactéries mais ne put les mettre en évidence. Il a fallu attendre
les années 1886 puis 1891 pour que Dantee et ses collaborateurs isolérent I’agent
responsable de I’altération des poissons salés (Brisou, 1980) qui porte actuellement le nom
de Halobacterium salinarum. Mais I’étude réelle n’a débuté qu’avec les travaux de Larsen
(1962), Lanyi (1974) et Kushner (1978). Leurs publications pionniéres ont été a I’origine
de travaux de plus en plus nombreux qui ont permis I’isolement et la caractérisation de
nouveaux genres et especes. Cet intérét croissant pour les microorganismes halophiles est
dd au désir de connaitre les limites des possibilités de la vie et ainsi d’élargir les

connaissances dans le domaine de la vie dans les milieux extrémes, de la biodiversité et de
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la physiologie adaptative particuliere. Outre I’aspect fondamental présenté par les
nouvelles souches halophiles, ces microorganismes sont susceptibles de contenir des
molécules d’intérét biotechnologique comme les enzymes halophiles, les pigments et les
solutés compatibles. La découverte de la « membrane pourpre» chez les archaea
halophiles en tant que convertisseur d’énergie peut aussi avoir un intérét industriel
considérable. L’application des microorganismes dans la biodégradation des composés
aromatiques et des hydrocarbures aromatiques polycycliques peut étre envisagée.

La caractérisation de la microflore halophile est aussi motivée par I’acquisition de
connaissances sur leur écologie car on pense que les premieres formes de vie sur Mars
étaient similaires aux archaea halophiles (Litchfield, 1998 ; Stan-Lotter et al., 2001 ;
Fendrihan et al., 2006).

Ces dernieres années, les études relevant, a des degrés divers, du concept de biodiversité se
sont multipliées. Les analyses de diversité microbienne, sensu inventaire des especes
d’environnements hypersalins comme la Mer Morte, le Grand Lac salé Utah (USA), les
salines et les lacs natronés, se sont notamment considérablement développées.
Malheureusement peu d’études existent sur celles de nos sebkhas mise a part celle
effectuée par Hacene et al. visant a caractériser la physiologie et la biochimie de la
microflore du lac salé situé a El Goléa. C’est donc dans le but d’améliorer nos
connaissances sur la biodiversité d’un écosysteme extréme Algérien qu’il nous a paru
nécessaire d’entreprendre cette étude. L’ensemble des études entreprises au cours de ce

travail a été mene avec des objectifs multiples :

o Caractériser les isolats taxinomiquement
o Apprehender la diversité microbienne de la sebkha Ezzemoul dont la microflore
n’est pas connue.

o Constituer une collection d’isolats microbiens a partir des saumures de la sebkha.

Pour répondre a ces objectifs, nous devons, essentiellement, isoler en culture pure les
bactéries d’échantillons de saumures et caractériser complétement leurs morphologies,
leurs physiologies, leurs caracteres biochimiques, notamment la détermination du type de
lipides polaires et la quantification d’acides gras membranaires. Nous effectuerons
également une analyse phylogénétique par une détermination de la séquence de I’ADNr
16S, du contenu en GC et par des tests d’homologies ADN-ADN pour déterminer leur
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position taxinomique exacte. Cette approche polyphasique devrait aboutir a une meilleure
connaissance de la diversité microbienne de la sebkha.

La premiere partie de notre travail est consacrée a la description des données
bibliographiques relatives a I’environnement hypersalin et aux microorganismes
halophiles. Elle comprend aussi une revue de quelques techniques d’écologie microbiennes
culturales et moléculaires couramment utilisées pour accéder a la diversité des écosystemes
microbiens. La deuxiéme partie, se focalisera sur les différentes techniques utilisées qui ont
été mises en ceuvre pour étudier la diversité microbienne et donc de caractériser les
souches isolées. Les résultats obtenus avec ces différentes méthodes sont comparés et
discutés dans la troisieme partie. Enfin la derniéere partie rassemblera la conclusion finale et

mettra en évidence les perspectives de recherche.
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1. Environnements hypersalins

1. 1. Généralités

Deux types majeurs d’environnements hypersalins biologiquement importants ou le
facteur sel agit sur les populations microbiennes sont le sol et I’eau.
Les sols contenant une concentration en sels soluble supérieure a 0,2 % (p/v), sont
considérés comme salins (Kaurichev, 1980). Ils sont fréquents en régions arides et de
nombreuses plantes halophytes se sont adaptées a de telles conditions.
Les eaux sont considérées salées lorsque la salinité dépasse 0,3 % (p/v) et on définit les
eaux hypersalées comme celles présentant des concentrations en sels minéraux supérieures
a celle de I’eau de mer (3,3 % (p/v)) (Edgerton & Brimblecome, 1981). Cependant, cette
définition n’est pas spécifique, on doit également tenir compte de I’origine et des types de
sels et de leur proportion. La majorité des milieux hypersalés ont pour origine les eaux de
mer et sont dites thalassohalines (Figure 1). Leurs sels minéraux sont dans les proportions
semblables a celles des sels contenus dans I’eau de mer, au moins tant que les seuils de
précipitation ne sont pas atteints. Des exemples de thalassohalines sont les marais salants
créés dans de nombreux pays afin de produire du sel, les lacs hypersalés de I’antarctique, la

sebkha Gavish pres de la mer rouge, etc.

Figure 1. Habitats thalassohalins. Marais salants de Costa Blanca en Espagne (a
droite) et a San Francisco au USA (a gauche) (Falb et al., 2005).
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Figure 2. Localisation d’anciens dépdts d’évaporite sur la Terre (Grant, 2004), (Myr, age

géologique correspondant & 10° ans).

Figure 3. Habitats athalassohalins. Le Grand Lac Salé Utah au USA (a gauche en haut), le
Lac Magadi au Kenya (a gauche en bas) et le Lac Rose Salé au Sénégal (a droite) (Falb et al.,

2005 ; http://waynesword.palomar.edu/wwstaff.htm).
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Egalement, I’eau de mer complétement évaporée est a I’origine des formations de dépots
de sels qui constituent a travers le temps des évaporites. Ces dernieres sont considéréees
comme des environnements fossiles hypersalés et sont présents sur tous les continents
(Figure 2). Leur dissolution par I’eau crée de nouveaux milieux athalassohalins comme la
Mer Morte, le Grand Lac Salé Utah, le Lac Rose salé au Sénégal (Figure 3) et certaines
sebkhas (Rodriguez-Valera, 1993).

Il existe également des lacs hypersalés alcalins tels que le lac Magadi au Kenya (Figure 3),
le lac Wadi Natrun en Egypte (Tableau 1), le lac Mono et le lac Owens aux Etats-Unis,
ayant une composition ionique différente caractérisée par une absence de cations divalents
(Mg?* et Ca®™).

Tableau 1. Composition ionique d’environnements thalassohalins et athalassohalins.

Concentrations (g.I™)

. Lac Lac Grand Mer Mer Bassin de
Composition | pagadi Natrun Lac Salé Morte cristallisation
lonique (Kenya) Zugm Arm San Diego

(Egypte) (USA) (USA)
Na* 46,0 142,0 105,4 40,1 10,6 120,0
K* 0,06 2,3 6,7 7,65 0,8 52,0
Ca”™* 0,0007 0,0 0,3 17,2 0,40 3,01
Mg** - 0,0 11,1 44,0 1,27 14,4
Cr 14,0 154,6 181 2249 18,9 210,0
COs 34,9 67,2 0,27 0,077 0,14 24,5
SO~ - 22,6 27,0 0,45 2,65 -
Azote total 0,038 - 4,3-7,2 - - -
pH 10,35 11,0 7,7 5,9-6,3 8,1 -
Références 1) 2 3) 4 (5) (6)

-, hon déterminé. (1), Grant & Tindall (1986); (2), Larsen (1980); (3), Post (1977); (4),
Beyth (1980); (5), Brock et al. (1994) ; (6), Javor (1983).

1. 2. Caracteristiques physico-chimiques des environnements hypersalins

La salinité des saumures se définit comme la somme des cations et des anions qu’il
contient. Le principal sel, présent en quantité quasi inépuisable dans les mers, oceans, lacs
salés et aussi dans les mines de sel, est le chlorure de sodium. Mais la composition ionique

des saumures varie selon I’origine ; thalassohalines ou athalassohalines (Tableau 1). La
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majorité des eaux hypersalines contient 8 a 10 fois plus de sels dissous totaux que I’eau de
mer (Caumette, 1998).

Quand I’eau de mer est concentrée par évaporation, tous les sels présents augmentent leurs
concentrations dans les mémes proportions jusqu’au seuil de précipitation. Les carbonates
précipitent sous forme de carbonates de Ca** dés que la salinité atteint 6 % (p/v). Ensuite,
le sulfate précipite et forme des dépots de gypse (sulfate de Ca®*) dés que la salinité
dépasse 10% (p/v). Au-dela de 25 % (p/v), le chlorure de Na* commence & précipiter sous
forme de halite et précipite pleinement a 34 % (p/v) (10 fois la concentration de I’eau de
mer). Les eaux sont par la suite enrichies en ions Mg®* et K* dont les sels précipitent a des
salinités 20 fois supérieures a celle de I’eau de mer (Blatt et al. ,1980 ; Rodriguez-Valera et
al., 1985).

En environnement athalassohalins, en plus de I’ion Na*, d’autres ions prédominent, comme
I’ion Mg*dans la Mer Morte (Larsen, 1980). Alors que les lacs hypersalés sodés
présentent une autre variation dans la composition ionique. Il y’a prédominance des

carbonates et des chlorures comme anions et le Na* comme cation (Tableau 1).

Le pH des lacs hypersalins d’origine thalassohalines est généralement proche de la
neutralité ou légerement alcalin alors que celui de la Mer Morte (origine athalassohaline)
est légerement acide (Tableau 1). La saturation des eaux due a I’évaporation réduit encore
le pH et la solubilité de I’oxygéne. Mais I’agitation des eaux de surfaces par le vent permet
I’aération et donc la disponibilité de I’oxygéne pour les microorganismes aérobies des
couches superficielles (Litchfield et al., 1998).

1. 3. Diversité phylogenétique des halophiles

Les halophiles et les halotolérants présentent une grande diversité phylogénétique.
On les trouve parmi les trois domaines du vivant : Archaea, Bacteria et Eucarya (Figure 4)
(Oren, 2002a). lIs sont capables de survivre dans ces conditions extrémes de salinité. Cette
contrainte est a la base des propriétés halophiles de ces organismes et de leurs composants,
qui doivent fonctionner en présence de concentrations multimolaires de sel a I’intérieur de

leur cellule.
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Figure 4. Arbre phylogénétique universel issu d’une analyse comparative des sequences de
genes ribosomaux. Les groupes phylogénétiques contenant des membres halotolérants et

halophiles (croissent bien & 100 gl™*) sont indiquées en lignes gras (Oren, 2002a).
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De nombreuses définitions ont été données dans la littérature pour qualifier les termes
halotolérant et halophile. Elles sont basées sur la réponse de la croissance des

microorganismes en présence de chlorure de sodium (NaCl).

Il est toutefois tres difficile d’établir des limites qui définissent I’halophilisme et
I’halotolérance car de nombreux facteurs comme la température, la concentration et la
présence de certains nutriments, et ou la présence d’autres sels, modifient
considérablement la réponse des bactéries au NaCl.

Le terme « halophile » désigne les microorganismes nécessitant la présence de sel (NaCl)
dans le milieu pour leur croissance. En revanche, le terme « halotolérant » signifie que les
microorganismes tolerent différentes concentrations en sel durant leur croissance. Les
bactéries nécessitant moins de 1 % (p/v) de sel pour une croissance optimale nesont pas
considérees comme halophiles. En 1962, Larsen a définit 3 catégories de bactéries
halophiles selon la concentration en sel qui amene a une croissance optimale des
microorganismes (Bertrand & Larsen, 1989). Cette concentration peut varier de 1 a 6 %
(p/v) pour les bactéries faiblement halophiles, de 3 a 15 % (p/v) pour les bactéries
halophiles modérées et jusqu’a 15-30 % (p/v) pour les bactéries halophiles extrémes. Par
ailleurs, les bactéries halotolérantes acceptent des concentrations modérées de sels mais
non obligatoires pour leur croissance. Les domaines de croissance de ces 3 catégories

d’organismes halophiles sont représentés schématiquement sur la Figure 5 (Larsen, 1962).

Halophiles
extrémes

Halophiles
modérés

Halotolérants

Figure 5. Les différents
groupes de
microorganismes
halophiles (Larsen, 1962).

Taux de croissance (uUnité arbitraire)

Concentration croissante en NaCl
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Dans le domaine des Eucarya, les halophiles sont plus rares. Le principal représentant des
halophiles est I’algue verte Dunaliella qui comprend des espéces halophiles modérées
(Dunaliella viridis, Dunaliella parva ...) et une espéce halophile extréme (Dunaliella
salina). Cette algue produit le B-caroténe responsable de la couleur orange des saumures et
dont ses propriétés sont exploitées en biotechnologie (Oren, 2002b). On peut aussi citer le
crustacé Artemia. Enfin, parmi les eucaryotes, des levures osmotolérantes (Rhodotorula
mucilaginosa et Pichia guilliermondii), isolées de bassins d’évaporation croissent a 15 %
de sel (Buchalo et al., 1998).

Le domaine des Bacteria regroupe la plus grande diversité des halophiles, la plupart étant
halophiles modeérées plutdt qu’extrémes. Elles sont ubiquistes et présentes dans un grand
nombre de groupes phylogénetiques. Les bactéries les plus isolées et étudiées sont les
bactéries fermentatives strictes. Elles appartiennent a deux familles Halobacteroidaceae et
Haloanaerobiaceae (Oren, 1984 ; Rainey et al., 1995). Des bactéries sulfato-reductrices
ont également éte isolées. Elles sont représentées par des halophiles modérées appartenant
aux genres : Desulfovibrio (Krekeler et al ., 1997), Desulfobacter (Brandt & Ingvorsen,
1997), Desulfotomaculum (Tardy-Jacquenod et al., 1998), et Desufohalobium,
Desulfohalobium retbanse (Ollivier et al., 1994). Ces bactéries vivent dans les sédiments
noirs, les sols hypersalés ainsi que dans les eaux salées souterraines. La famille des
Halomonadaceae constitue probablement le groupe le plus important des bactéries
hétérotrophes aérobies isolées des lacs neutrophiles et sodés (Ventosa et al., 1998).

Enfin, des bactéries photosynthétiques halophiles (cyanobactéries et bactéries phototrophes
anoxygéniques) ont été quelquefois isolées de la surface des sédiments de milieux
hypersalés ou elles forment un tapis microbien. Les cyanobactéries unicellulaires forment
une couche brune a la surface des sédiments (DasSarma, 2001). Les bactéries phototrophes
anoxygéniques forment une couche pourpre au dessous de celle des cyanobactéries
(Caumette et al., 1994 ; Sgrensen et al., 2004). La majorité des isolats de bactéries pourpre
appartiennent aux genres Halorhodospira, Roseospira, Halochromatium et Thiohalocapsa
(Guyoneaud et al ., 1998 ; Imhoff & Suling, 1996 ; Imhoff et al., 1998a ; Imhoff et al.,
1998b). Des especes alcalophiles de Halorhodospira et une espéce d’actinomycete
halophile extréme (Actinopolyspora halophila) ont été isolées de nombreux lacs natronés
en Afrique central et en Egypte (Johnson, 1986).

10
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Au sein des Archaea, la famille des Halobacteriaceae comprend les halophiles extrémes
aerobies. On les trouve dans la Mer Morte, les marais salants et les lacs alcalins
hypersalins. Aux fortes salinités, les halobactéries dominantes colorent les lacs hypersalés
en rouge. Cette couleur est due a un pigment de type caroténoide (a-bactériorubérine Csp),
localisé au niveau de la membrane cellulaire. Ce pigment protege la cellule de la
photooxydation (Wu et al., 1983 ; Litchfield, 1998) et augmente la température ambiante
par absorption des radiations lumineuses et donc I’évaporation (Jones et al., 1981). Les
haloarchaea sont considérées comme des thermophiles modérées (Juez, 2004). En 1969,
Lefond a noté que lors de la précipitation de NaCl, la majorité des haloarchaea piégées a
I’intérieur des inclusions de fluides sont restées mobiles pendant quelques semaines et
viables pendant quelques mois (McGenity et al., 2000). Ce phénoméne a été également
observé dans d’autres marais salants (Norton & Grant, 1988 ; Castanier et al., 1999). Par
ailleurs, il est trouvé que la présence des haloarchaea affecte la cristallisation en
augmentant la taille et le nombre des cristaux (Lopez-Cortes et al., 1994) et accélére aussi
leur formation (Norton & Grant, 1988).

Egalement, la branche méthanogene des Euryarchaeota contient des halophiles dont
I’activité méthanogene est possible a des seuils proches de la saturation en NaCl :
Methanohalophilus, Methanohalobium et Methanospirillum (Kamekura, 1998 ; DasSarma,
2001).

1. 4. Diversité moléculaire des halophiles

L’analyse de la distribution des microorganismes au sein des environnements
hypersalés par les techniques de la biologie moléculaires disponibles comme celles
utilisant des sondes oligonucléotidiques fluorescentes (Fluorescent In Situ Hybridization :
FISH) (Amann et al., 1992, 1997 ; Anton et al., 1999) ou encore I’isolement direct de
génes de I’habitat ont permis aussi d’identifier et de décrire phylogénétiquement les
procaryotes halophiles qui ne peuvent étre isolés ou cultivés au laboratoire (Rodriguez-
Valera et al., 1999 ; Gabor et al., 2003).

Les marais salants ou salines, dans lesquels I’énergie solaire est employée afin d’évaporer
I’eau de mer et de récolter le sel, représentent un écosystéme passionnant pour I’étude des

halophiles. En effet la salinité dans les marais salants recouvre toute la gamme de salinités,

11
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depuis celle de I’eau de mer jusqu’a la saturation en NaCl et parfois au-dela, dans le cas ou
on cherche a précipiter les chlorures de potassium, magnésium, lithium et bore.

La diversité moléculaire des salines, déterminée par une culture classique combinée a une
analyse phylogénétique des ADNr 16S a montré que les clones majeurs d’archaea
halophiles extrémes et des bactéries halophiles présents dans cet habitat, n’ont aucun
représentant cultivable (Benlloch et al., 1995, 2001 ; Ochsenreiter et al., 2002). Elles ont
également révélé une énorme diversité, jusqu’alors inédite, car non représentée dans les
seuls organismes cultivés.

Par la suite, d’autres études ont montré que la biodiversité des Bacteria des bassins
diminuait lorsque la salinité augmentait (Rodriguez-Valera et al., 1985 ; Benlloch et al.,
1995 ; Casamayor et al., 2002) et que les communautés bactériennes des bassins de
moindre densité (< 14 % (p/v) de sel) n’avaient que 30 % de similarité avec celles des
bassins de concentration (21 % (p/v) de sel), les communautés de ces derniers ne
présentent aucune similarité avec celles des bassins de cristallisation (30 % (p/v) de sel)
(Benlloch et al., 1996, 2002). Cependant ces remarques sont a nuancer au vu des résultats
sur les communautés Archaea qui sont hautement similaires entre les bassins de
concentration et les bassins de cristallisation, et qui par ailleurs se révélent stables dans le
temps. Par ailleurs, aucune Archaea n’a pu étre amplifiée a des salinités inférieures a 13 %
(p/v) de NaCl et les communautés microbiennes ne présentent que 50 % de similarité entre
les bassins de cristallisation espagnol et un autre situé en Israél (Benlloch et al., 2002).
Dans les bassins de cristallisation, la diversité des Archaea apparait trés faible, avec un
phylotype SphT non cultivable (pour Susana phylotype) (Antén et al., 1999 ; Benlloch et
al., 2002) et par un procaryote carré pourvu de vésicules a gaz, décrit par Walsby en 1980
aprés une observation microscopique des saumures collectées au niveau de la sebkha du
golfe Eilat de la péninsule de Sinai. lls semblaient également étre la composante
majoritaire de la microflore présente dans de nombreux environnements thalassohalins et
athalassohalins en Australie (Burns et al., 2004a), au Chili (Demergasso, 2004), au Pérou
(Maturrano et al.,, 2006a) et des lacs natronés en Afrique (Grant et al., 1999). La
combinaison de différentes techniques telles que la réaction de polymérisation en chaine
(Oren, 1994), la FISH (Benlloch et al., 1995), I’analyse des lipides membranaires (Oren et
al., 1996) et I’observation microscopique (Stoeckenius, 1981 ; Kessel & Cohen, 1982) ont
reconnu le procaryote carré comme une haloarchaea, classé dans le groupe SHOW (pour
« Square Haloarchaea of Walshy ») (Bolhuis et al., 2004 ; Burns et al., 2004b).

12
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Antén et al. (2000) ont par la suite identifié un nouveau genre halophile extréme dénommé
Salinibacter affilié au groupe des Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides et pouvant
constituer jusqu’a 25 % de la biomasse des bassins les plus concentrés des marais salants
en Espagne. Il est responsable de 5 % dans le développement de la couleur rouge des
saumures (Oren & Rodriguez-Valera, 2001), di a la preésence d’un pigment de type

caroténoide Cyp, la salinixanthine (Oren, 2002c).

Les lacs alcalins ont aussi fait I’objet d’analyses multiples. 1l s’agit d’un type particulier de
lac salé, contenant entre autres sels une grande quantité de carbonates et bicarbonates de
sodium (Sorokin & Kuenen, 2005). Duckworth et al. (1996), ont ainsi mis en évidence des
y-Proteobacteria du genre Halomonas ainsi que des Actinobacteria et des Firmicutes au
sein de six lacs situés au Kenya et en Tanzanie. Des archaea haloalcalophiles appartenant
aux genres Natronobacterium, Natronococcus, Natrialba, Natrinema, Natronomonas,
Natronorubrum et Halalkalicoccus ont aussi été mises en évidence dans ces mémes lacs.
Ces derniers présentent une faible diversité qui peut s’expliquer par la difficulté

d’adaptation des microorganismes a la double contrainte du sel et du pH alcalin.

2. Adaptation moléculaire a I’halophilisme

Dans la nature il est extrémement rare de trouver un habitat composé d’une seule
espéce ou lignée cellulaire. Différents microorganismes coexistent, interagissent entre eux
et avec I’environnement qui les entoure et de ce fait méme définissent la communauté.
Cette derniere forme un systéme en constante évolution mais qui en méme temps possede
une certaine homéostasie qui reflete les interactions entre tous les membres de cette
communauté et I’habitat qu’ils occupent (Alexander, 1997).

Aussi, la vie dans les lacs hypersalés n’est possible qu’aux prix d’une forte spécialisation
qui n’est atteinte que par quelques microorganismes, capables de maintenir une pression
osmotique égale a celle de I’environnement. Deux stratégies sont utilisées pour s’adapter

au milieu hypersalé et donc a une faible activité d’eau (Aw).

2. 1. Adaptation a la salinité par production d’osmoprotecteurs

L’exclusion du sodium et la synthese ou I’accumulation de solutés compatibles est

une réponse au stress hyperosmotique adoptée par les microorganismes Eucarya halophiles
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du genre Dunaliella, les bactéries halophiles et halotolérantes (a I’exception des
Haloanaerobiales), par les archaea halophiles méthanogenes (Brown, 1976 ; DasSarma,
2001) ainsi que par les trois espéces de bactéries aérobies halophiles extrémes
nouvellement décrites Halovibrio denitrificans, Halospina denitrificans (Sorokin et al.,
2006) et Salicola marasensis (Maturrano et al., 2006b).

Les solutés compatibles peuvent étre des sucres (saccharose, tréhalose), des dérivés de
sucres (sulfotréhalose, glucosylglycérol), certains acides aminés et dérivés (proline, acide
glutamique, glutamine, acide y-aminobutyrique, glycine bétaine), éctoine et dérivés et des
polyalcools (glycérol, arabitol, mannitol). L’osmoprotecteur le plus frequemment observé
est la glycine bétaine (Courtenay et al., 2000). Il est utilise par de nombreux
microorganismes halophiles et halotolérants telles que les cyanobactéries, les bactéries
aérobies hétérotrophes et les archaea méthanogenes. Il a également été détecté chez
quelques bactéries pourpres (Imhoff, 1988) et bactéries fermentaires (DasSarma, 2001). La
plupart de ces bactéries accumulent la glycine bétaine par absorption active, mais certaines
sont capables de synthese comme les bactéries pourpre et les bactéries sulfato-réductrices
(Welsh et al., 1996).

Les levures, les moisissures et les microorganismes eucaryotes halophiles du genre
Dunaliella accumulent des polyalcools et spécialement du glycérol qui est un des
principaux produit de la photosynthese (DasSarma, 2001). Les disaccharides sont utilisés
par certaines cyanobactéries (Mackay et al., 1984). Cependant, les disaccharides et les
acides aminés possédent des potentialités limitées en tant qu’osmoprotecteurs (Oren,
2002b). Les voies de biosynthese des solutés organiques, a I’exception de celle de la
glycine bétaine, dérivent de la synthése du glutamate et de I’aspartate (Caumette, 1998). Le
mode d’action des osmoprotecteurs est loin d’étre clair. lls pourraient n’étre simplement
que des solutés compatibles inoffensifs, ou au contraire, ils pourraient jouer un role
protecteur actif interagissant avec les protéines et les protégent de cette fagon de I’action
destructrice due a I’osmolarité (Papageorgion & Murata, 1995 ; Welsh, 2000). Aussi leur
présence dans le cytoplasme n’exige pas une adaptation particuliere des protéines

cellulaires.

2. 2. Adaptation a la salinité par accumulation de KCI
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La seconde stratégie est adoptée par des groupes phylogénétiquement différents :

Halobacteriales, bactéries halophiles anaérobies de I’ordre des Haloanerobiales et par la
bactérie aérobie Salinibacter ruber.
Ils accumulent essentiellement du KCI (Christian & waltho, 1962 ; Lanyi, 1974 ; Kushner,
1978 ; Tindall & Triper, 1986 ; Oren, 1999a; Oren et al., 2002a; Grant, 2004). Une
concentration en ion K* de 5,0 M a été mesurée chez Halobacterium lorsque la croissance
a lieu 24,0 M en ion Na* (Christian & Waltho, 1962 ; Grant et al., 2001). Cependant, il est
trouvé que chez les membres alcalophiles, il y’a accumulation également du 2-
sulfotréhalose (Desmarais et al., 1997). L exclusion du Na* du cytoplasme se fait grace a
un antiport Na'/H", localisé au niveau de la membrane cytoplasmique (Oren, 2001).
Généralement, les ions K" entrent passivement via un systéme uniport sous I’impulsion du
potentiel de membrane. Ce systéme revient a remplacer une partie du sodium cellulaire par
du potassium. Des systémes multiples de transport actif des ions K™ ont également été
détectés dans le genome de Halobacterium sp. NRC-1 (Oren, 2001a).

L’ afflux des cations doit &tre compensé par un nombre équivalent d’anions. Le mouvement
d’anions tel que le chlorure est couplé a I’énergie du potentiel de membrane. Il pénétre
grace a un symport Na*/CI". L’illumination des membranes actionne également une pompe
qui fait entrer les ions CI" dans la cellule. Cette fonction revient a une nouvelle protéine
contenant du rétinal appelé halorhodopsine. Cette protéine accomplit son cycle en poussant
vers I’intérieur de la cellule des ions CI” contre le gradient de charges existant (Oesterhelt,
1995).

Les organismes accumulant dans leur cytoplasme de fortes quantités de sel, principalement
du KCI se soumettent a un nouveau stress cellulaire : le stress salin. Cependant, ces
organismes ne semblent pas connaitre ce stress, leurs protéines sont non seulement
solubles et fonctionnelles (stables, actives et flexibles) a de telles salinités, mais en plus,
elles se dénaturent des que la concentration en KCI diminue en dessous de 1,0 a 2,0 M.
Elles sont en ce sens qualifiées de protéines halophiles (Brown-Peterson & Salin, 1994 ;
Madern et al., 2000).

Une des questions les plus intéressantes serait de découvrir la base moléculaire de la
stabilité des protéines halophiles a des concentrations de sel élevées car cela pourra

élucider les mécanismes d’adaptation en général. La malate déshydrogénase, une enzyme
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produite par Haloarcula marismortui est la plus étudiée de toutes les protéines halophiles.
Elle contient plus de résidus acides (aspartate et glutamate) et moins de résidus basiques
(lysine) que son homologue non halophile, mais aussi plus de petits résidus hydrophobes
(alanine, glycine et valine) et peu de résidus aliphatiques (Lanyi, 1974 ; Madern et al.,
1995 ; Ebel et al.; 1999, Madern et al., 2000 ; Oren & Mana, 2002). Ces groupements
d’acides aminés acides sont connus pour interagir fortement avec les molécules d’eau et les
ions positifs comme le K™ (Hough & Danson, 1999). D’autres cations et anions peuvent
également contribuer dans la stabilisation, et particulierement les ions divalents tels que le
Mg®* (Lanyi, 1974, Madern et al., 2000). L’accumulation de résidus acides est donc un

mécanisme d’adaptation aux fortes concentrations de sels (Figure 6).

Figure 6. Comparaison des charges de
surface de protéines. TFBe de
Halobacterium NRC-1 (protéine
halophile) et Facteur d’initiation de
transcription  humain  TFIIB  (non
halophile) (Kennedy et al., 2001).
Caractére acide est en rouge, basique en
bleu et neutre en blanc. Les sites de
fixation de TBP et BRE sont indiqués

3. Archaea halophiles extrémes

3. 1. Généralités

En 1977, un des étudiants de Woese (G. E. Fox) découvrit, chez les organismes
méthanogenes d’organisation cellulaire procaryote, un nouveau type de profil d’ARNr 16S
ne pouvant étre assimilé ni a un profil bactérien, ni a profil eucaryote (ARNr 18S) (Woese
& Fox, 1977). 1l venait de caractériser un groupe d’organismes aussi éloigné des Eucarya
et des Bacteria que ne peuvent I’étre ces deux derniers groupes entre eux. D’abord
prénommé Archéobactéries, car ces organismes semblaient archaiques, ce groupe fut

ensuite appelé Archaea (Woese et al., 1990).
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C’est un groupe de procaryotes atypiques dont certains se sont fait remarquer par leur
capacité a vivre dans des conditions dites extrémes (pH, température, salinité, etc.). En fait,
il existe beaucoup d’Archaea qui vivent dans des conditions plus «normales» tout autour
de nous (les Archaea non cultivables du sol, des lacs et de I’océan), et méme en nous (les
méthanogenes de nos intestins) (Schleper, 1999). Les archaea sont considérées comme non
pathogenes (Cavicchioli et al., 2003). Ce qui les distingue de tous les autres organismes,
c’est leur biologie moléculaire et leur biochimie, différentes a la fois des Bacteria et des
Eucarya, en particulier, la structure des lipides polaires (Kates, 1972). Les mécanismes
informationnels ressemblant beaucoup plus aux ndtres qu’a ceux des bactéries (Forterre,
1997 ; Olsen et Woese, 1997). D’un point de vue phylogénique, le domaine des Archaea
est divisé en trois regnes :
v Les Crenarchaeota qui regroupent les organismes les plus thermophiles, les
Thermoproteales, les Pyrodictiales et les Sulfolobales métabolisant le soufre comme

source d’énergie.

v Les Korarchaeota renferment les organismes isolés de sources chaudes mais aucune

souche n’a été isolée en culture pure.

v Les Euryarchaeota (appelées auparavant Eocytes) regroupent les phénotypes variés,

Thermococcales, les Methanococcales, les Methanobacteriales et les Halobacteriales.

Phylogeniquement distinct et distant des Eucarya et des Bacteria, les archaea
halophiles extrémes sont trés fréquentes dans les lacs salés et les salines ou mares
préparées pour I’évaporation de I’eau de mer conduisant a I’obtention de sel marin (Nuttall
& Dyall-Smith, 1993 ; Montalvo-Rodriguez et al., 2000 ; Asker & Ohta, 2002). Elles ont
été isolées des dépdts de sel du Permien et du Triasique (Stan-Lotter et al., 1993, 1999,
2000), des mines de sel (Norton et al., 1993 ; Denner et al., 1994 ; McGenity et al., 2000 ;
Stan-Lotter et al., 2001, 2002). Elles peuplent aussi les lacs hypersalés (Oren et al., 1995 ;
Xin et al., 2000), les lacs natronés (Soliman & Triper,, 1982 ; Tindall et al., 1984 ; Kanai
et al., 1995 ; Xu et al., 2001), les sols salés (Zvyagintseva & Tarasov, 1987 ; Hezayen et
al., 2002) et le sable marin (Kamekura & Dyall-Smith, 1995). Les halobactéries ont été
également isolées de poissons et autres aliments conservés par le sel (Petter, 1931 ; Bailey
& Birbir, 1993 ; Mevarech, 2000).
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Elles sont toutes halophiles et, pour la plupart, ne peuvent se développer qu’a des
concentrations en NaCl supérieures a 1,5 M (Javor, 1989 ; Grant et al., 2001). La plupart
des espéces ont une croissance optimale a des concentrations variant de 3,5 a 4,5 M, et
méme proche de la saturation du NaCl (5,2 M) (Rodriguez-Valera et al., 1981 ; Grant et
al., 2001). Certaines especes exigent des pH élevés alors que d’autres des teneurs élevees
en magnésium, ce qui reflete leur adaptabilité a leur environnement (Oren, 1994 ;
Kamekura, 1999a). Bien que la physiologie des haloarchaea soit différente de celle des

autres groupes d’Archaea, certains traits sont communs a la plupart des Archaea.

3. 2. Taxinomie

Les termes « halobactérie ou haloarchaea » correspondent aux membres d’archaea
halophiles extrémes aérobies de la famille des Halobacteriaceae, de I’ordre des
Halobacteriales formée par Grant & Larsen (1989). La connaissance des haloarchaea a
commencé avec la formation de deux genres Halobacterium et Halococcus. Ils constituent
un groupe monophylétique ou la majorité des especes ont des valeurs de 83,2 % de
similitude des séquences d’ADNr 16S, indiquant une diversité génomique (Wright, 2006).
Les méthanogenes est le groupe d’archaea le plus étroitement lié aux halobactéries (Olsen
et al., 1994) avec des valeurs de similitudes des séquences d’ADNr 16S de I’ordre de 80
%. La diversité phylogénique des archaea halophiles extrémes excede de beaucoup tout ce
qui a pu étre envisagé il y’a a peine une quinzaine d’années. Dans la seconde édition du
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 14 genres ont été décrits (Grant et al., 2001).
A I’heure actuelle, 23 genres existent. Mais, il est probable que la diversité des haloarchaea
soit plus étendue que le nombre de genres décrits, si on considere les non cultivables. La
comparaison des séquence des genes 16S d’ARNr et I’analyse des lipides polaires
membranaires sont actuellement utilisées comme clés de différenciation entre les membres
des halobactéries (Kamekura, 1998, 1999b ; Kamekura et al., 2004) (Tableau 2-Annexe 1).

3. 3. Structure et physiologie

3. 3. 1. La paroi cellulaire
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L’organisation de la paroi cellulaire des archaea halophiles extrémes est simple. Elle
ne contient ni acide muramique, ni acide diaminopimélique (Brown & Chao, 1970 ;
Wieland, 1988).

La paroi de Halococcus est constituée par des polysaccharides. Elle est complexe, formée
d’une seule couche rigide de 50 nm d’épaisseur (Kocur et al., 1972) et qui n’est pas
désintégrée en solutions salines diluées. Elle contient le glucose, le mannose, le galactose,
la glycine, le glutamate (ou la glutamine), le glucosamine, le galactosamine (Reistad, 1972)
et un acide rare, le 2-amino-2-désoxyglucuronique (Reistad, 1974). La plupart des sucres
sont porteurs de groupes sulfates. L’ensemble n’est pas sans rappeler les polysaccharides
du type chondroitine sulfate trouvés dans les tissus conjonctifs des animaux (Wieland,
1988). Steber & Schleifer (1975), ont noté également la présence de sucres neutres, acide

glucuronique et acide galacturonique.

La surface des halobacilles (haloarchaea de forme bacillaire) est caractérisée par un
assemblage de sous unités hexagonales de glycoprotéines de 17,5 nm d’épaisseur
organisées en une unique couche réguliére a la surface de la cellule et liées a des groupes
sulfates (Mohr & Larsen, 1963). Cette structure est appelée « couche de surface » (ou S-
layer) (Sleytr & Glauert, 1982). Elle est fermement attachée a la membrane plasmique d’ou
absence d’espace périplasmique (Baumeister & Lembcke, 1992). Sa masse moléculaire a
été estimée a 200 kDa et contient 10 & 12 % de carbohydrates (Mescher & Strominger,
1976). Les protéines contiennent un exces d’acides aminés acides chargés négativement
(environ 35 % de glutamate et d’aspartate) (Werber, 1980), ce qui favorise I’hydratation de
la paroi et I’augmentation de la solubilité des nutriments (Wieland, 1988). La nature acide
des constituants protéiques des couches externes rend compte des besoins en cations. Selon
Kushner (1964), le maintien de I’intégrité pariétale est due aux ions Na', a la face externe,
tandis que la face interne accepte aussi bien les ions Na* que les ions K*. On attribue
également aux ions Na* un effet électrostatique dans la neutralisation de I’excés de charges
négatives (Brown, 1976). L’exposition des haloarchaea a des solutions salines de plus en
plus diluées entraine une lyse cellulaire. Les batonnets donnent des spheres qui ne tardent

pas a eclater lorsque la concentration en NaCl atteint 10 % (p/v).

Les S-layers sont sensibles aux détergents comme le sodium dodécylsulfate (SDS) et a
I’urée. Mais les haloarchaesa comme toutes les Archaea ne sont pas affectées par la
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penicilline et les antibiotiques chimiquement apparentés qui interferent avec la synthese de

la muréine (Kushner, 1978).

La structure et la voie de biosynthéese des glycoprotéines ressemblent a celles des cellules
eucaryotes ce qui a suggéré I’existence d’une origine primitive commune des cellules,

avant la divergence des eucaryotes et des procaryotes (Werber, 1980).

3. 3. 2. Les lipides et la membrane cytoplasmique

» Structure et composition

Le caractere le plus distinctif des membranes des Archaea en général, est la nature

de leurs lipides. lls different de ceux des eucaryotes et des bactéries. Ils possédent des
chaines hydrocarbonées ramifiées liées au glycérol par des liaisons éthers plut6t que par
des acides gras connectés par des liaisons esters. Les liaisons éthers sont plus résistantes
que les liaisons esters a I’effet de la température, a I’oxydation et a la dégradation
enzymatique.
Les lipides membranaires représentent plus de 93 % des lipides cellulaires chez
Halobacterium salinarum, soit environ 4,0 % du poids sec cellulaire (Kamekura & Kates,
1988). lls sont constitués par une fraction neutre de 10 % et le reste par les lipides polaires
(Kates, 1978).

Les lipides neutres sont entierement des dérivés isoprénoides, groupés en 4 classes;
isoprénoides C,o (géranylgéraniol et rétinal), isoprénoides Csq (squaléne), isoprénoides Cso
(lycopéne, néo-o-caroténe et néo-p-caroténe), isoprénoides quinones de type
ménaquinones et non de type ubiquinones (MK-8 et MK8H,) (Collins et al., 1981) et Csp
(bactériorubérine) (Kamekura & Kates, 1988). Le systeme de biosynthése du groupement
isoprénoide a lieu via une modification de la voie du mévalonate (Moldoveanu & Kates,
1988). Il est trouvé que chez Halobacterium cutirubrum, cette biosynthése est inhibée par
la bacitracine (Basinger & Olivier, 1979).

Halobacterium salinarum qui est capable d’effectuer une forme unique de photosynthese
possede deux types de composants de la membrane cellulaire, la membrane rouge et la

membrane pourpre. La membrane rouge est le site de la respiration, et doit sa couleur
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essentiellement a la présence de caroténoides. A basse pression d’oxygene et luminosité

intense, cette espece développe au niveau de la membrane rouge des zones de membranes

pourpres. Ce type de membrane est constitué, outre de lipides, essentiellement de la

protéine bactériorhodopsine.

Figure 7. Structure du
«core» des lipides
membranaires des
haloarchaea  (Kates,
1996).

Figure 8. Structures
des phospholipides
des haloarchaea et
comparaison a ceux
des  non-Archaea
(Kates, 1996).
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Les lipides polaires dérivent du diacylglycerol (Cyo-isopropanylglycérol diéther ou sn-2,3-
diphytanylglycérol diéther) (Figure 7, 1) (Kates, 1978) et non du diacylglycérol (sn-1,2-
diacylglyceérol diester). La chaine phytanyl Cy contient 4 branchements méthyles et est
similaire au groupe phytol de la chlorophylle aprés saturation (Kates, 1984). Il existe des
variétés de cette structure chez les halophiles extrémes alcalophiles : 2-O-sesterterpanyl-3-
O-phytanyl-sn-glycérol (C,0Cos diéther ou core CyCys) et 2,3-di-O-sesterterpanyl-sn-
glycérol (C5Cys diéther ou core Cy5Cos) (Figure 7, 1A et 1B) (De Rosa et al., 1983). Le
nom «archaeol » additionné de la désignation du groupe acyl (C,0Cys) a été introduit par
Nishihara et al. pour désigner le diphytanylglycérol diéther (Kates, 1988a).

La structure des phospholipides a été établie par Kates (1978) (Figure 8) et comprend un
phospholipide majeur et 3 phospholipides mineurs. Le phospholipide majeur est un
archaeol analogue du phosphatidylglycérol phosphate méthyl ester (PGP-Me). Les mineurs
sont identifiés comme étant des archaeol analogues de phosphatidylglycérol (PG), de
phosphatidylglycérol sulfate (PGS) et d’acide phosphatidique (PA).

La comparaison des structures des phospholipides diéther avec les phospholipides
normaux, a indiqué que celles des halophiles extrémes sont les images dans un miroir de
celles des autres organismes (Figure 8). Chez les Archaea en général, la molécule existe
sous la forme de sn-glycérol-1-phosphate (G1P) alors que chez les bactéries et les
eucaryotes sous la forme de sn-glycérol-3-phosphate (G3P) (Kates, 1978 ; Daiyasu et al.,
2005). Archaeol C»Cy analogues de PGP-Me et PG sont présents chez tous les genres
(Kates, 1978 ; Kates, 1993a). Les membres alcalophiles contiennent en plus, des CyCos
diéther (Kamekura & Dyall-Smith, 1995) et C,5Cys5 diéther (De Rosa et al., 1983).

La composition des lipides polaires et spécialement celle des glycolipides semble étre
correlée avec la taxinomie au niveau du genre (Torreblanca et al., 1986 ; Kates, 1993b).
Leur détermination constitue un test rapide pour classer une haloarchaea (Ross & Grant,
1985 ; Tindall et al., 1987).

Les glycolipides sont présents spécialement chez les membres neutrophiles (Kamekura &
Kates, 1999) et comprennent un triglycosyl sulfaté (S-TGD-1) comme glycolipide majeur
et de nombreux glycolipides mineurs (Figure 9) (Kates, 1978). Le groupe de glycolipides
mineurs comprend un triglycosyl, archeaol galactosyl-mannosyl-glucosyl (TGD-1);
tétraglycosyl sulfaté (S-TeGD) et sa forme désulfaté (TeGD) ; un triglycosyl, archaeol
glucosyl-mannosyl-glucosyl (TGD-2) ; un diglycosyl (TGD-2); un diglycosyl sulfaté,
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mannosyl-6-sulfate-glucosyl (S-DGD-1) et sa forme sans sulfate (DGD-1); un second

diglycosyl sulfaté, archaeol mannosyl-2-sulfate-glucosyl (S-DGD-3) et un diglycosyl

bisulfate (S,-DGD).
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Le flagelle des Archaea differe de facon marquée de celui des bactéries, tant en

composition qu’en structure et en mode d’assemblage. Ainsi, le filament en lui-méme (10 a

14 nm de diametre) est beaucoup plus mince que celui des bactéries (environ 20 nm de

diametre) (Jones & Aizawa, 1991). Les flagelles bactériens tournent dans le sens opposé a

celui des aiguilles d’une montre alors que la rotation se fait a droite chez Halobacterium

salinarum (Thomas et al., 2001a). Cependant, la composition en acides aminés des deux

types de procaryotes est similaire, prépondérance de résidus neutres et peu de résidus

basiques (Thomas et al., 2001a). Les flagelles bactériens sont généralement formés d’un

seul type de flagelline mais de plusieurs types chez les archaea. En outre, chez

Halobacterium salinarum Les flagellines sont associées a des oligosaccharides sulfatés

(Wieland et al., 1985). Les flagelles de cette espéce sont plus résistants que ceux des
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bactéries aux protéases et plus thermotolérants mais ils se dissocient rapidement en
solutions faiblement salines.

La synthese du flagelle chez les bactéries se fait par transport des sous unités de flagellines
a travers le tube creux du filament (2 nm de diameétre) et s’assemblent spontanément de
sorte que le filament grandit a son extrémité et non dans sa partie basale. Alors que les
flagelles des archaea sont fins et ne peuvent donc permettre le cheminement des
flagellines comme chez les bactéries. Par ailleurs, on a noté chez les archaea, la présence
de peptide signal lié aux sous unités de pré-flagellines, ce qui suggére qu’elle passe a
travers la membrane cytoplasmique. Il sera ensuite clivé par une flagelline peptidase.
Cette caractéristique, et autres similarités sont observées entre le flagelle archéen et les
fimbriae bactérien de type 4, font penser que, chez les archaea, le flagelle se construit a

partir de la base (Thomas et al., 2001a).

Quelques membres d’haloarchaea produisent également des vésicules a gaz comme
certaines bactéries aquatiques (DasSarma & Arora, 1997). Ce sont des structures de forme
cylindrique chez Halobacterium salinarum (Halobacterium halobium), entourée par une
membrane de nature protéique de 20 A d’épaisseur (Krantz & Ballou, 1973). Leur fonction
est d’assurer la flottabilité en réponse a un besoin d’oxygene ou encore de lumiere pour la
membrane pourpre. Selon Oren et al. (2006), les vésicules permettent surtout a la cellule

de se positionner parallelement a la surface des saumures.

3. 3. 4. ARN et ribosomes

Les Archaea ont des ribosomes 70S comme les bactéries, cependant au microscope
électronique leur forme est trés variable et peut différer de celle des ribosomes bactériens
ou eucaryotes. Les ribosomes de Halobacterium salinarum (Halobacterium cutirubrum)
paraissent identiques a ceux de E. coli, 70S, une teneur en ARN de 60 % avec 40 % de
protéines (Bayley & Kushner, 1974). Cependant, ils présentent quelques différences. La
sous unité 70S requiert en plus du magnésium (0,1 M), entre 3 et 4 M de potassium pour sa
stabilisation (Visentin et al., 1972). Les tampons utilisés dans les études des ribosomes
provoquent la dissolution de la plupart des protéines et de I’ARNr 5S. Le maintien de
I’intégrité des particules 70S apparait dépendant de la concentration en KCI. Le
remplacement de KCI par NaCl se traduit par une dissociation en unités 52S et 31S. Une

autre caractéristique est que la plupart des protéines ribosomales halophiles sont acides,
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tandis que chez les non halophiles elles sont basiques (Bayley & Kushner, 1974). De plus,
I’hydrophobicité des protéines ribosomales halophiles est moins élevée que celle de
bactéries non halophiles (Werber, 1980). Les protéines de I’ARNr 5S sont similaires a
celles trouvées chez les eucaryotes (Kimura et al., 1989). Le contenu en GC des ARN
ribosomaux (5S, 16S, 23S) des halophiles extrémes est plus élevé que celui de E. coli
(Visentin et al., 1972). Les halophiles extrémes comme tous les Archaea ressemblent aux
Eucarya par leur insensibilité au chloramphénicol, a la streptomycine, a I’érythromycine, a

la tétracycline et a la kanamycine (Perry et al., 2002).

Comme tous les Archaea et contrairement aux Eucarya et aux Bacteria, les ARNt des
halobactéries ont le bras TyC qui est dépourvu de thymine et contient une pseudouridine
ou de la 1-methylpseudouridine. Mais comme les eucaryotes, L’ARNt initiateur porte la
méthionine au lieu de la formylméthionine. Les aminoacyl-tRNA synthétases fonctionnent

mieux en présence de 3,8 M de KCI (Perry et al., 2002).

3. 3. 5. Métabolisme

Les haloarchaea sont des chimioorganotrophes, aérobies qui se développent mieux
sur les acides aminés mais leur métabolisme est peu connu. En dépit de la réputation des
haloarchaea a avoir une activité métabolique des sucres limitée, quelques especes telles
que Halorubrum saccharovorum (Tomlinson & Hochstein, 1972 ; Tomlinson et al., 1974),
Haloarcula vallismortis (Gonzalez et al., 1978), Haloferax mediterranei (Rodriguez-
Valera et al., 1983) et Haloferax volcanii (Mullakhanbhai & Larsen, 1975) utilisent les
sucres. Les polysaccharides sont d’abord dégradés par des hydrolases extracellulaires
spécifiques en oligosaccharides puis transportés a I’intérieur par des transporteurs de type
ABC (pour « ATP-binding cassette ») (Tawara & Kamo, 1991 ; Wanner & Soppa, 1999)
ou ils sont dégradés en monosaccharides.

Le glucose est oxydé par une modification de la voie d’Entner-Doudoroff (Rawal et al.,
1988 ; Johnsen et al., 2001 ; Verhees et al., 2003). Le glucose 6-phosphate est absent et le
premier intermédiaire phosphorylé est le 2-céto-3-désoxygluconate-6-phosphate qui est
converti en pyruvate et en 3-phosphoglycéraldéhyde. Ce dernier est oxydé en pyruvate par
les enzymes conventionnelles de la glycolyse. Chez Halococcus saccharolyticus, le
glucose et le fructose sont dégradés par 2 voies différentes. Le premier via la voie modifiée

d’Entner-Doudoroff (ED) et le second par une modification de la voie d’Embden-
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Meyerhof (EM) (Johnsen et al., 2001) (Figure 10). Les enzymes intervenant dans les deux

voix sont inductibles.

Glucose Fructose
NADF
()] " ® ATP
g; NADPH+H \;:) ADP
Gluconate
_ Fructose-1-phosphate
@¢> mo
. ATP
Figure 10. L
g ATP
Dégradation du ADP Fructose-1,6-hisphosphate
KDNPG

glucose et du

@
fructose chez les ﬁk‘ )\‘

®

Archaea halophiles Pyruvate GAP DHAP =——= GAP

extrémes (Johnsen

etal., 2001). @'@l @'@l
Pyruvate 2 Pyruvate

1, Glucose déshydrogénase; 2, Gluconate déshydrogénase; 3, 2-céto-3-
désoxygluconate kinase; 4, 2-céto-3-désoxy-6-phosphogluconate aldolase; 5,
Cétohéxokinase ; 6, 1-phosphofructokinase ; 7, Fructose-1, 6-diphosphate aldolase ; 8,
Triosephosphate isomérase ; 9, 3-phosphoglycéraldéhyde déshydrogénase ; 10, 3-
phosphoglycérate kinase ; 11, phosphoglycérate mutase ; 12, Enolase ; 13, Pyruvate

kinase.

La voie EM des haloarchaea varie de celle des bactéries uniqguement dans I’étape de
formation du fructose-1-phosphate. Chez le premier groupe, ce composé est formé par une
cétokinase qui existe également chez les eucaryotes. Alors que chez les bactéries, le
fructose est phosphorylé en fructose-1-phosphate durant le transport a partir du
phosphoénolpyruvate (PEP) par une phosphotransférase (Johnsen et al., 2001). Les voies
EM et ED semblent absentes chez Natronomonas pharaonis DSM 2160" (Falb et al.,
2005).
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La présence des enzymes du cycle tricarboxylique a été démontrée chez les haloarchaea.
Elles sont toutes cytoplasmiques a I’exception de la succinate déshydrogénase et sont
actives en présence de chlorure de potassium ou de chlorure de sodium (Hochstein, 1988).
Communément a tous les Archaea, la conversion du pyruvate en acétyl CoA est catalysée
par une oxo-acid ferredoxine réductase. Au contraire de la dégradation du glucose, la
gluconéogénese suit la voie inverse d’Embden-Meyerhof (Altekar & Rangaswamy, 1992 ;
Verhees et al., 2003). Tous les genes codant pour cette voie, sont présents dans le génome
de Halobacterium sp. NRC-1 et de Haloarcula marismortui sauf pour celui de la fructose
1, 6- diphosphate aldolase. Cependant, une classe | d’aldolase de type eucaryote est
détectée chez de nombreuses espéces de Haloarcula (Ng et al., 2000 ; Baliga et al., 2004).

La voie des pentoses phosphate est absente chez Halobacterium salinarum (Oren, 1999b).

Dans les lacs hypersalés, les haloarchaea présentent une grande affinité pour le glycérol
produit par I’algue verte unicellulaire Dunaliella. En effet, toutes les halobactéries étudiées
possédent une glycérol kinase constitutive (Oren, 1994). La croissance de certaines especes
d’halobactéries sur certains hexoses aboutit a une acidification du milieu par production
d’acétate, de lactate et de pyruvate (Tomlinson & Hochstein, 1976 ; Oren et al., 1995).
L’acétate produit pourra servir de source de carbone et d’énergie pour certaines espéeces
des genres Haloarcula, Halococcus et Haloferax (Javor, 1984 ; Tindall, 1992 ; Brasen &
Schonheit, 2001) via le cycle Shunt du glyoxylate, une variante du cycle de Krebs.
L’isocitrate lyase inductible clive I’isocitrate en succinate et glyoxylate (Aitken & Brown,
1969 ; Oren et al., 1995).

L’arginine est utilisé en anaérobiose et a I’obscurité par Halobacterium selon la voie dite
de I’arginine désiminase (Hartmann et al., 1980 ; Ruepp & Soppa, 1996). L’ arginine est
donc propice comme substrat de croissance la ou elle est abondante, en fournissant a la fois
carbone, azote et énergie. La fermentation de I’arginine par cette voie est également
répandue chez les bactéries lactiques, Pseudomonas sp., Bacillus sp., Mycoplasma sp. et
chez les cyanobactéries.

Certaines halobactéries semblent fixer le CO, en présence d’acide propionique par une

voie non établie. Cette fixation semble parfois étre stimulée par la lumiére (Danon &
Caplan, 1979).
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Lors de I’analyse des génomes des halobactéries, on a noté la présence de géenes codant
pour les enzymes du cycle de la B-oxydation mais aucune oxydation d’acides gras n’a été
observée (Ng et al., 2000 ; Falb et al., 2005). La chaine de transport des électrons chez
Halobacterium salinarum consiste en un complexe cytochrome b contenant au moins trois
cytochromes type b, un cytochrome type c et une oxydase terminale de type aas (Fujiwara
et al., 1989). Il semblerait que le transport des électrons par la chaine respiratoire soit
stimulé par le glycérol (Oren, 1994). Les halobactéries sont des aérobies mais une
respiration anaérobie a été également signalée chez ce groupe. Ainsi, on a noté que
Haloferax mediterranei, Haloferax denitrificans et Haloferax volcanii réduisent les nitrates
en nitrites (Tindall, 1992).

3. 3. 6. Production de halocines

Les halophiles extrémes du domaine Archaea produisent des substances protéiques
excrétées dans I’environnement, appelées halocines. Elles ont été décrites pour, la premiére
fois, par Rodriguez-valera et al. (1982), ce type de bactériocines détruit les membranes
cellulaires ou inhibe la transcription, la traduction et I’activité nucléasique (ADN et ARN)
(Price & Shand, 2000). Bien que la production d’halocines semble étre une caractéristique
universelle des halophiles extrémes (Torreblanca et al., 1991), seulement cing halocines
ont été caractérisées au niveau proteique. Trois d’entre elles se distinguent par leur haut
poids moléculaire : I’halocine H4 produite par Haloferax mediterranei R4 d’environ 28
kDa (Meseguer & Rodriguez-Valera, 1985), I’halocine H6 produite par Haloferax
gibbonsii Ma d’environ 32 kDa (Torreblanca et al., 1989) et I’halocine 111 de 31 kDa
produite par Haloferax mediterranei Xia3 (Platas et al., 1996). Les deux autres
microhalocines ont un poids moléculaire inférieur a 3 kDa (Price & Shand, 2000).

3. 3. 7. Bactériorhodopsine et photosynthese chez les haloarchaea

Les haloarchaea difféerent des Archaea par la capacité qu’ont certains membres des
genres Halobacterium, Haloarcula et I’espece Halorubrum sodomense (Blaurock &
Stoeckenius, 1971 ; Oren, 1983b ; Kitajima et al., 1996) de réaliser un type particulier de
photosynthése en absence de chlorophylle. A basse pression partielle d’oxygeéne, elles
synthétisent des taches pourpres qui apparaissent sur leur membrane cytoplasmique

(membrane rouge) et qui peuvent couvrir plus de la moitie de la membrane cellulaire :
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c’est la membrane pourpre. Elle contient environ 25 % de lipides et 75 % de protéines
(Kates, 1988). Les taches pourpres sont formées de feuillets plats contenant un réseau
cristallin d’une seule protéine : la bactériorhodopsine (br) (Oesterhelt & Stoeckenius,
1971). Celle-ci ressemble fortement au pigment sensoriel, la rhodopsine, des batonnets et
des cOnes des yeux des vertébres. Chaque agrégat protéique est lié a un dérivé de
caroténoide : le rétinal (I’aldéhyde de la vitamine A). Ce dernier est produit par clivage du
[B-caroténe en présence d’oxygene et est lié de fagcon covalente au résidu lysyl de la
protéine via une base de Schiff (Bayley et al., 1981). La membrane pourpre est sensible
aux détergents (Hendler & Dracheva, 2001).

La bactériorhodopsine est composée de 248 acides aminés dont 70 % sont hydrophobes.
Elle est formée de sept hélices transmembranaires connectées sur chaque face par des
boucles et le rétinal est au centre de la membrane (Figure 11). Par ailleurs, elle est
encastrée dans la membrane avec une orientation bien définie, les extrémités N- terminale
de trois a six acides aminés sont tournées du cOté extérieur, et 17 a 24 extrémités C-
terminale sont logées dans le cytoplasme (Stoeckenius & Bogomolni, 1982). La

bactériorhodopsine absorbe la lumiére a 568 nm.

Figure 11. Les
sept hélices de la
protéine et le
rétinal au centre
(en mauve)
(Kimura et al.,
1997).

L’importance de la membrane pourpre comme un outil de conversion énergétique a été
observée par Danon & Stoeckenius (1974{). A I’obscurite, le rétinal est dans la
configuration trans, et la base de Schiff est protonée. En absorbant la lumiére, le rétinal est
isomérise dans la configuration 13-cis, et la base de Schiff est déprotonée. Les protons
passent a travers la membrane plasmique a I’extérieur. La base de Schiff repasse alors de
nouveau sous la forme protonée en prélevant un proton dans le cytoplasme, et le rétinal

revient a la forme isomérique trans (Lanyi, 2000). Si la bactériorhodopsine est illuminée
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continuellement, le pigment parait osciller entre deux formes identifiées par leurs pics
d’absorption.

Le sens du flux de protons est a I’opposé de celui qui a lieu au niveau des chloroplastes
exposé a la lumiére. La force proton motrice générée permet a la cellule de synthétiser de
I’ATP et d’actionner d’autres systemes de transport. L’echange de protons et d’ions
sodium par un systéme transporteur antiporteur H*/Na" (rapport d’échange d’environ 2) et
un transport seélectif du potassium (Lanyi, 1878). La différence de potentiel
électrochimique a travers la membrane est couplée avec le transport actif des acides
aminés.

Les halobactéries ont trois autres photosystemes basés sur le rétinal (Tableau 3). Schobert
et Lanyi ont découvert que I’illumination des membranes de Halobacterium salinarum
actionnait une pompe qui fait entrer les ions chlorure, appelée halorhodopsine (hr)
(Oesterhelt, 1995; Pelmont, 1995). Elle est également faite de sept hélices
transmembranaires, méme disposition genérale et forte homologie de séquence avec la
bactériorhodopsine. La protéine accomplit son cycle en poussant vers I’intérieur de la
cellule des ions CI” contre le gradient de charges existant. Le transport n 8st pas sélectif aux
ions chlorures, les ions bromures, iodes et nitrates sont également transportés (Schafer et
al., 1999). L’absorption maximale a lieu a 588 nm. La présence de halorhodopsine seule
dans la membrane permet I’exclusion du Na* du cytoplasme et la synthése d’ATP (Lanyi
& Schobert, 1983).

Les halobactéries sont attirées par la lumiére aux longueurs d’ondes supérieures a 580 nm
et fuient celles inférieures a 500 nm. Cette capacité est due a la présence dans la membrane
plasmique d’un capteur photosensible, qui est une troisieme rhodopsine (sRI) distincte des
deux précédentes (Bogomolni & Spudish, 1982). Elle est impliquée dans le phototactisme
(Hildebrand & Schimz, 1983 ; Spudish, 1993) et permet de localiser les conditions
optimales pour le fonctionnement de la br et de la hr. Les longueurs d’ondes inférieures a
500 nm sont également reconnues par un second pigment sensitif (sRII) dont I’absorption
est maximale a 490 nm. Il a pour réle la protection des halobactéries de la photooxydation.
Des mécanismes de chimiotactisme sont également observés chez Halobacterium
salinarum qui semblerait partager des mécanismes intermédiaires avec le phototactisme
(Schimz & Hildebrand, 1979).

Il est probable que toutes les halobactéries possedent I’halorhodopsine et les pigments

photorécepteurs mais non la bactériorhodopsine (Grant et al., 2001 ; Falb et al., 2006).
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3. 3. 8. Geénes et biologie moléculaire

» Organisation génomique

Comme les Bacteria, les Archaea sont des organismes procaryotes au sens ou elles

possédent un génome constitué d’un chromosome circulaire non enfermé dans un noyau
dont la taille est du méme ordre que celle des génomes bactériens (2 & 4.10° paires de
bases) (Keeling, 1994). L’organisation physique de ces génomes est différente de celle des
génomes eucaryotes. En plus du chromosome, les procaryotes peuvent avoir des genes
supplémentaires sur des plasmides. Cependant, on connait actuellement des Archaea a
plusieurs chromosomes (Brown, 2002).
Le génome des Archaea halophiles extrémes est composé de deux parties, une fraction
riche en GC (66 a 68 %) correspondant au large chromosome, a I’exception de
Haloquadratum walsbyi, récemment isolé en culture pure est dont le contenu en GC est
inférieur a cette gamme. La secondaire fraction pauvre en GC (57 a 60 %) correspond a
I”’ADN satellite ou aux mégaplasmides (Pfeifer, 1988). Elle représente 10 a 30 % de I’ADN
total. Les génomes de six halobactéries ont été complétement séquencés (Tableau 3). Les
séquences de Halobacterium sp. NRC-1, de Haloarcula marismortui ATCC 43049, de
Halobacterium salinarum str. R1, de Haloguadratum walsbyi et de Natronomonas
pharaonis DSM 2160" ont été publiées (Ng et al., 2000; Baliga et al., 2004 ; Falb et al.,
2005; Bolhuis et al., 2006) mais non celle de Haloferax volcanii.

L’analyse du génome de Halobacterium sp. NRC-1 a indiqué qu’environ 40 génes portés
par les réplicons pPNRC100 et pPNRC200 codent pour des protéines a fonction vitale telles
que I’ADN polymérase, les facteurs de transcription TBP et TFIIB, cytochrome oxydase et
autres (Ng et al., 2000). Il en est de méme des genes portés par les réplicons pNG600 et
pNG700 de Haloarcula marismortui ATCC 43049" Le premier code pour les enzymes du
cycle de Krebs et I’ADN polymérase de type B alors que le second pour les enzymes
responsables de la dégradation de I’arginine (Baliga et al., 2004).

L’organisation du génome est également du méme type que chez les bactéries. Les genes
sont regroupés en opérons et sont cotranscrits en ARN messagers polycistronique.
Cependant, les génes bactériens semblent un peu plus longs que les génes des Archaea

(Zhang, 2000). 1l n’y a pas d’introns dans les génes codant pour des protéines mais sont
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présents dans les genes des ARNt et ARNTr. Ils sont coupeés par une ribonucléase semblable
a celle qui coupe les transcrits primaires d’ARN eucaryotes (Lykke-Andersen et al., 1997).
La similarité la plus remarquable est que I’ordre des genes est conserve entre les Bacteria
et les Archaea dans certains opérons qui contiennent des protéines ribosomiques appelées

streptomycine (str), spectinomycine (spc), S10, ou a par exemple (Keeling et al., 1994).

Tableau 3. Organisation des génomes de cing haloarchaea (Ng et al., 2000 ; Baliga et al.,
2004 ; Falb et al., 2005 ; Bolhuis et al., 2006).

Propriétés 1 2 3 4 5

Origine Poissons salés  Poissons salés ~ Mer Morte Salines Lac sodé
(Espagne)  (Egypte)

Taille du génome 2,61 2,72 4,37 3,24 2,80

(Mb)

Nombre de 2 4 8* 1 2

plasmides

GC % 68,0 68,0 62,4 47,9 63,4

Opérons 1 1 3 2 1

ARNr

Protéines basées 4 4 6 3 2

sur le rétinal

(Bop, Hop, Sop) 1,12 1,12 (3,12 (2,1,0) (0,1,1)

1, Halobacterium sp. NRC-1; 2, Halobacterium str. R1; 3, Haloarcula marismortui
ATCC 43049"; 4, Haloquadratum walsbyi ; 5, Natronomonas pharaonis.DM 2160".
*, un des plasmides est le chromosome I1; Bop, bactériorhodopsine ; Hop, halorhodopsine ;

Sop, rhodopsine sensitif.

Une caractéristique commune des membres du genre Haloarcula est la présence d’au
moins deux copies hétérogénes du gene d’ARNr 16S qui difféere de 5 % ou plus (Dennis et
al., 1998). Le génome de Haloarcula marismortui ATCC 43049 contient trois opérons
ARNIr distincts (rrnA, rmB et rrnC). Opérons rrA et rrnC sont portés par le chromosome

| et rrnB par le chromosome Il (Baliga et al., 2004).

> Réplication de I’ADN

De tous les mécanismes informationnels, c’est la réplication de I’ADN qui présente

plus de ressemblance entre Archaea et Eucarya. C’est I’analyse, en 1996, du premier

32



Revue bibliographique

génome d’Archaea complétement séquencé, Methanococcus jannashii, qui a véritablement
révelé I’étroite parenté entre le mécanisme de réplication des Eucarya et celui des Archaea
(Edgel & Doolittle, 1997 ; Lopez et al., 1999). Le séquencage de nouveaux génomes
d’Archaea halophiles a confirmé cette observation (Ng et al., 2000 ; Baliga et al., 2004 ;
Falb et al., 2005 ; Bolhuis et al., 2006).

Les protéines intervenant dans la réplication, a deux exceptions pres, sont de type
eucaryote. La plupart d’entre elles n’ont pas d’homologues chez les bactéries. Les deux
protéines qui dérogent a la regle sont la sous unité catalytique de I’ADN polymérase 11, qui
correspond a une nouvelle famille d’ADN polymérases uniquement présente chez les
Archaea (Cann et al., 1998), et un homologue de la primase bactérienne, DnaG, qui
n’existe pas chez les eucaryotes. Comme tous les Euryarchaeota, les haloarchaea possédent

des histones associées a leur ADN (Pereira et al., 1997).

En général, les Archaea répliquent leur ADN selon un mode bactérien (Thomas et al.,
2001b). Deux complexes de réplication (réplisomes) sont formés au niveau d’une origine
unique et vont répliquer le chromosome de fagon bidirectionnelle. Cependant, on a
identifié deux oriC (pour «origin of replication complexes »): oriCl et oriC2 sur le
chromosome de Halobacterium sp. NRC-1. Les deux origines se trouvent respectivement a
coté de genes cdc6-1 et cdc6-2 codant une protéine homologue a celle du gene cdc6 des
eucaryotes qui est impliquée dans I’initiation de la synthese d’ADN chez les eucaryotes
(Ng et al., 2000 ; Zhang & Zhang, 2003).

» Transcription, traduction et régulation

Un autre exemple frappant concerne le systéme de transcription de I’ADN en ARN
messagers. Les cellules eucaryotes possedent trois ARN polymérases dépendantes de
I’ADN (I, Il et Ill) distinctes, composée chacune par une dizaine de polypeptides
différents, alors que I’uniqgue ARN polymérase bactérienne ne compte que quatre sous
unités B, B’, ap. L’attachement de I’enzyme a I’ADN fait intervenir une sous unité
supplémentaire appelée facteur sigma (o) au niveau du promoteur situé a environ 35 bases
en amont du site d’initiation (Perry et al., 2002). En général, les ARN polymérases des
Archaea sont aussi complexes que celles des eucaryotes, formées d’une dizaine de sous
unités et ressemble a I’ARN polymérase 1l eucaryotique (Langer et al., 1995). Les sous

unités sont codées par douze genes localisés au niveau de six loci chez Halobacterium sp.
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NRC-1 (Ng et al., 2000). Les promoteurs reconnus par les ARN polymérases archéennes
ressemblent fortement a ceux des eucaryotes en contenant notamment un motif plus ou
moins conservé composé majoritairement de bases T et A, appelé boite TATA (Baumann
et al., 1995 ; Ng et al., 2000). Cette boite se situe a environ 25 bases en amont du site
d’initiation de la transcription, ce qui correspond a sa position chez les eucaryotes. En
outre, les Archaea et les Eucarya possédent des facteurs protéiques de transcription
communs, dont la protéine (TBP) (pour « TATA binding protein ») de reconnaissance de
la boite TATA et TFIIB, qui présentent des séquences similaires et dont on ne connait pas
d’homologues chez les bactéries (Marsh et al., 1994). Halobacterium sp. NRC-1 posséde
de multiples copies de genes codant pour TBP et TFIIB dont la majorité sont sur le
réplicon pNRC 200 (Ng et al., 2000).

Les ARN messagers des archéobactéries ressemblent plus a ceux des bactéries qu’a ceux
des eucaryotes. Mais la traduction chez les haloarchaea ne débute pas au niveau de la
séquence Shine-Dalgarno comme chez les bactéries et d’autres Archaea (Soppa, 2005).
Généralement, les protéines intervenant lors de la traduction ressemblent plus a celles des
eucaryotes. En dépit du fait que les séquences des génes codant pour les protéines
ribosomales de Halobacterium sp. NRC-1 soient similaires a celles des eucaryotes,
I’organisation en groupes de plusieurs génes ressemble aux opérons de E. coli et la
régulation a lieu au niveau de la transcription et de la traduction (Zimmermann & Pfeifer,
2003). Tebbe et al. (2005), ont également noté la présence d’une régulation post-traduction

par controle de I’activité des enzymes.

De nombreux aspects moléculaires d’adaptation des haloarchaea a leur environnement
restent a élucider. Peu de génes ont été reportés chez les halobactéries tels que celui codant
pour les vésicules a gaz, la bactériorhodopsine et autres genes osmorégulateurs. 1l parait
que I’adaptation a un stress hypoosmotique est plus complexe pour les haloarchaea et

nécessite I’intervention de plus de protéines et de genes (Juez, 2004).

» Translocation des protéines

Le principe de transport des protéines est commun aux trois domaines (Schatz &
Dobberstein, 1996 ; Pohlschroder et al., 1997 ; Prinz et al., 1997). Ils utilisent 2 systemes
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de transport : Sec (pour « Secretory ») et Tat (pour « twin-arginine translocation ») (Rose
et al. 2002).

Dans le premier procéde, les protéines sont transportées sous formes déroulées par un canal
transmembranaire (translocation post-traductionnelle) ou dans une conformation linéaire
avant leur repliement (translocation co-traductionnelle). Les protéines destinées a la
sécrétion sont synthétisées avec une seéquence N- terminale spéciale qui facilite leur
passage a travers la membrane plasmique. Chez les bactéries, I’insertion du signal dans la
membrane a lieu sous I’action d’une protéine SecA a activité ATPase. Elle se lie a un
récepteur membranaire constitué par I’accolement de deux protéines SecY et SecB
(translocase). Les sources d’énergie permettant a SecA de tirer le polypeptide naissant au
dehors sont I’ATP et la force protonmotrice. Aprés avoir traverse la membrane, les
polypeptides se séparent de leur séquence signal par une peptidase signal (SPases). La
machinerie de translocation Sec des haloarchaea parait étre un hybride entre celle des
Bacteria et des Eucarya. lls ne possedent pas le facteur SecA. Le repliement de leur
protéine est empéché par la formation d’un complexe avec un élément cytosolique SRP
« particules de reconnaissance du signal » comme chez les eucaryotes (Pohlschroder et al.,
1997).

Un second systéme présent chez les procaryotes et les thylacoides des chloroplastes. Les
protéines I’utilisant contiennent dans leur peptide signal un motif «twin-arginine »
(Chaddock et al., 1995 ; Albers et al., 2006). Contrairement au premier systéme, il
transporte les protéines repliées et spécialement celles contenant des co-facteurs et sans
hydrolyse d’ATP. Plus de 60 % des peptides signal contenant un motif twin-arginine ont
été identifiés chez Halobacterium sp. NRC-1 alors que chez les bactéries et les Archaea
non halophiles, plus de 90 % de leur protéine sont Sec- dépendant. Le systeme Tat semble
étre plus approprié dans la translocation des protéines des archaea halophiles extrémes
(Rose et al., 2002). Le repliement rapide des protéines nouvellement formées afin d’éviter
leur agrégation, deviennent incompatibles avec le systéeme de transport Sec.

4. Les bactéries halophiles aérobies

4. 1. Généralités
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Il a toujours été considéré que les environnements hypersalins sont uniquement
habités par les haloarchaea. Mais les méthodes moléculaires ont permis de mettre en
évidence une présence bactérienne (Anton et al., 1999 ; Benlloch et al., 2002). Ainsi de
nouvelles especes bactériennes halophiles modérées et extrémes ont éeté isolées
d’environnements thalassohalins, athalassohalins et de sols hypersalins (Tableau 4-Annexe
2). Des formes sporulées de bactéries ont été isolées des roches du Permien primaire
(Grant et al., 1998). De méme, Vreeland et al. (2000) ont cultivé et caractérisé une bactérie
de I’inclusion fluide d’un cristal de sel et dont I’age du cristal a été estimé a environ 250
millions d’années. Le séquencage complet de I’ADNr 16S a affilié la souche au groupe
formé par Halobacillus marismortui (Bacillus marismortui) et Virgibacillus
pantothenticus.

Généralement, les bactéries halotolérantes et halophiles modérées sont dominantes dans les
environnements a concentration saline inférieure a 10 % (p/v) (Prado et al., 1991 ; Caton et
al., 2004).

4. 2. Taxinomie et phylogénie

Les études phylogénétiques récentes des bactéries halophiles aérobies ou anaérobies

facultatives basées sur les données du séquencage de I’ARN ribosomal 16S a montré que
c’est un groupe physiologiquement hétérogene. Elles appartenant aux embranchements des
Spirochaetes, des Proteobacteria, au groupe des Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides et
aux bactéries a Gram positif a haut et a faible G+C (Tableau 4-Annexe2), indiquant une
grande diversité phylogénique. Certaines souches appartiennent a des genres incluant des
especes non halophiles comme Pseudomonas, Flavobacterium et Spirochaeta. Alors que
d’autres sont placées dans des genres exclusivement halophiles comme Salinivibrio,
Arhodomonas et Dichotomicrobium, etc. (Ventosa, 1988 ; Ventosa et al., 1998).
En 1988, Franzmann et al., ont formé la famille des Halomonadaceae, regroupant deux
membres halophiles modérés, Halomonas et Delaya. Actuellement, elle comprend cing
genres, Halomonas (Vreeland et al. 1980), Chromohalobacter (Mellado et al., 1996),
Zymobacter (Okamoto et al., 1993 ; Dobson & Franzmann, 1996), Carnimonas (Garriga et
al., 1998) et Cobetia (Cobet et al., 1970 ; Arahal et al., 2002). Mais uniquement trois
especes ont été décrites comme halophiles extrémes ; Halovibrio denitrificans, Halospina
denitrificans (Sorokin et al., 2006) et Salicola marascensis (Maturrano et al., 2006b).
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4. 3. Physiologie

La croissance des bactéries halophiles modérées a lieu généralement sur une
gamme de salinité totale de 0,8-4,0 a 18,0-22,0 % (p/v) (Ventosa, 1998) et les bactéries
halophiles extrémes de 10,0-15,0 a 20,0-30,0 % (p/v) (Sorokin et al., 2006 ; Maturrano et
al., 2006). Leur métabolisme est strictement aérobie. Cependant, des espéces anaérobies
facultatives utilisent le nitrate comme accepteur final d’électron ont été isolées de lacs
hypersalés comme Spirochaeta halophila, Halomonas elongata (Vreeland et al., 1980),
Halomonas denitrificans, Halovibrio denitrificans et Halospina denitrificans (Sorokin et
al., 2005).

Les bactéries halophiles utilisent une large variété d’acides organiques comme source de
carbone et d’énergie. Des souches dégradant les huiles minérales et d’autres utilisant les
hexadecanes, ont eté isolées du Grand Lac Salé Utah (Ward & Brock, 1978). Des
composés aromatiques comme le benzoate sont aussi utilisés par Halomonas halodurans
(Romano et al., 1996).

La caractéristique commune pour toutes les bactéries halophiles modeérées est leur
exigence pour le sel et leur capacité a tolérer des concentrations élevées. Ces deux
propriétés dépendent de la température et de la nature des nutriments disponibles (Kushner,
1993). Ainsi, pour Halomonas halophila, la concentration saline optimale est de 5 % (p/v)
a 22 °C alors qu’elle est de 7,5 % (p/v) lorsque la température varie de 32 a 42 °C
(Quesada et al., 1987). Certaines ont des exigences nutritionnelles simples comme
Halomonas halophila dont la croissance peut avoir lieu sur milieu & base de sels
inorganiques, de nitrate et de glucose (Quesada et al., 1987). Mais d’autres, comme
Salinivibrio costicola ont des exigences plus complexes (Kamekura et al., 1985). En
général, les milieux complexes stimulent mieux la croissance des bactéries halophiles
moderées a concentrations salines élevées car ils peuvent renfermer les solutés compatibles
ou encore leurs précurseurs (Javor, 1989).

Pour pallier aux effets de I’augmentation de la salinité de I’environnement externe, les
bactéries halophiles modérées possedent des mécanismes qui leur permettent de préserver
I’intégrité structurale des macromolécules, de disposer de provisions d’énergie, de
metabolites et d’un environnement intracellulaire pour leur métabolisme et de réguler leur

métabolisme en réponse a ces besoins. On pense que la majorité des fonctions responsables
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de la survie des bacteries halophiles modérées dans leur environnement sont codees par des

mégaplasmides (Argandona et al., 2003).

4. 3. 1. Concentrations ioniques internes

Chez les bactéries halophiles, la réponse a une augmentation de la pression
osmotique environnante est I’accumulation de sels et de solutés organiques. Généralement,
la concentration intracellulaire de I’ion K" est supérieure a celle extracellulaire et c’est
I’opposé avec I’ion Na'. Cependant, I’accumulation des ions est insuffisante comme
réponse a un choc osmotique (Ventosa et al., 1998). En 1954, Baxter et Gibbons ont noté
que I’adaptation cellulaire au stress salin est hautement dépendante de I’énergie (Ventosa
et al., 1998). L’exclusion du sodium de la cellule se fait par une pompe a sodium et
I’antiport Na'/H". La pompe a Na" est couplée au fonctionnement de la chaine respiratoire
qui créée un gradient de Na*. Chez Salinivibrio costicola, I’exclusion du Na"* se fait par la
pompe & Na* & pH alcalin et par I’antiport Na*/H" a pH acide (Tokuda & Unemoto, 1983).
Les travaux effectués sur Halomonas israeliensis ont également mis en valeurs
I’importance de la pompe & Na* dans la régulation de la concentration cytoplasmique de
cet ion (Ken-Dror & Avi-Dor, 1985). Les systemes de transport d’autres ions, chez les

bactéries halophiles modérées, sont peu connus.

4. 3. 2. Composés organiques compatibles

Chez les bactéries halophiles, la régulation osmotique est assurée principalement par
une accumulation de différents types de composés organiques solubles en concentration
dépendante de la salinité extérieure. Ces composés solubles peuvent s’accumuler en fortes
concentrations dans la cellule sans interferer avec les processus cellulaires (Brown, 1976 ;
Galinski & Trlper, 1994).

De nombreuses études in vitro ont montré que les solutés organiques ou osmoprotecteurs
protegent également les macromolécules contre les effets délétéres de nombreuses

contraintes (ioniques, thermiques, pH...).

<+ Les acides aminés
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A I’exception de quelques groupes de bactéries a Gram positif qui accumulent la
proline, les acides aminés ne semblent pas avoir une importance considérable en tant que
solutés compatibles chez ces bactéries. Cependant, on a noté chez Halomonas elongata une
augmentation du pool d’acides aminés intracellulaire, principalement du glutamate en
réponse a une augmentation de la concentration saline (Vreeland et al., 1983). Alors que la
proline est le principal acide aminé rencontré chez Salinicoccus roseus et Salinicoccus
hispanicus (Galinski & Triiper, 1994).

4 Glycine bétaine

La glycine bétaine (N, N, N-triméthylglycine), appartient a la famille des composes
ammonium quaternaires est le soluté compatible le plus fréguemment accumulé par les
bactéries pourpres photosynthétiques, les cyanobactéries et les bactéries hétérotrophes
halophiles aérobies (Imhoff & Rodriguez-Valera, 1984 ; Ventosa et al., 1998). A
I’exception de I’actinomycéte Actinopolyspora halophila, aucune bactérie halophile
modeérée ou halotolérante n’est capable d’une synthese de novo de la glycine bétaine
(Galinski, 1993). Mais certaines d’entre elles, sont capables de synthétiser cette molécule
soit par méthylation de la glycine, soit par oxydation de la choline (DasSarma, 2001). La
plupart de ces bactéries posseédent des systemes de transport qui permettent une
importation rapide de ce composé ou de son précurseur (la choline), s’ils sont présents
dans le milieu environnant (Imhoff & Rodriguez-Valera, 1984).

La glycine bétaine peut aussi servir de substrat pour certaines bactéries aux concentrations

salines inférieures a 2 M (Ventosa et al., 1998).

+ Ectoine et hydroxyéctoine

Ectoine (acide 1, 4, 5, 6-tétrahydro-2-méthyl-4-Pyrimidinecarboxylique) et son
dérivé B-hydroxyéctoine, ont été identifiés comme solutés compatibles chez une bactérie
phototrophe halophile extréme, Ectothiorhodospira halochloris (Galinski et al., 1985). Ils
sont également reconnus comme osmoprotecteurs chez de nombreux halophiles modérés
du domaine Bacteria. La synthése de I’éctoine se fait en trois étapes : elle débute par le
semialdéhyde aspartate et avec le diaminobutyrate et le N-y-acetyldiaminobutyrate comme
intermédiaire (Peters et al., 1990; Nakayama et al., 2000).Les bactéries halophiles

modérées de la famille des Halomonadaceae synthétisent ou accumulent I’ectoine comme
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osmoprotecteur grace a des transporteurs TeaABC (Canova et al., 1997 ; Kunte, 2004). 1l
est trouvé que I’éctoine protege les enzymes de la dénaturation thermique, de la

congélation et de la dessiccation (Lippert & Galinski, 1992).

4. 3. 3. Enzymes

Lorsqu’on aborde I’activité enzymatique des bactéries halophiles modérées et la
relation avec le sel, trois types d’activités sont distingués ; les enzymes intracellulaires
dans un environnement intracellulaire en contact avec les osmoprotectants et une faible
concentration en sel, les protéines liées a la membrane incluant les protéines transporteurs
qui sont en contact avec I’environnement intracellulaire et extracellulaire et les enzymes

extracellulaires exposées aux conditions hypersalines.

+ Enzymes cytoplasmiques

L’analyse du pyruvate kinase de Salinivibrio costicola a montré qu’elle contient un
exces d’acides aminés acides et une faible proportion de résidus hydrophobes mais riche en
Gly et Ser (Kushner, 1986). Probablement, le complexe enzymatique intervenant dans la
synthese des protéines ribosomales constitue un objet intéressant pour I’étude de
I”influence du sel sur I’activité des enzymes. Les études réalisées sur Salinivibrio costicola,
ont montré que I’activité est optimale a faible concentration en sel (0,1 & 0,3 M)
(Kamekura & Kushner, 1988). Les sels de chlorure inhibent toute activité enzymatique en
empéchant I’attachement de la sous unité 50S au complexe sous unité 30S-ARNm. Cet
effet peut étre supprimé par la présence de glycine bétaine ou de glutamate. Par ailleurs, le
remplacement partiel des ions chlorures par d’autres anions tels que le glutamate, le
sulfate ou I’acétate, rend I’activité enzymatique optimale a 0,6 M (Kushner, 1993). Les
protéines ribosomales de Salinivibrio costicola sont légerement plus acides que celles de E.
coli mais moins que celles des membres de la famille des Halobacteriaceae (Ventosa et
al., 1998).

+ Enzymes liées a la membrane

Ces enzymes sont en contact avec le sel du milieu environnant et on s’attend a ce

qu’elles soient plus halophiles que les précédentes. En effet, il est trouvé que la 5’-
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nucléotidase liée a la membrane de Salinivibrio costicola qui hydrolyse ATP, ADP et AMP
est active a une concentration en NaCl ou de KCI de 2 M ou plus. L’activité de la quinone
oxydoréductase de Halomonas israelensis dépend du cation Na’. Ce dernier active la
réduction de la quinone mais non celle de son oxydation (Ken-Dror et al., 1986).

+ Enzymes extracellulaires

Des études ont été réalisées sur les enzymes extracellulaires de bactéries halophiles et
halotolérantes dans le but de les utiliser en processus biotechnologiques. Les amylases
produites par Micrococcus varians sont actives lorsque la croissance de I’organisme a lieu
sur milieu a concentration en sel de 2 M et inactivée aux faibles concentrations de sel
(Ventosa et al., 1998). Mais peu de données sont actuellement disponibles sur les protéases
extracellulaires des halophiles. On a noté que Micrococccus varians produit une nucléase
lorsque la croissance a lieu sur milieu contenant une concentration variant de 1 a 4 M de
NaCl ou KCI et que cette production est maximale entre de 2,5 a 3,5 M (Kamekura &
Onishi, 1983).

+ La composition des protéines

Les études comparatives réalisées ont montré que les protéines ribosomales des
bactéries halophiles ont un contenu en acides aminés acides légérement supérieur a celui
de E. coli et d’autres bactéries non halophiles. Par contre, I’hydrophobicité des protéines
ribosomales de Salinivibrio costicola et de Halomonas canadensis ne différe pas beaucoup
de celle de E. coli (Ventosa et al., 1998).

4. 3. 4. Membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique forme une barriere entre le cytoplasme (généralement a
faible salinité) et I’environnement (salinité élevée et souvent fluctuante). Par conséquent,
on s’attend alors a ce que les propriétés de la membrane soient régulées par la
concentration de sel a I’extérieur pour ajuster les fonctions vitales de I’organisme.

Les bactéries halotolérantes et halophiles possedent des mécanismes qui déterminent leur
présence ou leur abondance dans les environnements hypersalins. Il a été suggéré que les

modifications dans la composition lipidiqgue membranaire induites par une variation de la
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concentration en NaCl sont trés importantes dans le contr6le de la perméabilité ionique
(Monteoliva-Sanchez et al., 1988) et la régulation de la pression osmotique a I’intérieur de
la cellule (Russell, 1993). Une augmentation de la salinité s’accompagne d’une élévation
de la proportion des phospholipides anioniques chez les bactéries a Gram-négatif. Le
changement majeur correspond a une augmentation de la quantité du phosphatidylglycérol
(PG) par rapport a celle de la phosphatidyléthanolamine (PE) (Vreeland et al., 1984).
Dans certains cas, le ralentissement de la croissance a cause de fortes salinités peut
provoquer a son tour une augmentation de la proportion de PG. En effet, une molécule de
diphosphatidylglycerol est convertie en deux molécules de phosphatidylglycérol suite a

une faible croissance.

La composition en acides gras subit des modifications importantes suite & un changement
de la salinité du milieu extérieur. Des travaux ont montré une augmentation de la quantité
des acides gras comportant un cyclopropane et une diminution des acides gras
monoinsaturés suite a I’augmentation de la salinité du milieu (Monteoliva-Sanchez &
Ramos-Cormenzana, 1986). Ce changement est sans effet sur la fluidité membranaire du
fait que ces deux types de composés ont des propriétés thermiques similaires. Chez les
bactéries a Gram positif, les fortes salinités conduisent a une augmentation des lipides
anioniques (phosphoglycolipides et glycolipides), généralement avec une augmentation de
PG et /ou du diphosphatidylglycérol (Russel, 1989). En ce qui concerne la composition en
acides gras, on observe une augmentation des acides gras ramifiés dans le cas des bactéries

halotolérantes et une diminution dans le cas des halophiles.

4. 4. Salinibacter ruber

4. 4. 1. Généralités

Avant 2002, les halobactéries étaient considérées comme les seuls organismes
capables de croitre a la concentration saline proche de la saturation du NaCl (= 37 % (p/v).
Une étude de quantification par la méthode FISH, a permis la mise en évidence d’un
bacille apparenté au groupe des Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (Antén et al.,
1999) dans un bassin de concentration de sel. Il représente 10 & 20 % de la communauté
totale. 1l a été décrit comme le premier isolat bactérien aérobie halophile extréme dont la

croissance est optimale a 20-30 % (p/v) en NaCl. Il s’agit de Salinibacter ruber de la
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famille des Crenotrichaceae (Garrity et al., 2004) (Tableau 4-Annexe 2). La bactérie la
plus liée a Salinibacter ruber est I’espéce thermophile Rhodothermus marinus (89 % de
similitude des séquences d’ADNr 16S) (Antdn et al., 2002 ; Oren et al., 2004).

4. 4. 2. Analyse genomique et protéomique

Le génome de la souche type M31 de Salinibacter ruber a été séquencé (Mongodin et
al., 2005). Il est formé d’un chromosome (3 551 823 paires de bases), d’un plasmide
(35 505 paires de bases) et comprend deux fractions, une a bas GC (57,9 %) et I’autre a
haut GC (66,29 %). Les éléments d’insertions sont situés dans la fraction riche en bases A
etT.

L’analyse du genome a permis de fournir une carte quasi-compléte de ses voies
métaboliques et a mis en évidence plusieurs genes candidats qui pourraient coder pour des
enzymes vitales pour la bactérie ainsi que la présence d’une seule copie de I’opéron
ribosomal. Ce dernier est de type procaryote 16S-ARNt (Ile-GAU)-ARNt (Ala-UGC)-23S-
5S. L’analyse globale du génome a permis également de faire une estimation prédictive des
points isoélectrique (Pl) du protéome. Les protéines de Salinibacter ruber, ont un PI
moyen de 5,2, intermédiaires entre ceux de Halobacterium sp. NRC-1 (4,6), Haloarcula

marismortui (4,6) et de Bacillus fragilis (7,0).

4. 4. 3. Physiologie

Salinibacter ruber est une bactérie aérobie chmioorganotrophe. Les sucres sont peu
utilisés par cette bactérie mais les voies classiques de la glycolyse et d’Entner-Doudoroff
semblent présentes (Oren & Mana, 2003). On a mis en évidence la présence de génes qui
pourraient coder pour les enzymes intervenant dans le cycle tricarboxylique et dans la
chaine respiratoire (Mongodin et al., 2005). Aussi ceux intervenant dans le transport ou
codant pour la synthése d’enzymes responsables de la dégradation des composés
organiques comme la chitine, la cellulose, I’amidon et la pectine situés sur le chromosome.
Le génome de Salinobacter ruber contient un groupe de genes codant pour deux succinate
déshydrogeénases, la premiére est similaire a celle des Actinobacteria alors que la seconde

est comparable a celle de Haloarcula marismortui.

4. 4. 4, Osmoadaptation
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Comme pour les archaea halophiles extrémes de I’ordre des Halobacteriales, les
protéines de Salinibacter ruber présentent un exces d’acides aminés acides et peu de
résidus basiques. Il est connu que les résidus acides sont plus hydratés que les autres acides
aminés et contribuent donc dans la réorganisation du sel sous forme d’ions hydraté (Dennis
& Shimmin, 1997 ; Madigan & Oren, 1999). Il y’a également peu de résidus hydrophobes
(Leucine, Valine, Isoleucine, Phénylalanine) (Oren & Mana, 2002) mais un contenu en

sérine plus élevé que leur homologues archéens et bactériens halophiles.

Contrairement aux autres membres aérobies halophiles du domaine Bacteria qui
accumulent des solutés compatibles, Salinibacter ruber accumule plutét du KCI et par
conséquent les enzymes intracellulaires de Salinibacter ruber sont capables de fonctionner
en présence de fortes concentrations de sels. Cette stratégie est similaire a celle développée
par les haloarchaea qui partage le méme environnement hypersalin. Cette espéce montre
également d’autres similarités tels qu’une exigence élevée pour le sel (pas de croissance en
dessous de 15 % (p/v) de NaCl (Oren et al., 2002a).

Un groupe de génes incluant les systémes de symport Na'/proline et des transporteurs des
acides aminés cationiques similaires a leur homologues d’haloarchaea ont été identifiés

dans le génome de Salinibacter ruber.

4. 4. 5. Rhodopsines

Le génome de Salinibacter ruber contient 4 génes codant pour des rhodopsines, un
précurseur de la bactériorhodopsine, halorhodopsine et deux rhodopsines sensitives.
L’halorhodopsine est jusqu’a maintenant I’unique pigment a rétinal présent uniquement
chez les haloarchaea et chez cette espéce. Quant aux autres pigments, ils sont rencontrés
chez certains membres de bactéries et méme dans le domaine des eucaryotes (Gartner &
Losi, 2003).

Salinibacter ruber posséde un flagelle polaire codé par un groupe de génes qui montre une
grande similitude avec celui des 6 et e-Proteobacteria (Mongodin et al., 2005). Balashov et
al. (2005), ont identifié un nouvel complexe capteur de lumiére, la xanthorhodopsine qui
non seulement inclue le chromophore rétinal mais aussi utilise une antenne de type
caroténoide (salinixanthine) permettant une meilleure absorption le long d’un grand

spectre d’absorbance.
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5. Biotechnologies des procaryotes halophiles

Ces derniéres années les études portant sur les Archaea et les Bacteria ont amené les
chercheurs a s’intéresser aux propriétés de microorganismes pouvant se développer dans
des conditions extrémes de pH, de température et de salinité. Outre I’aspect fondamental
présenté par ces microorganismes, le désir d’améliorer la connaissance de I’évolution dans
les conditions extrémes ainsi que la recherche de potentialités biotechnologiques. Les
archaea halophiles ont surtout été pressenties par les chercheurs pour les caractéristiques

suivantes :

L’utilisation du systeme photobiologique bactériorhodopsine (br), exceptionnellement
stable, est envisagée pour fabriquer un systeme de vision intégré aux nouvelles générations
d’ordinateurs et de robots. La br peut aussi étre utilisée comme matériel photosensible en
optique (Ventosa & Nieto, 1995). De méme, les veésicules formées en présence de
détergents a partir de Halobacterium salinarum peuvent servir dans la conversion de

I’énergie lumineuse (Margesin & Schinner, 2001).

La production massive de polyesters (polyhydoxyalcanoates) a partir de I’amidon par les
archaea du genre Haloferax pourrait servir de plastiques biodégradables. Les poly (B-
hydroxy butyrate) (PHB), une réserve de carbone formée par certaines bactéries et
haloarchaea (Fernandez-Castillo et al.,, 1986; Lillo & Rodriguez-Valera, 1990 ;
Rodriguez-Valera & Lillo, 1992) ont attiré [’attention en tant que polyesters
thermoplastiques biodégradables, résistants a I’eau, tolérés et dégradés par les tissus de
I’Homme et des animaux (Hrabak, 1992). Cette derniere propriété a rendu possible leur
utilisation en tant que biomatériaux dans le domaine médical comme fils de suture ou
fixation biorésorbables (Lafferty et al., 1988).

Des exopolysaccharides acides comportant des groupes sulfates et combinant des
propriétés rhéologiques excellentes et une résistance remarquable a la salinité, aux
températures et aux pH extrémes sont produits par des espéces de Haloarcula et de
Haloferax (Anton et al., 1989 ; Nicolaus et al., 1999, 2004). Des exopolysaccharides ont
des propriétés similaires sont aussi par des bactéries halophiles modérées (Margesin &
Schinner, 2001 ; Mata et al., 2006).
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La production de solutés compatibles (sucres, bétaines, éctoines) par les bactéries
halophiles modérées et halotolérantes peut étre utilisée pour la stabilisation des enzymes,
de I’ADN et des membranes (Galinski & Lippert, 1991). Aussi des applications sont a
répertorier en fermentations et en agriculture (Ono et al., 1999). Des génes codant pour la
synthese de I*éctoine ont été greffés dans des cultures de cellules de plantes de tabac avec
succes. Les plantes transgéniques sont devenues plus tolérantes au choc hyperosmotique
(Nakayama et al., 2000).

L’application des halophiles & la biodégradation des composes aromatiques comme le
phénol, les hydrocarbures aromatiques polycycliques. Ainsi, Halomonas halodurans est
capable de dégrader le phénol et de cliver les composés aromatiques complexes, tels que le
benzoate (Thomas et al., 1993 ; Margesin & Schinner, 2001). Alors que des espéces
archéennes appartenant aux genres Halobacterium, Haloarcula et Haloferax dégradent des
n-alcanes et des insecticides (Zvyagintseva et al. 1995). Ces capacités les rendent aptes a
jouer un r6le dans la décontamination des environnements salins contaminés par les
hydrocarbures. L’application des halophiles au traitement des effluents industriels
hypersalins générés par les industries chimiques, du cuir, etc. apparait aussi comme une

évidence.

Les liposomes sont utilisés en médecine et en cosmétique pour transporter les composés
jusqu’a leur site spécifique. Les liposomes archéens dérivant des lipides a liaison éther ont
une stabilité chimique et une résistance aux estérases et aux phospholipases meilleures que

ceux dérivant des acides gras (Choquet et al., 1999).

Les halophiles produisent de nombreuses enzymes (protéases, lipases, amylases, etc.)
capables de fonctionner en conditions dénaturantes pour les autres proteines. De méme, de
nombreuses enzymes halophiles sont considérablement thermotolérantes (Oren, 1983a) et
demeurent stables a température ambiante pour une longue période. Halobacterium
salinarum produit une protéase extracellulaire qui peut étre un excellent candidat pour la
synthese de peptides contenant particulierement de la glycine. L’enzyme exige la présence
de 4 M de NaCl pour sa stabilité (Ryu et al., 1994). Cependant, I’addition de solutés
compatibles la stabilise en solution diluée.

Les enzymes intracellulaires et extracellulaires des bactéries halophiles modérées et

halotolérantes ont été caractérisées plus que celles des halobactéries et dont certaines ont
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trouvé un intérét commercial considérable tel que la nucléase H produite par Micrococcus
varians subsp. halophilus. Elle est responsable de la production d’agents de flaveur
(Kamekura et al., 1982). De nombreuses bactéries halotolérantes comme Bacillus sp.
produisent des amylases stables a 60 °C et a 5 M de NaCl et peuvent étre ainsi utilisées
dans le traitement des effluents contenant des résidus de cellulose et d’amidon.

D’autres applications biotechnologiques sont aussi a envisager comme I’amélioration de la
récupération des pétroles dans les nappes profondes hypersalées, la production de -
caroténe utilisé dans I’industrie alimentaire comme colorant ou en cosmétiqgue comme
précurseur de la vitamine A, la recherche de produits anti-tumoraux, etc. Nul doute
qu’avec le developpement de la connaissance de ces microorganismes particuliers et

intéressants, de nouvelles applications biotechnologiques seront proposées.

6. Méthodes pour décrire et accéder a la diversité microbienne

Le maintien de la biosphére dépend en particulier des processus microbiens qui sont a
la base de la vie sur Terre. L’analyse de la diversité microbienne est d’importance pour (i)
augmenter nos connaissances de la diversité des ressources génétiques des communautés
microbiennes, (ii) comprendre la distribution des microorganismes, (iii) améliorer nos
connaissances du role fonctionnel des communautés microbiennes, (iv) et ainsi
comprendre la régulation de la biodiversité, et estimer dans quelle mesure le maintien de la
fonction et la régulation d’un écosysteme dépendent du maintien d’un certain niveau de

diversité génétique.

6. 1. Taxinomie et définition d’espéce

L’espece constitue la base du modele taxinomique. Elle est la catégorie taxinomique
la plus basse et sert d’unité pour la description de la biodiversité et de I’évolution. La
notion d’espéce a été, actuellement, délimitée par le Comité de taxinomie (Stackebrandt et
al., 2002, Kémpfer & Rossell6-Mora, 2004). Rossell6-Mora & Amann (2001), ont proposé
de définir I’espéce comme «un groupe monophylétique et génomiquement cohérent
d’organismes individuels présentant un niveau de similitude globalement élevé pour de
nombreuses caractéristiques indépendantes, et détectable par une propriété phénotypique
discriminante ». Donner une définition de I’espece bactérienne applicable a tous les

microorganismes semble impossible, il faudrait pour cela trouver suffisamment de criteres
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a la fois stables et discriminants qui soient universels et veérifiables. Par conséquent,

I’espece microbienne semblerait plutdt étre un concept (Stackebrandt et al., 2002).
6. 1. 1. Taxinomie phénétique

Les premiéres classifications bactériennes, basées sur la comparaison de criteres
morphologiques datent de la fin du XIX°® siécle. Jusqu’au début des années 1960, la
définition d’une espéce, est d’une maniere générale toute le taxinomie bactérienne, reposait
sur une classification phénétique ou phénotypique. Cette classification utilise des
caracteres tels que la morphologie, la mise en évidence d’un caractére biochimique,

I’habitat, le pouvoir pathogéne, etc.
6. 1. 2. Taxinomie numérique

Suite au développement des techniques biochimiques analytiques, la classification a
été progressivement modifiée en introduisant de nouveaux criteres phénotypiques de
comparaison. La taxinomie numérique définit par Sneath & Sokal permet de comparer les
microorganismes sur la base de caracteres morphologiques, chimiques et physiologiques
informatifs et de représenter leurs degrés de similitudes sous la forme de dendrogrammes
(Rossell6-Mora & Amann, 2001). Les tests phénotypiques fournissent d’utiles
informations sur les capacités de I’organisme et peuvent aider a comprendre son réle dans
I’environnement ou il vit. Malgré que les caracteres biochimiques et physiologiques soient
largement employés, il est connu que des souches appartenant a la méme espéce n’ont pas
forcément le méme métabolisme et la méme physiologie. Le développement de la
phylogénie moléculaire, a donné un nouvel élan dans la taxinomie en apportant un critére
de classification supplémentaire. La phylogénie tente d’établir les relations de parenté par

comparaison de génes.
6. 1. 3. Taxinomie phylogénétique
Dés 1936, Kluyver et Van Niel proposaient [’utilisation d’une taxinomie

phylogénétique. L’établissement de relations de parentés apparait comme nécessaire a la

mise en place d’une nouvelle systématique. 11 a fallu attendre la deuxiéme moitié du 20°™
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siecle pour que les outils nécessaires au développement d’une telle taxinomie soient

disponibles et qu’une taxinomie phylogénétique commence a se mettre en place.

<+ Détermination du G+C %

En 1949, Chargaff et al. ont montré que le contenu en bases puriques et en bases
pyrimidiques de I’ADN pouvait varier d’un individu a un autre mais était constant pour les
individus d’une méme espéce. Le contenu en base d’un ADN est exprimé par le GC %.
Chez les bactéries, cette valeur est trés dispersée et varie de 25 a 75 % (Rossell6-Mora &
Amann, 2001). Actuellement, on admet que les bactéries dont le contenu G+C différe de
plus de 3 % ne peuvent appartenir a la méme espéce. Lorsque cette différence excéde 10
%, les deux bactéries appartiennent a des genres différents. Cependant, les valeurs peuvent
étre identiques sans que les bactéries soient proches (Rossell6-Mora & Amann, 2001).

+ Les hybridations d’acides nucléiques

Les hybridations ADN-ADN se sont révélées essentielles pour la définition d’une
espece bactérienne. Leurs réalisations n’ont été possibles qu’aprés la decouverte des
phénomeénes de renaturation de I’ADN (Marmur & Doty, 1962). Les méthodes
d’hybridation ADN-ADN sont basées sur le fait que deux molécules d’ADN dénaturées
peuvent se réassocier a condition de présenter une homologie. La renaturation est réalisée a
partir d’un mélange de deux ADN dénaturés provenant de deux bactéries différentes. Dans
ces conditions, on obtient d’autant plus de duplex hétérologues que les séquences d’ADN
des microorganismes sont proches. Une espéce est définie phylogénétiqguement comme des
souches ayant des valeurs d’hybridation ADN-ADN supérieures ou égales a 70 % et des
différences de température de fusion de brins de I’ADN (ATm) inférieures ou égalesa 5 °C
(Grimont, 1981 ; Rossell6-Mora & Amann, 2001).

<+ Etude des ARN ribosomaux

En 1980, Kimura émis le concept d’horloge « évolutionnaire »: la vitesse de
I’évolution est constante, les mutations qui surviennent dans le génome n’ont pas
nécessairement des conséquences phénotypiques mais elles sont étroitement corrélées avec

le temps. Il est ainsi possible de construire un arbre phylogénétique en utilisant des
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méthodes mathématiques. La généralisation de I’analyse des séquences d’ADNr 16S a
incité les auteurs a corréler les pourcentages d’identité entre les séquences d’ADNr 16S et
les pourcentages de réassociations ADN-ADN. Il a été mis en évidence que des similitudes
d’ADNr 16S inférieures a 97 % ne correspondent jamais a des pourcentages de
réassociation ADN-ADN supérieures a 60 % (Devereux et al., 1990 ; Fry et al., 1991). Par
extension on considére que des isolats dont les séquences ont un pourcentage de similitude
inférieur a 97 % n’appartiennent pas a la méme espéce (Stackebrandt & Goebel, 1994). S’il
est compris entre 93 et 95 %, les deux souches appartiennent a des genres différents
(Devereux et al., 1990 ; Whitman et al., 2001). Néanmoins, deux especes peuvent avoir
des sequences des ARNr 16S trés proches et étre differentes par hybridation ADN-ADN
(Dijkshoorn et al., 2000).

L’ADNr 16S utilisé d’une facon généralisée en taxinomie moléculaire présente lui aussi
ses limites. Il est suffisamment discriminant pour separer entre des especes différentes
mais il ne permet de regrouper des especes identiques. En outre, le nombre de copies de
I’opéron rrn est variable d’un organisme a I’autre et les genes codant pour les ARNr 16S
peuvent présenter une micro-hétérogénéité au sein des différents opérons rrn; cas de
Haloarcula marismortui qui possede 3 genes d’ARNr 16S possédant 5 % de différences
(Dennis et al., 1998 ; Kamekura et al. 2004).

6. 1. 4. Taxinomie mixte et consensuelle

Les termes de « polyphasic taxonomy » ont été introduits en 1970 par Colwell pour
faire référence a une classification qui tient compte d’un maximum de données.
Aujourd’hui, I’intérét d’une approche polyphasique intégrant les données génotypiques et
phénotypiques dans les descriptions d’espéce nouvelle est nécessaire. De méme que la
détermination du contenu G+C du génome est exigée pour la souche type de la nouvelle
espece (Stackebrandt et al., 2002).

6. 2. L’approche culturale

L’étude de la diversité microbienne consiste traditionnellement a cultiver des
microorganismes par enrichissement puis isolement avant identification de leurs caracteres

phénotypiques. Ainsi le phénotype de nombreuses bactéries sera décrit, et plusieurs
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classifications paralleles basées sur des criteres morphologiques seront établies. Il faudra
attendre 1923 pour qu’apparaissent la premiere classification bactérienne, le Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology compilant les résultas de toutes les études menées
auparavant.

Le développement de la taxinomie numerique et des approches polyphasiques ou mixtes et
surtout I’apparition de la taxinomie moléculaire (en particulier I’analyse de I’ARN
ribosomal ou des génes codant pour I’ARNr (ADNr) ont permis de redonner un véritable

élan a cette discipline.

6. 3. L’approche non culturale

6. 3. 1. Les techniques de quantification

La quantification des microorganismes peut se faire soit directement soit

indirectement aprés marquage d’un constituant cellulaire donné par un chromophore et
observation en microscopie a épifluorescence. Des comptages cellulaires directs a partir
d’échantillons naturels sont réalisés sous le microscope en utilisant des cellules de
comptage. Des comptages cellulaires peuvent également étre effectués apres marquage
direct des acides nucléiques ou des constituants cellulaires a I’aide d’un fluorophore
(DAPI, acridine orange, etc.) ou marquage indirect a I’aide d’anticorps marqué ou d’une
sonde fluorescente qui se fixera de fagon spécifique sur la cible.
Des techniques culturales sont classiquement utilisées en quantification telles que la
technique du NPP (Nombre le Plus Probable) en milieu liquide et la méthode UFC (Unités
Formant Colonie) sur milieu solide. Elles permettent de dénombrer les bactéries
cultivables.

6. 3. 2. Les biomarqueurs cellulaires
En dehors des acides nucléiques, les microorganismes comportent d’autres structures
pouvant servir de biomarqueurs de taxons. Les biomarqueurs incluent des transporteurs de

la chaine respiratoire (quinone...), des pigments, des constituants de la paroi (acide

muramique) et des lipides membranaires.
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La techniqgue FAME (Fatty Acid Methyl Ester) est fondée sur I’analyse des profils d’acides
gras obtenus par chromatographie en phase gazeuse. Chaque profil est spécifique d’une
souche et peut étre comparé avec d’autres contenus dans la base de données (Guezennec,
1995 ; Keith-Roach et al., 2002). En plus de I’établissement des profils lipidiques, il est
possible de rechercher un ou plusieurs lipides marqueurs spécifiques dont la présence sera
caractéristique d’un groupe de microorganismes (Kenada, 1991; Suzuki et al., 1993). Les
lipides polaires d’origine archéenne (a liaison éther) sont facilement différenciés de ceux
d’origine bactérienne et eucaryote. lls peuvent caractériser aussi bien les haloarchaea
provenant de culture que ceux des communautes naturelles (Oren, 2002a).

6. 3. 3. Les acides nucléiques

La connaissance de la diversité microbienne s’est considérablement améliorée ces
dernieres années grace aux apports de la biologie moléculaire et de la phylogénie. Amann
et al. (1996) estiment que 99 % des microorganismes présents dans la nature ne sont pas
accessibles par des techniques culturales standard. Les ARN ribosomaux (5S, 16-18S,
23S), constituent des marqueurs de choix en phylogénie (Woese & Fox, 1977 ; Oren,
1999b). Les domaines de forte conservation sont utilisés dans la comparaison des espéces
d’organismes éloignés, tandis que les domaines hypervariables sont plus utiles pour
comparer les espéces phylogénétiquement proches (Woese, 1987 ; Winkler et Woese,
1991). Les domaines conservés sont aussi utilisés lors du développement des amorces

universelles pour la PCR.

+ Le clonage et le séquencage des ADNr 16S

La technique de clonage et de séquencage est I’une des premiéres techniques a avoir
été employée en écologie microbienne pour s’affranchir de toute étape de culture (Amann,
1992 ; Eder et al., 2001 ; Gabor et al., 2003). Elle consiste a extraire I’ADN ou I’ARN
total de I’échantillon environnemental, & amplifier spécifiquement les régions codant pour
I’ARN ribosomal, puis a cloner le produit d’amplification et enfin, a séquencer et a
analyser les clones de la banque. Cette approche moléculaire a permis de découvrir de
nouveaux taxons microbiens mais elle est limitée, le géne de I’ARNr 16S représente en
moyenne 0,05 % du génome du procaryote (Rodriguez-Valera, 2002) et a peu de valeur

pour prédire de la physiologie, du style de vie et des propriétés biotechnologiques ainsi la
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culture reste la méthode de choix qui permet de déterminer la physiologie et les

interactions écologiques entre les microorganismes de la communauté.

=+ Les sondes nucléiques

A la différence des techniques d’analyses par extraction et séquencage de I’ADNr
16S, I’utilisation des sondes nucléiques permet d’accéder individuellement a chaque
cellule. Cette technique implique la formation d’un duplex entre une sonde nucléique et un
ARNr cible. Les sondes peuvent étre aussi bien utilisées sur I’ADN fixé sur membrane
(Dot ou Slot Blot aprés Southern), directement sur les colonies de clones, sur des cultures
d’enrichissements ou sur des souches pures. De méme, elles peuvent étre utilisées sur des
échantillons naturels (Hybridation in situ). Pour marquer la sonde, on utilise soit des
radioéléments, soit des enzymes soit des marqueurs fluorescents (fluorescéine, rhodamine,
etc.) ; on parle alors de FISH (DeLong et al., 1989 ; Amann et al., 1996, 1997).

A la différence des hybridations sur colonies, les hybridations sur cellules entieres (FISH)
permettent d’accéder directement a I’ARNr sans endommager la structure pariétale de la
cellule et donc d’accéder en plus du caractére phylogenétque ou métabolique lié a la sonde
a un caractere morphologique. Des sondes marquées avec un colorant fluorescent sont
mélangées a I’échantillon a étudier. Les sondes diffusent dans les cellules et celles
marquées peuvent alors étre mises en évidence au microscope a fluorescence et quantifiées
par comptage. L’hybridation de I’ADN est utile pour la détection rapide de la présence et
de la concentration relative de génes codant pour une fonction spécifique. Alors que
I’hybridation des ARN est un indicateur de I’activité du géne cible. Généralement, les
sondes specifiques de I’ARNr sont souvent utilisées car la grande quantité de ribosomes,

contenue, dans les cellules, permet d’obtenir un marquage plus intense.

6. 4. L analyse phylogénétique

6. 4. 1. Principe fondamentale

Dans les années 1970, une révolution a lieu dans la taxinomie, indiquant qu’une

classification phylogénétique était possible. De nos jours, on séquence couramment le gene

de I’ARNr 16S et plusieurs raisons justifient ce choix. Le gene codant pour la sous unite
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16S de I’ARN ribosomal est caractérisé par un faible taux de changements évolutifs, par
une taille relativement petite mais qui fournit une information suffisante (environ 1500
paires de bases), par son omniprésence chez tous les organismes vivants cellulaires et par
I’alternance de domaines conservés a hypervariables. Pour cette raison il a été choisi
comme la base moléculaire pour béatir la phylogénie du monde vivant (Ludwig &
Schleifer, 1994 ; Garrity & Holt, 2001). Les caracteres analysés en phylogénie moléculaire
sont des séquences d’acides nucléiques ou des séquences d’acides aminés. De nombreux
genes codant pour des séquences de protéines universellement distribuées tels que gyrB
pour la sous unité B de I’ADN gyrase et atpD pour la sous unité B de I’adénosine
triphosphatase (ATPase), sont actuellement utilisés pour dresser des arbres phylogéniques.
Cette approche offre certains avantages par rapport aux comparaisons d’ARNr. Une
séquence de 20 acides aminés donne plus d’informations par site qu’une séquence a trois
nucléotides et il est plus pratique d’aligner des séquences protéiques. Cependant, toutes les
protéines ne conviennent pas pour étudier les changements car elles évoluent a des vitesses
trés différentes (Fuerst, 2002 ; Coenye et al., 2005).

6. 4. 2. L alignement

La détermination de la position phylogénétique d’une nouvelle bactérie par rapport
aux autres nécessite la détermination de la séquence de son ARNr 16S. Cela peut
s’effectuer par utilisation de la réaction de polymeérisation en chaine (PCR) pour amplifier
I”’ADNr 16S qui peut étre séquencé. L’ ADN linéaire obtenu est aligné avec celui d’autres
organismes connus. Une base de donnée Internationale appelée « Projet de base de données
ribosomiques », localisée a I’université de Michigan, contient les séquences des ARNr 16S
des organismes qui ont été  séquencés  téléchargeables sur  Internet

(http://rdp.cme.msu.esdu/). Ainsi, la comparaison de la séquence de la bactérie inconnue a

celles des autres bactéries de la base de données peut étre effectuée. La détermination de la
parenté évolutive parmi les organismes (ou phylogénie) peut étre obtenue en dressant un
arbre phylogénique.

7. Méthodes de reconstruction

Aprés avoir aligne les séquences, il faut en déduire la phylogénie. L’analyse

phylogénétique repose sur des hypothéses quant a la nature de I’évolution des génes. Ces
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hypothéses ont été modélisées en utilisant des méthodes mathématiques et I’analyse
phylogénétique est désormais réalisable grace a un ensemble de programmes informatiques
(package ARB, Phylo Win, Phylip, etc.). Les topologies d’arbres obtenus par les
différentes méthodes doivent étre cohérentes et conduire a un arbre consensus. Les trois

méthodes utilisées pour la construction d’arbres sont :

7. 1. La méthode du Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987)

Cette méthode est la plus couramment utilisée en microbiologie (Figure 12). C’est
une méthode de distance, basée sur le nombre moyen de substitutions nucléotidiques entre
des séquences prises deux a deux. Elle permet de trouver les paires de séquences les plus
« voisines » qui minimisent la somme des longueurs des branches a chaque étape de
regroupement. C’est une méthode rapide, qui génere un arbre selon I’évolution minimale et
donne de bons résultats pour des séquences proches. Elle traite toutes les substitutions de
maniere équivalente, ce qui fait perdre des informations et ne peut étre appliquée a des
séquences tres éloignées. C’est une méthode de distance qui sous estime le nombre de
mutations car les substitutions simplement dénombrées et ne sont pas pondérées. Or, des

mutations multiples peuvent se produire. Des corrections ont éte faites telle que :

v' Celle de Jukes et Cantor (Jukes & cantor, 1969) qui suppose que toutes les
substitutions ont une probabilité égale (les transitions et les transversions ont le méme

poids).

v' Celle de Kimura (Kimura, 1980) repose sur I’hypothése que les transitions se
produisent a des taux plus élevés que les transversions (le poids des transversions est

double par rapport a celui des transitions car le premier type est moins fréequent).

7. 2. La méthode du maximum de parcimonie (Fitch, 1971)

Cette méthode vise a construire I’arbre le plus parcimonieux possible en minimisant
le nombre de mutations nécessaires pour passer d’une séquence a une autre. Cette méthode
consideére que les sites évoluent indépendamment les uns des autres et que ceux présentant
des nucléotides identiques sont « non informatifs » et ne peuvent ainsi étres pris en compte

dans les calculs. Les inconvenients de cette méthode sont multiples. Elle ne s’intéresse
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qu’aux positions informatives, ne prend en compte qu’une partie de I’information. Elle ne

peut étre utilisée lorsqu’il y’a un grand nombre de séquences.

7. 3. Méthode du maximum de vraisemblance (Felsentein, 1981)

La méthode du maximum de vraisemblance « maximum likelihood » est basée sur
des théories statistiques élaborées. Elle va calculer la probabilité qu’a chaque branche de se
trouver a une position donnée dans I’arbre phylogénétique et estimer sa longueur sous un
modéle évolutif donné. Les transitions et les transversions sont pondérées différemment.
Cette méthode permet de comparer des sequences eloignées mais ne peut étre utilisée

lorsque le nombre de séquences est important.
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Figure 12. Position phylogénétique des différents phyla bactérien (a) et archéeen (b)
d’apres I’analyse des séquences d’ADNr 16S (méthode Neighbor-Joining). Les phyla

possédant des représentants cultivés sont en noir, et les phyla ne possédant que des

séquences environnementales sont en blanc. Barre d’échelle: 0,1 changements par

nucléotide (Hugenholtz, 2002).
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Figure 13. Localisation de la sebkha Ezzemoul.
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1. Echantillonnage

Les échantillons de saumures ont été prélevés de la sebkha Ezzemoul localisée dans
la région de Ain M’Lila (wilaya de Oum EI Bouaghi). Elle est située dans la dépression
formée par la gamme cotiere des montagnes, au Nord, la petite kabylie et au Sud le massif
de I’Aures (longitude 6° 30” a 6° 35’ Est, latitude 35° 50° a 35° 55’ N). Soit a 800 metres
au Sud-Est de la route nationale principale (N3) reliant Constantine a Batna qui la sépare
du chott de Tinnsilt (Figure 13 et 14). Elle a une superficie de 4400 hectar et une
profondeur de 0,6 metre.

Cette sebkha constituée par dépression retenant les eaux météoriques, est selon les
définitions usuelles en limnologie, un véritable lac. C’est un type d’environnement
athalassohalin  largement distribué en Afriqgue du Nord. Elle est entourée par de la
végeétation (Figure 15A) et comprend 12 tables salantes (bassins de concentration) et un
bassin de cristallisation (Figure 15C, D et F), destinés a la production de sel et connu sous

le nom de « salin de Ouled Zouai ».

Figure 14. Photo satellitaire prise par Europa Technologie en 2007 (Google earth.com)
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2. Isolement, purification et conservation des souches

Des approches culturales et moléculaires ont été étudiées afin d’identifier la
microflore isolée de la sebkha Ezzemoul. Les prélevements ont été effectués au niveau des

bassins de concentration et de cristallisation du sel.

2. 1. Composition chimique des milieux de cultures utilisés

Il est connu que les bactéries hyperhalophiles ont des exigences nutritionnelles
variables et leur étude nécessite I’utilisation de plus d’un milieu de culture (Oren et al.,
1997). Une dizaine de milieux spécifiques aux procaryotes neutrophiles et alcalophiles a
été utilisés au départ avant d’opter pour sept milieux de culture. Ces milieux contiennent
des sels minéraux, une source organique complexe (extrait de levure, casaminoacide...),
des acides organiques et/ou des sucres (Tableau 5-Annexe 3). lls sont congus pour cultiver
le plus grand nombre de procaryotes halophiles aérobies. Ces milieux ont servi, & la fois,
pour I’isolement, et aussi de base pour les tests d’identification physiologique, biochimique
et génétique.

Les milieux de culture solides sont obtenus par addition de 20 g.I"* d’Agar-Agar aux
milieux liquides et stérilisés & 120°C pendant 20 minutes. Le pH est ajusté a 7,0 a I’aide
d’une solution de NaOH 4 M.

2. 2. Isolement

L’isolement a éteé effectué par étalement de 0,1 ml sur boite de I’échantillon ou de ses

dilutions. Ces derniéres ont été effectuées en inoculant 9 ml d’une solution de NaCl a 20 %

(p/v) avec 1 ml d’échantillon.

2. 3. Conservation des souches

De chaque milieu, huit a neuf colonies d’aspect différent ont été prélevées au et

purifiées par stries sur les méme de milieux solides. Les souches pures sont conservées sur
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Figure 15. Photographies in situ de la sebkha Ezzemoul.

61



Matériel et Méthodes

geélose inclinée a 4°C pendant trois mois ou en milieu liquide contenant 10 a 15 % de
glycérol a —80°C (Tindall, 1992).

2. 4. Souches de référence

Les souches types archéennes et bactériennes utilisées lors de ce travail sont
répertoriées dans le Tableau 6. Leur culture a été faite sur le milieu HE de Torreblanca et
al. (1986) a concentration saline finale de 25 % (p/v) et supplémenté de 0,1 % (p/v) de

glucose (Tableau 5-Annexe 3).

3. Identification des souches purifiees

L identification des souches est faite sur la base des tests proposés par Oren et al.

(1997) pour la description de nouveau taxon dans |"ordre des Halobacteriales.

3. 1. Caractérisation morphologique des souches et de leurs colonies

L’aspect macroscopique est déterminé sur milieu solide spécifique pour chaque
souche apres 5 jours d’incubation a 37°C. La coloration de Gram a été effectuée selon la
technique modifiée par Dussault (1955) par application, aprés fixation, d’une solution

d’acétate a 2 % (v/v) pendant 5 minutes.

Pour la coloration négative, une goutte d’une culture en croissance exponentielle est
déposee sur une grille de cuivre. Apres séchage, la préparation est colorée par une solution
d’acétate d’uranyle (2 % dans I’eau distillée) durant 1 minute. Aprés séchage de 10
minutes a température ambiante, les grilles sont observées a I’aide d’un microscope

électronique en transmission Zeiss EM 902 a 60 kV.
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Tableau 6. Souches de référence utilisées.

Espéce Souche Source
Halobacterium salinarum DSM 3754 DSM
Halococcus morrhuae NRC 51001 NRC
Halorubrum trapanicum NRC 34021 NRC
Halorubrum coriense DSM 10284 DSM
Halorubrum distributum JCM 9100 JCM
Halorubrum xinjiangense JCM 12388 JCM
Halorubrum terrestre JCM 10284 JCM
Halorubrum sodomense DSM 3755 DSM
Halorubrum tebenquichense CECT 5317 CECT
Halorubrum lacusprofundi DSM 5036 DSM
Halorubrum saccharovorum DSM 1137 DSM
Haloarcula marismortui DSM 3752 DSM
Haloarcula vallismortis DSM 3757 DSM
Haloarcula hispanica DSM 4426 DSM
Haloferax mediterranea ATCC 33500 ATCC
Haloterrigena turkmenica DSM 5511 DSM
Pseudomonas halophila DSM 3050 DSM
Halovibrio denitrificans DSM 15503 DSM
Halospina denitrificans DSM 15505 DSM
Salicola marasensis CECT 7107 CECT

Matériel et Méthodes

DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen; NRC, National Research Council,
(Ottawa, Canada); JCM, Japanese Center of Microorganisms; CECT, Centro Espanola de

Collection Typo; ATCC, American Type Culture Collection
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Pour la microscopie électronique a balayage, les cellules sont fixées par une solution de
formaldéhyde a 10 % (v/v) pour 1 heure puis récupérées par centrifugation a 1 000 x g
durant 20 minutes. Le pellet est resupendu dans une solution en NaCl a 2,3 % (p/v). Une
goutte est placée sur un filtre Nucléopore 13 mm en polycarbonate (dimension des pores
0,22 um) et séchée pendant une nuit a température ambiante. Le spécimen est ensuite

examiné au microscope électronique a balayage (XL 30 LaB®6, Philips).

3. 2. Ultrastructure interne des souches

Elle a été révélée a partir de I’observation de coupes minces des isolats en

microscopie électronique en transmission obtenue apres croissance des souches sur leur
milieu respectif.
Les cellules sont récupéréees par centrifugation a partir de culture en phase exponentielle.
Elles sont ensuite progressivement déshydratées par immersion successive dans des
solutions aqueuses d’éthanol de titre croissant jusqu’a 100 %. La préparation est incluse
dans une résine, puis découpée en fines sections a I’aide d’un ultra microtome. Les coupes
ultrafines sont colorées par des solutions d’acetate d’uranyle et de citrate de plomb. Elles
sont placées sur des grilles et observées au microscope électronique en transmission Zeiss
EM 902 a 80 kV.

3. 3. Caractérisation physiologique

Les milieux de cultures utilisés lors de la caractérisation des souches sont ceux
précédemment décrits et les tests utilisés lors de I’identification des souches sont ceux cités

pour la description de nouveaux taxons par Oren et al. (1997).

L’influence sur la croissance de la température, du pH et de la concentration en sel est
déterminée en variant un des parametres alors que les deux autres sont maintenus
constants. Pour chacun des parametres, la gamme pour laquelle une croissance est observee
a d’abord été déterminée. Cette étude est faite par ensemencement d’un milieu solide par

0,1 ml de culture en phase de croissance exponentielle.

< Salinité
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Les milieux solides a pH 7,0 contenant des concentrations finales variables en NaCl
de0,0;25;5,0;75;10,0;125;15,0;17,5;20,0; 25,0 et30,0% (p/v) (Colwell et al.,
1979). L’exigence minimale en Mg** est réalisée sur milieu solide additionné de quantités
variables de MgCl,: 0;0,005;0,1;0,2;0,4;0,6; 0,8 et 3,2 % (p/v) (Rodriguez-Valera
et al., 1983). L incubation des boites est faite a 37°C.

% Température

L’incubation des milieux solides a pH 7,0 ensemencés a lieu a 4 ; 22 ; 30; 37 ; 40;
50 ; 55 et 60°C (Rodriguez-Valera et al., 1980)

o p H

L’intervalle de pH de croissance a été déterminé par ensemencement de milieux
gélosés, sans tampon (pH varie de 4,8 a 5,0), additionné de 50 mM de tampon MOPS (pH
de 6,0 a 7,0), de HEPES (pH de 7,5 a 8,0) et de Tris (pH de 8,0 a 9,0) (Stan-Lotter et al.,
2002).

«» Utilisation de substrats carbonés

Les milieux solides précédents dépourvus de toute source organique, additionnés de
NH,CI (0,5 g.I™"), de KH,PO,4 (0,005 g.I™"), de tampon et dont le pH a été ajusté & 7,0. Les
substrats sont rajoutés a une concentration finale de 1 % pour les sucres et 0,1 % pour les

alcools, les acides organiques et les acides aminés (Oren et al., 1997).

Glucose, lactose, xylose, galactose, fructose, arabinose, mannose, rhamnose, maltose,
saccharose, amidon, salicine, cellulose, adonitol, dulcitol, glycérol, mannitol, sorbitol,
inositol, propionate, oxalate, acétate, succinate, malonate, benzoate, malate, formiate,
fumarate, lactate, citrate, arginine, alanine, asparagine histidine, leucine, cystine, glycine,

tryptophane, tyrosine et méthionine.

¢+ Production d’acides a partir de substrats carbonés
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La production d’acides a partir des sucres et d’alcools est faite sur les milieux
liquides préecédemment décrits non tamponnés. L’acidification du milieu aprés culture est

mesurée par un pH-metre.

3. 4. Caractérisation biochimique

La réduction des nitrates est détectée par utilisation d’acide sulphanilique et ao-
naphtylamine selon Smibert et Krieg (1981). La production d’indole et I’hydrolyse de
I’amidon et de I’esculine sont réalisées selon la méthode décrite par Gonzalez et al. (1978).
L’hydrolyse de la gélatine, du Tween 20, du Tween 40, du Tween 60 et du Tween 80 est
testée selon la technique de Gutiérrez et Gonzalez (1972). La production de la catalase et
du cytochrome oxydase est étudiée selon Gerhardt et al. (1994). La croissance en
anaérobiose sur L-arginine est mesurée par turbidimétrie a 600 nm en milieu liquide a
raison de 5 g. I'* d’Arginine-HCI (Oren & Litchfield, 1999).

3. 5. Sensibilité aux antibiotiques

Cette étude est réalisée par utilisation de disques imprégnés d’antibiotiques (Oren et
al., 1997 ; Duckworth et al., 2000). La souche est considérée sensible si la zone
d’inhibition dépasse au moins deux mm autour du disque aprés 14 jours d’incubation a
37°C (Bonelo et al., 1984). Les antibiotiques étudiés sont: la pénicilline (10 UI), le
chloramphénicol (30 pg), I’ampicilline (30 pg), la rifampicine (30 pg), la streptomycine
(10 UI), la néomycine (30 png), la novobiocine (30 pg) et la bacitracine (10 pg).

3. 6. Chimiotaxonomie

3. 6. 1. Analyse des lipides polaires membranaires archéens

Les lipides polaires membranaires archéenes sont extraits et analysés par
chromatographie sur couche mince selon la méthode décrite par Oren et al. (1996).
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20 ml de culture sont centrifugés pendant 15 minutes a 12 000 x g et a 4°C. Le pellet est
suspendu dans 1 ml d’eau distillée puis extrait par 3,75 ml d’un mélange méthanol-
chloroforme (2 :1, v/v). Aprés agitation pendant 4 heures, le surnageant est récupéré par
centrifugation a 3 500 rpm pendant 10 minutes. Le pellet est extrait de nouveau par 4,75 ml
d’un mélange méthanol-chloroforme-eau (2 :1:0,8, v/v). Le surnageant est récuperé par
centrifugation. On rajoute 2,5 ml de chloroforme et 2,5 ml d’eau distillée aux deux
surnageants suivi d’une centrifugation a 3 500 rpm pendant 10 minutes, puis récupération
de la phase profonde correspondant a la phase chloroforme et qui contient la fraction
lipidique. Cette derniere est additionnée de 0,5 ml de benzéne et le mélange obtenu est
concentré a sec au rotavapor. Apres évaporation, le produit est repris dans un petit volume
de chloroforme.

Les lipides polaires sont séparés par chromatographie en une et deux dimensions sur
plaques recouvertes d’une mince couche de gel de silice (Aldrich, 20 x 20).

»  Chromatographie monodirectionnelle
Le systéeme solvant est un mélange de chloroforme-méthanol-acétate-eau (85 :22,5:
10 : 4, viv).

»  Chromatographie bidimensionnelle
Dans la premiere dimension, le systeme solvant est un mélange de chlorofome-
méthanol-eau (65 : 25 : 4, v/v) et dans la seconde, il contient un mélange de chloroforme-
méthanol-acétate-eau (80 : 12 :15: 4, v/v).

La révélation est faite aprés migration et séchage des plaques. Les spots de glycolipides
sont détectés par pulvérisation de 0,5 % (p/v) de a-naphtol dans 50 % (v/v) de méthanol,
puis de 5 % (v/v) H,SO, dans I’éthanol suivi d’un chauffage a 150°C (Oren, 1996)
(Annexe 4).

Les phospholipides sont détectés par pulvérisation du réactif molybdate d’ammonium dans
I’acide sulfurique (Kates, 1972) (Annexe 4).

Des extraits de lipides de souches témoins, Halobacterium salinarum DSM 3754,
Haloarcula hispanica DSM 4426", Halococcus morrhuae NRC 51001", Haloferax
mediterranei ATCC 335007, Halorubrum coriense DSM 10284 et Haloterrigena

turkmenica DSM 55117 ont été utilisés.
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3. 6. 2. Extraction et caractérisation de la bactériorubérine

La bactériorubérine est présente chez les haloarchaea et peut étre extraite et
caractérisée. C’est un type de lipides neutres, dérivé isoprénoide. Cette analyse a été

effectuée selon la technique décrite par Gochnauer et al. (1972).

20 ml d’une culture en phase exponentielle est centrifugée pendant 10 minutes a 12 000 x
g. Le pellet est extrait par 1 ml d’un mélange méthanol-acétone 1 : 1 (v/v). Aprés 4 heures
d’agitation, le spectre d’absorption du mélange est déterminé par un spectrophotomeétre sur

une longueur d’onde de 300 a 700 nm.

3. 6. 3. Analyse des acides gras membranaires bactériens

L’analyse des acides gras de la souche bactérienne B2 a été effectuée par I’équipe du

Professeur Reiner M. Kroppenstedt du DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen) a partir de cellules lyophilisées et broyées sous forme de poudre. La
poudre est traitée par un melange de chloroforme-méthanol (80-20, v/v), puis le résidu subi
une méthanolyse en milieu basique par addition de 20 ml de méthanol-KOH (1M). Le
mélange est mis a reflux pendant deux heures.
La partie insoluble est filtrée et rincée avec 20 ml de méthanol. Au filtrat, on ajoute 120 ml
d’HCI a 10 % et 120 ml d’eau. Les lipides libérés par attaque basique et incluant les esters
méthyliques d’acides gras sont ensuite extraits du milieu réactionnel (a raison d’un aliquote
de 50 ml) par 150 ml d’heptane. La phase organique est lavée a I’eau jusqu’a pH neutre.
Elle est ensuite récupérée dans un erlenmeyer, et séchée par addition de 50 g de sulfate de
sodium. Apres filtration et évaporation du solvant, le produit est repris dans environ 5 ml
d’heptane. Cette fraction est préte pour I’analyse en chromatographie en phase gazeuse.
Les esters méthylés des acides gras ont été identifiés en comparant les temps de rétention
d’acides gras connus.

3. 7. Etude phylogénetique

3. 7. 1. Extraction de I’ADN total
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» Technique 1 (Marmur, 1961)

Les cellules contenues dans 200 ml de culture ont été récupérées par centrifugation a
4°C pendant 15 minutes a 8 000 rpm. Le culot est lavé deux fois par une solution de NaCl
a 25 % (p/v) suivi de centrifugation dans les conditions déja décrites. Le culot est dissous
dans 50 ml d’eau MilliQ stérile additionné de SDS a 25 % (p/v) pour avoir une
concentration finale de 1 %. Le tout est placé dans un bain marie a 60°C pendant 10
minutes. Les lysats sont placés sur la glace. Une solution de NaCl 5 M est rajoutée pour
avoir une concentration finale de 1 M. On ajoute 1 volume de chloroforme et I’ensemble es
centrifugé a 7 000 rpm pendant 15 minutes. 0,1 volume d’acétate-Na (3 M, pH 5,2) et 2
volumes d’éthanol froid sont rajoutés au surnageant. Le tout est placé a - 20°C durant 30
minutes. La pelote est récupérée et resuspendue dans 4 ml de 0,1 x SSC puis 20 x SSC
pour avoir une concentration finale de 1 M. Ajouter 100 pl d’une solution d’ARNase (60
pug/ml) et le tout est incubé pendant 2 heures a 60°C. Ajouter 50 pl d’une solution de
protéinase K (10 mg/ml) et le tout est incubé a 37°C pour 1 heure. Un volume de
chloroforme est ajouté, suivi d’une centrifugation a 3 200 rpm pendant 10 minutes pour
séparer entre les deux phases. Le surnageant est récupéré dans un nouveau tube et I’ADN
est extrait par 0,1 volume d’acétate-Na (3 M pH 5,2) et 0,56 volume d’isopropanyl.
L’ADN libeéré est dissout dans 500 ul d’eau MilliQ. L’ADN a été purifié par une extraction
avec 250 pl de phénol et 250 pl de chloroforme suivi d’une centrifugation a 13 000 rpm
pendant 5 minutes. Le surnageant est précipité par 0,1 volume d’acétate-Na (3 M pH 5,2)
et 2 volumes d’éthanol absolu froid. Le tout est placé a - 20°C durant 24 heures. L’ADN a
été obtenu sous forme de culot suite a une centrifugation a 13 000 rpm pendant 15 minutes
Le culot est resuspendu dans 500 pl d’éthanol 70 % (v/v) (lavage de I’ADN et élimination
des sels). Centrifugation pendant 15 minutes a 13 000 rpm. Le culot d’ADN est séché a

I’air a température ambiante, repris dans 500 pl d’eau MilliQ stérile et conserveé a - 20°C.

» Technique 2 (Marmur, 1961 modifiée par Lind & Ursing, 1986)

La seconde méthode d’extraction et de purification de I’ADN utilisée est celle décrite
par Lind et Ursing (1986) qui une est une modification de la technique de Marmur (1961)
et applicable aux halobactéries.
200 ml de culture en phase exponentielle sont centrifugés durant 20 minutes a 9 000 rpm

et a 4°C dans une centrifugeuse de type Sorvall RC 5B. Le culot est lavé deux fois par une
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solution de NaCl a 25 % (p/v) suivi de centrifugation dans les conditions décrites
précédemment.

Les cellules sont resuspendues dans 20 ml d’eau distillée, agitées rigoureusement et
incubées a 37°C jusqu’a observation de la lyse cellulaire. On ajoute 1 volume de
chloroforme, I’ensemble est agité durant 30 minutes puis centrifugé a 7 000 rpm pendant
15 minutes. Le surnageant est prélevé et précipité par 2 volumes d’éthanol froid a 96°.
Incubation a — 20°C pendant 24 heures. La pelote est récupérée et resuspendue dans 4 mi
de 0,1 x SSC, puis addition de 200 pul de 20 x SSC. Par la suite, 100 ul d’ARNase (60
mg/ml) sont rajoutés, puis I’ensemble est incubé a 60°C pendant 2 heures. On ajoute 50 pl
de protéinase K (10 mg/ml) et on laisse 2 heures a 37°C (digestion des protéines). Addition
d’un volume de chloroforme et centrifugation a 3200 rpm pendant 10 minutes. Le
surnageant est récupéré et I’ADN est précipité par 0,1 volume d’acétate-Na (3 M pH 5,2)
et 0,56 volume d’isopropanol. L’ADN est récupéré et resuspendu dans 1 ml d’eau MilliQ

stérile puis conservé a - 20°C.

3. 7. 2. Controle de la pureté et détermination de la concentration de I’ADN en

solution

La pureté de I’ADN est évaluée par mesure des rapports AbsSygo/Absyg et
Abs,e0/ Abs,zo. Idéalement, le rapport Agsol2s0 doit étre compris entre 1,8 et 2,0. Un rapport
inférieur a 1,8 indique une contamination par des protéines ou du phénol et lorsqu’il est
supérieur a 2,0, la contamination est due a la présence d’ARN. Le rapport Axeol230 doit étre

compris entre 0,3 et 0,9. 1l est supérieur a 0,9 lors d’une contamination par des sels.

La concentration de I’ADN peut étre calculée par mesure d’absorbance a 260 nm, longueur
d’onde a laquelle une unité de DO correspond a 50 pg /ml double brin ou 40 pg /mi

d’ADN simple brin. Elle a lieu dans un Biophotometer Eppendorf-high ray light.

Concentration (ng/ ml) = Abs,eo % 50 x volume du mélange / volume de I’ADN

Volume du mélange : volume d’ADN + volume d’eau MilliQ.
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3. 7. 3. Détermination du contenu en G+C de I’ADN génomique

Le contenu en guanine et cytosine de I’ADN génomique des souches est déterminé
par la méthode de dénaturation thermique selon Marmur et Doty (1962). En effet, lorsque
I”’ADN natif est soumis a un agent dénaturant comme la température, la double hélice se
sépare. Cette modification se traduit par une augmentation de I’absorbance a 260 nm. Un
systeme analyseur ; programmateur de température et enregistreur de type recorder R 100A
couplé a un spectrophotomeétre de type Perkin-Elmer UV-Vis Lambda 3B a été utilisé. Il
permet de suivre les variations de densité optique de la solution de I’ADN en fonction de la
température. La tempeérature de fusion Ty «pour melting temperature » est celle qui
correspond a une augmentation de la DO atteignant 50 % de la DO maximale. Elle est
déterminée par la méthode graphique décrite par Ferragut et Leclerc (1976). Le contenu en
G+C est calculé a partir du Tr, selon I’équation de Owen et Hill (1979) dans un tampon
SSC 1x (0,15 M NacCl et 0,015 M tri-sodium citrate, pH 7,0).

Tm= 69,3 + 0,41 (G+C)

3. 7. 4. La Réaction de Polymérisation en Chaine ou technique PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) consiste a amplifier sélectivement une
séquence particuliere d’ADN par action d’une ADN polymérase thermostable.
L’amplification s’effectue sur un fragment d’ADN a partir de deux amorces
oligonucléotidiques s’appariant spécifiguement aux extrémités des deux brins

complémentaires qui délimitent la partie d’ADN a amplifier.

»  Amplification des séquences des ADNr

Le marqueur moléculaire choisi dans cette étude phylogénétique est le géne
ribosomal 16S. Tres représente dans les banques de donnees, ce marqueur nous permettra
d’affilier nos séquences a un groupe d’organismes connus.

Les génes codant I’ARN ribosomal 16S des haloarchaea sont amplifiés par utilisation de
deux paires d’amorces (ou primers) : le premier jeux : amorce directe F8 et la reverse
1462R (Lizama et al., 2002) et le second jeux d’amorce : directe 21F (DeLong, 1992) et la
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reverse 1525R (McGenity et al., 1998). Pour les bacteries, les amorces utilisées pour
I’amplification du géne de I’ARNr 16S sont 16F27 et 1525R, décrits par (Saiki et al.,
1988) (Tableau 7).

Tableau 7. Spécificité et description des amorces d’amplification.

Amorces Localisation Séquence Spécificité
Sens Forward (8- Archaea | Bacteria
F8 29) 5-TTGATCCTGCCGGAGGCCATTC-3’ +

21F (7-26) 5- TTCCGGTTGATCCTGCCGGA -3’ +

16F27 (8-27) 5 - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’ +
Sens Reverse

1462R (1462-1441) | 5’- ATCCAGCCGCAGATTCCCCTAC -3’ +

1525R (1541-1525) 5" - AAGGAGGTGATCCAGCC -3’ + +

Tm est définie comme la température de fusion du primer et estimée par I’équation de
Suggs et al. (1981).

Tm =4Ng+c+ 2NasT

Ng+c Nastest la somme des nucléotides A, C, G et T.
L’amplification est réalisée pour un volume de 50 ul dans un thermocycleur de type
Perkin-Elmer Modele 480 selon les cycles correspondant a chaque paire d’amorces. La

composition du milieu de réaction et les cycles employés figurent les tableaux 8 et 9.

Tableau 8. Mélange réactionnel.

Composés Volumes (ul)
ADN 1
Tampon (100 mM Tris/HCI, pH 8,3 ; 500 mM KCI) (Perkin Elmer) 5
MgCl, (25 mM) (Perkin Elmer) 3

Taqg polymérase (Amplitag DNA polymerase, Perkin Elmer) 0,25
dNTPs (Ultrapure dNTP set, Pharmacia Biotech, cat. 27-2035-01) 1
Amorce F (20 pmol/ul) (Perkin Elmer) 1
Amorce R (20 pmol/ul) (Perkin Elmer) 1

Eau MilliQ 38,75
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Tableau 9. Cycles employés.

Paires Pré Dénaturation Association Elongation Fin

d’amorces dénaturation d’amplification

F8/1462R 1mina94°C | 1 minab5°C 2 min a 10 mina 72°C
72°C

21F/1525R 5min & 94°C 30s a95°C 1mina53°C | 1min30sa 1mina72°C
72°C

16F27/1525R | 5 mina 95°C 30s a 95°C 1mina55°C | 1min30Sa 1mina72°C
72°C

>  Electrophorese sur gel d’agarose et purification des produits de la PCR

Pour s’assurer de la qualité et de la spécificité de I’amplification, une électrophorese
des produits de PCR est effectuée sur un gel d’agarose-TAE (Tris-HCI 1,6 mM ; acétate de
sodium 1,6 mM ; EDTA 0,04 mM (pH 8) ; agarose 1 % (p/v) ; bromure d’éthydium (0,5
ug/ul). Les produits de la PCR sont additionnés de 0,1 % d’une solution de dépét (bleu de
bromophénol 0,25 % (p/v) ; xylene cyanol 0,25 % (p/v) ; EDTA 25 mM ; glycérol 50 %
(v/v)). La migration se fait dans un tampon TAE, sous une tension de 100 volts.
L’electrophorése est suivie grace au dép6t dans un puit d’un marqueur ou « ladder »
(Amplisize ™ Molecular Ruler de 2000 & 50 paires de bases). Les fragments d’ADN sont
visibles aux UV a 300 nm grace aux BET contenu dans le gel et qui s’insere entre les
plateaux de base de I’ADN. Le gel est ensuite photographié sur une table UV.

Le séquencage de I’ADN produit par PCR nécessite une étape de purification
éliminant les impuretés consécutives aux réactions antérieures. Dans ce but, nous avons
utilisé les MicroSpin Columns (Microcon-100 concentrator, Amicon) qui permettent de
récupérer 50 a 90 % de I’ADN initialement présent avec un taux de pureté de 70 a 90 %,

selon les estimations du fabricant.

»  Laréaction de séquence et le séquencage
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La technique de séquencage utilisée est adaptée de celle décrite par Sanger et al.

(1977).
Elle est basée sur I’incorporation de didésoxynucléotides. La polymérase permettant
I’amplification du geéne d’intérét est mise en présence d’oligonucléotides non marqués
(dNTP) et de didésoxynucléotides (ddNTP) marqués par des flurochromes difféerents selon
leur nature. L’incorporation d’un ddNTP entraine I’arrét de I’élongation. Ainsi, on obtient
théoriquement des séquences d’ADN de toutes tailles dont le dernier nucléotide est
fluorescent.
La réaction de séquence utilise la chimie du « Big Dye Terminator » (Applied Biosystem)
selon les recommandations du fabricant. La solution commerciale « Big Dye Terminator »
contient les dNTP, les ddNTP marqués ainsi que I’ADN polymérase. Le mélange
réactionnel pour une réaction contient : le tampon de dilution du Dig Dye 0,75 ul, la
solution Big Dye 0,5 ul ; I’'amorce 5 pmol ; le produit PCR 30 a 50 ng et I’eau MilliQ 5 pl.
la réaction s’effectue dans un thermocycler.
Les amorces utilisées pour le séquencage des séquences issues de souches d’archaea
halophiles sont semblables a celles utilisées pour I’amplification de I’ADNr 16S. Tandis
que pour les bactéries halophiles, des amorces supplémentaires internes décrites par Lane
et al. (1991) sont utilisées afin de couvrir la totalité de la séquence de la molécule. Ces
amorces sont :

16SF357 : 5’ - CTCCTACGGGAGGCAGCA -3’

16SR519 : 5’ - GWATTACCGCGGCKGCTG -3’

16SF945 : 5’ - GGGCCCGCACAAGCGGTGG -3’
Les produits amplifiés sont ensuite purifiés avec le kit « Montage SEQ Sequencing
Reaction Cleanup » (Millipore).
Le séquencage a été effectué par le laboratoire du génome a Grenade (Espagne) selon le

protocole Applied Biosystems sur le sequenceur automatique (ABI-Modele 373).

»  Analyse des sequences

Dans un premier temps les séquences des genes des ARNr 16S obtenues ont été
soumises a une recherche d’homologie de séquences en utilisant le programme BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) sur le site NCBI (National Center for Biotechnology

Information) pour rechercher les séquences les plus proches déposees dans GenBank.
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Les alignements de séquences sont réalisés grace au logiciel CLUSTAL W 1.8 (Thompson
et al., 1994). L’homologie des séquences pairées a aussi été évaluée et le taux de
substitution par transformation a été soumis a la méthode de Tamura-Nei qui tient compte
des transitions et des transversions. La matrice des taux de substitution résultante a éte
analysée par la méthode de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) du logiciel MEGA 3
(Kumar et al., 2004). Les niveaux de confiance de la topologie des arbres phylogénétiques
obtenus par la méthode de Neighbor-Joining (MEGA 3), ont été estimés par la méthode

des analyses de rééchantillonnage des données avec 100 réplications.

»  Numéros d’accession des séquences de nucléotides

Les séquences du géne codant pour la sous unité 16S de I’ARN ribosomal des
souches 1’2, 4’1, 5.1, S1, B2 et 5-3 obtenues lors de cette étude, ont été déposées dans la
banque GenBank sous les numeéros d’acces respectifs de DQ138366, DQ149846,
DQ118426, DQ120725, DQ129689 et EF442769. Les numéros d’acces des séquences
ADNTr 16S des souches utilisees comme références et extraites de la base de données
GenBank sont regroupé dans le tableau 10-Annexe 6.

3. 7. 5. Hybridation ADN-ADN

»  Principe

La technique d’hybridation utilisée est celle a I’hydroxyapatite. C’est est un gel de
phosphate de calcium de formule Caio(PO4)s(OH), qui permet I’adsorption des ADN mono
et bicaténaires puis leur élution différentielle. Avec un tampon phosphate de molarité
inférieure & 0,20 M, seul I’ADN monocaténaire est élué ; au-dessus de 0,20 M tout I’ADN
mono et bicaténaire est extrait. Les solutions d’ADN cible et d’ADN marqué sont
melangées dénaturées et incubées dans des conditions convenables de température et de
force ionique. Elles sont ensuite mises en contactes avec I’hydroxyapatite et incubees a une
température convenable puis équilibrée avec un tampon phosphate 0,14 M. Apres trois
lavages et centrifugations avec le tampon précédent, I’ADN non hybridé est élué.

L hybride est recueilli aprés deux lavages par le tampon 0,40 M et centrifugation. La
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comparaison des quantités de radioactivités éluées respectivement avec les tampons 0,14
M et 0,4 M, permet de calculer le pourcentage d’hybridation.

La méthode utilisée est celle du DIG-DNA Labeling and detection kit (Boehringer
Mannheim Nick) décrite par Ziemke et al. (1998) et qui est une modification de la
technique de Lind et Ursing (1986). Elle consiste a faire un double marquage de la sonde
(sonde «froide ») par la digoxygénine-11-2’-dioxy-uridine-5’-triphosphate (DIG-11-
dUTP) et la biotine 16-2’-dioxy-uridine-5’-triphosphate (biotine-16-dUTP). La détection
s’est basée sur I’utilisation d’anticorps anti-digoxygénine ayant une activité phosphatase
alcaline (Anti-DIG-AP) qui se fixent sur des dNTP marqués a la digoxygénine (DIG)
contenus dans la sonde. La phosphatase alcaline provoque I’apparition d’un précipite
coloré (jaune) apres réaction avec un substrat, le para-nitrophénylephosphate, révélant ainsi

le fragment nucléotidique recherché.

»  Préparation de la sonde

Les sondes sont obtenues par extraction de I’ADN génomique de la souche a
hybrider. Le marquage de cet ADN se fait en tubes eppendorf de 1,5 ml. Dans lequel sont
introduits 3 pul d’ADN (0,3 ug/ ul), 5 ul de mélange de nucléotides, 1 ul de Tampon 10X et
1 ul d’enzyme.

Le mélange de nucléotide est constitué de 3 volumes de dATP, 3 volumes de dCTP, 3
volumes de dGTP, 2 volumes de dTTP et 1 volume de dUTP (marqué avec 0,75 par la
digoxygeénine et 0,25 par la biotine). Les tubes eppendorf sont incubés a 15°C pendant 90

minutes.

Apreés incubation et pour précipiter la sonde, 390 pl d’eau MilliQ, 45 pl d’acétate-Na (3 M
pH 5,2) et 890 ul d’éthanol froid sont ajoutés au mélange précedent. L ensemble est placé
a — 20 °C pendant 24 heures puis centrifugé a 13 000 rpm pendant 15 minutes. Le
surnageant est eliminé et le culot est resuspendu dans 500 pl d’éthanol froid a 70 % (v/v).
Le tout est centrifugé a 13 000 rpm durant 15 minutes. Le culot est séché puis dissous dans
100 pl d’eau MilliQ.

La vérification du marquage est faite en plaques de streptavidine (Streptavidin-Coated
Microtiter Plates, Boehringer cat. 1645692). On dépose sur la plaque, par puit, 200 ul de
tampon phosphate (0,14 M et 0,2 % SDS a pH 6,8), 5 ul d’albumine a 4 % (p/v) et 2 ul de

sonde. La plaque est incubée a température ambiante avec agitation pendant 1 heure.
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*: la sonde a été préalablement denaturée a 100 °C pendant 10 minutes et conservée sur

glace avant son depét.

Pour détecter le marquage, les puits sont rincés avec 200 pl de tampon 1 (Annexe 6)
chacun puis sechés. Cette opération est répétée trois fois. On dépose 200 ul d’une solution
de détection (Annexe 6) par puit. On incube a température ambiante avec agitation pendant

1 heure.

Le marquage est révélé par élimination de la solution de détection des puits. On rince les
puits avec 200 pl de tampon 1 chacun suivi d’un séchage. On ajoute 250 ul de la solution
de révélation (Annexe 6) et on incube a 37°C. La lecture est faite dans le lecteur d’ELISA

a 405 nm apres développement de la couleur jaune.

»  Hybridation

Elle est réalisée en tubes eppendorf a température au dessous de la T, de I’ADN de la
souche a étudier et dont le mélange est constitué de 15 ng ADN (0,3 pug / pl) et 8 ul d’ADN
marqué. Un des tubes eppendorf a recu le mélange formeé par I’ADN marqué et son
homologue non marqué et les autres contiennent I’ADN marqué et celui provenant de la
souche avec laquelle a lieu I’hybridation. Les tubes contenant les solutions sont portés a
100°C durant 10 minutes puis placés immédiatement sur la glace pendant 10 minutes.
Aprés centrifugation, on ajoute 28 ul de tampon phosphate 1 M et on compléte le mélange
a 100 pl avec de I’eau MilliQ. Le mélange est recouvert d’une goutte d’huile de paraffine

et I’hybridation se déroule durant 16 heures a une température T*(°C) au dessous de la Tp,.

T*(°C)=Tm (°C) - 30 (°C)

La purification de I’ADN est effectuée par élimination de toute I’huile et le mélange est
transférée dan un nouveau tube eppendorf. Le volume est estimé a I’aide d’une micro-
pipette puis on lui ajoute un volume égal d’eau MilliQ. La séparation des simples brins des
doubles est faite sur un support d’hydroxyapatite (HA) équilibrée. Les brins simples sont
élués par le tampon phosphate 0,14 M (pH 6,8) et les doubles brins par le tampon
phosphate a 0,36 M.
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L’ equilibrage de I’hydroxyapatite est effectué par répartition d’1 ml d’hydroxyapatite a 0,1
% (p/v) par eppendorf. La phase aqueuse est éliminée et le dép6t est rincé avec 1 ml de
tampon phosphate 0,14 M et 0,2 % (p/v) SDS. Le surnageant est eliminé apreés
centrifugation & 13000 rpm pendant 1 minute. Cette opération est répéetée trois fois.
Addition de 200 ul par eppendorf d’hydroxyapatite. On élimine le surnageant apres une

centrifugation a 13 000 rpm pendant 1 minute.

%+ Séparation des brins simples

Deux aliquotes de 50 ul de chaque mélange d’ADN sont déposés dans un tube
eppendorf contenant I”’hydroxyapatite équilibrée. On mélange doucement et on incube a Ty,
- 35°C pendant 30 minutes. Le surnageant est récupéré apres centrifugation a 13 000 rpm
pendant 1 minute. Les eppendorf a hydroxyapatite recoivent chacun 450 ul de tampon
phosphate 0,14 M et 0,2 % (p/v). On mélange doucement et on incube a Ty, - 35°C
pendant 5 minutes. Le surnageant est récupéré et rajouté au précédent aprés une
centrifugation dans les mémes conditions. On ajoute 500 pl du tampon précédent, on
mélange et on incube dans les mémes conditions. Le surnageant récupére est rajouté aux

précéedents.

%+ Séparation des doubles brins

Les eppendorf a hydroxyapatite précédents recoivent chacun 200 pl de tampon
phosphate 0,4 M. On mélange rapidement et on centrifuge a 13 000 rpm pendant 1 minute.
Les surnageants sont transférés dans de nouveaux eppendorfs. On ajoute 200 ul du méme
tampon aux eppendorf a hydroxyapatite. Apres mélange rapide, on centrifuge. On récupére

le surnageant qui est additionné au précédent.

«» La réalisation de la droite étalon

Une courbe étalon est élaborée, 4 pl d’une solution d’ADN marqué a une
concentration de 5 ng/ul sont mélangés avec 800 ul de tampon phosphate 0,14 M et 0,2 %
SDS (p/v) (solution mere). Une série de dilution décimale est effectuée. Les tubes

d’eppendorf de la courbe d’étalonnage (solution meére et dilutions) et ceux contenant les
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doubles brins d’ADN sont portés a 100 °C pendant 10 minutes puis placés immediatement
sur la glace pendant 10 minutes. Chaque puit de la plaque de streptavidine recoit un
aliquote de 200 pl du contenu des eppendorfs de la courbe d’étalonnage, de ceux des
surnageants de simples ou doubles brins d’ADN. On ajoute 4 pl d’albumine 10 % (p/v).
On incube a température ambiante avec agitation pendant 2 heures. Les étapes de
détection, de révélation et de lecture dans le lecteur d’ELISA sont faites comme
précédemment.

La lecture de I’absorbance effectuée a 405 nm permet de tracer la courbe étalon de la
densité optique en fonction de la concentration en ADN marqué.
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Tableau 11. Résultats de I’analyse physico-chimiques (données obtenues de I’Entreprise

Nationale de Sel de Constantine).

Echantillon | Salinit¢é | Ca®' Mg** o} CO; | HCO; | SO~ Na*
tot. (%)

1 27 0,96 8,17 184,7 0 18 18,67 | 119,5

2 29 0,96 1,46 205,9 0 1,27 16,45 | 1334

3 30 0,48 12,84 | 2059 0 2,44 258 1334

Echantillon 1, bassin de concentration de sel; Echantillon 2 et 3, bassin de cristallisation.

Tableau 12. Désignation des souches isolées selon le milieu de culture utilise.

Souche | Code Milieude | Souche | Code | Milieude | Souche | Code | Milieu de
culture culture culture

1 1’1 1 15 4’1 4 29 5-8 6

2 12 1 16 4’2 4 30 5-9 6

3 1’3 1 17 4’3 4 31 S1 7

4 2a 18 5.1 4 32 S2 7

5 2a 2 19 5.2 5 33 S3 7

6 2c 2 20 5.3 5 34 S4 7

7 Bl 3 21 5RB 5 35 S5 7

8 B2 3 22 5-1 6 36 S6 7

9 B3 3 29 5-2 6 37 S7 7
10 B4 3 24 5-3 6 38 S8 7
11 B5 3 25 5-4 6 39 S9 7
12 B6 3 26 5-5 6 40 S10 7
13 B7 3 27 5-6 6

14 B8 3 28 5-7 6
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Le but de ce travail de these, est d’étudier a I’aide de techniques culturales et de
phylogénie moléculaires, la microflore inféodée a la sebkha Ezzemoul située a Ain M’Lila
(Oum EI Bouaghi).

Cette étude a donc consisté en I’utilisation de techniques culturales d’isolements qui
semblent appropriées pour une telle approche. Un grand nombre de cultures a été réalisé en
multipliant les conditions physico-chimiques et en utilisant une large gamme de sources de

carbone avant d’opter pour sept milieux de culture.

1. Analyse physico-chimiques des saumures de la sebkha Ezzemoul

D’apres I’analyse physico-chimique (Tableau 11), la salinité totale augmente du
dernier bassin de concentration du sel au bassin de cristallisation. Les ions Na* et CI” sont
dominants comme dans le Grand Lac salé Arm (USA) et le lac Natrun en Egypte. (Larsen,
1980 ; Post, 1977). La concentration en ion Na' dans le bassin de cristallisation est
nettement supérieure a celle de la Mer Morte alors que c’est I’opposé avec les cations
divalents (Mg®* et Ca*") (Beyth, 1980). Les carbonates n’ont pas été détectés lors de
I’analyse. En general, les lacs hypersalins neutrophiles contiennent peu de carbonates en
comparaison aux lacs natronés.

Le pH varie de 7,3 a 7,5 selon les tables salantes. Il est 1égérement alcalin et supérieur a
celui de la Mer Morte mais reste nettement inférieur a celui des lacs natronés (Larsen
1980 ; Grant & Tindall, 1986).

2. Analyse microbienne des saumures de la sebkha Ezzemoul

Plus de soixante colonies ont été prélevées puis cultivées sur milieux solides selon
leur provenance. Une quarantaine de souches ont été retenues pour une compléte
caractérisation. Comme indiqué dans le tableau 12, les isolats sont désignés selon un code
composé de lettres et de numéros provenant de différents bassins de concentration de sel et
de cristallisation de la sebkha Ezzemoul.

Afin de déterminer la position taxinomique des souches étudiées, nous avons d’abord
analysé la morphologie de ces isolats et détermineé certains de leurs caractéres

physiologiques et biochimiques ainsi que la sensibilité aux antibiotiques les plus utilisés
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dans une telle étude. Nous avons utilisé des techniques moléculaires basées sur I’analyse
des génes codant pour les 16S ARN ribosomaux archéens et bactériens. Deux souches ont

réagi avec les amorces spécifiques au domaine Bacteria (la souche B2 et 5-3).

Seize souches (deux souches bactériennes et quatorze souches archéennes) ont été
sélectionnées pour déterminer la séquence du gene d’ARNr 16S et de préciser ainsi leur
affiliation respective. La composition des lipides polaires des souches archéennes, ou de
celles des acides gras membranaires bactérienne a aussi été effectuée. De méme, des études
d’homologies ADN-ADN ont été entreprises pour quelques souches trouvées

taxinomiquement intéressantes.
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1. Morphologie des souches d’haloarchaea

Les colonies produites sont généralement rondes d’un diamétre d’environ 1 a 2 mm,
convexes, entieres et bombées aprés 5 a 7 jours d’incubation a 37 °C. Elles sont toutes
pigmentées en rouge, en pourpre ou en orange. La pigmentation est un trait qui caractérise
en genéral, les Archaea halophiles extrémes due a la présence de la bactériorubérine (Grant
et al., 2001 ; Oren & Rodriguez-Valera, 2001). On a noté que la pigmentation des colonies
variait selon la salinité, elle devient moins intense lorsque la salinité augmentait. De méme,
la culture sur milieu liquide réalisee a différentes concentrations de NaCl a montré que la
production de pigment diminue lorsque la salinité augmente (Figure 16). Ces observations

rejoignent celles rapportées par Rodriguez et al. (1980).

Figure 16. Effet
de la
concentration de
NaCl sur la
production du

pigment par la

La coloration de Gram réalisée selon la technique de Dussault (1955) a donné un résultat
négatif pour toutes les souches étudiées. Méme si les haloarchaea sont dépourvues de réelle
paroi, réagissent a la coloration en général comme les bactéries & Gram négatif, a
I‘exception du genre haloalcalophile, Natronococcus dont la coloration de Gram est
variable (Tindall et al., 1984 ; Grant et al., 2001).
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Figure 17. Photomicrographies électroniques de la souche 1’2 (A) Photomicrographie
électronique en transmission par coloration négative montrant une forme arrondie des
cellules, la barre 0,6 um, (B) Photomicrographie électronique en transmission sur des
sections montrant le pléomorphisme des cellules, la barre 0,6 um (C) et (D)
Photomicrographies électronique a balayage montrant des cellules rectangulaires, la barre
100,0 nm.
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Les formes des cellules sont variables allant des formes legérement sphériques aux
batonnets réguliers et irréguliers. Les dimensions cellulaires et la flagellation de sept
souches, ont été obtenues a I’aide de photomicrographies électroniques (Tableau 13). Les
observations en microscopie électronique en transmission et a balayage des cellules ont
également permis de mettre en évidence une importante diversité morphologique : des
coques de tailles variables, des batonnets réguliers et irréguliers et des formes encore
moins classiques tels que des triangles, des carrés et des rectangles, ce qui démontrait un
polymorphisme cellulaire assez prononcé de ces isolats. Ce pléomorphisme caractérise les
souches d’Archaea halophiles extrémes étudiées (Figures 17-20) et qui est une autre
propriété de ce type de procaryote dépourvu de muréine (Grant et al., 2001), a I’opposé des

bactéries qui sont généralement génétiqguement monomorphes..

Tableau 13. Formes et dimensions cellulaires de quelques souches d’halobactéries isolées

obtenues par microscopie électronique en transmission.

Souches Formes Dimensions (um)
1’2 Batonnet court ou batonnet pléomorphe non flagellé 0,6-0,8 x 0,8-1,0
2a Batonnet flagellé 0,6-0,8 x 1,0-1,2
5’RB Batonnet pleomorphe non flagellé 0,6-0,7 x 0,7-0,9
5.1 Batonnet ou batonnet pléomorphe flagellé 0,6 x1,5-3,0
B3 Batonnet ou batonnet pléomorphe 0,3-0,8 x 0,5-1,7
5-2 Batonnet ou batonnet pléomorphe flagellé 0,4-0,6 x 1,0-2,4
S6 Cocci non flagellé 0,9-1,1

Les cellules de la souche 1’2 se présentent sous forme de batonnets courts ou Iégerement
arrondis (Figure 17). La photomicrographie électronique sur des sections (Figure 17B) a
montré la présence d’une fine enveloppe a I’extérieur et du corps brillant qui se trouve a
I’intérieur de la cellule. Alors que la microscopie électronique a balayage (Figure 17C et
D) a permis de mettre en évidence des formes rectangulaires non fréquentes chez les
bactéries mais largement répandues chez les haloarchaea et spécialement chez le genre
Haloarcula (Grant et al., 2001).
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Figure 18. Photomicrographies électroniques de la souche 5.1. (A) Photomicrographies
électronique en transmission par coloration négative montrant la forme bacillaire et la
flagellation (B) et (C) Photomicrographies électronique en transmission sur des sections
montrant le pléomorphisme des cellules, la barre 0,6 um (D) Photomicrographie

électronique a balayage montant deux cellules arrondies, la barre 2,0 um.
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A I’instar de la souche 1’2, la forme batonnet flagellé prédomine chez la souche 5.1. Elle
se presente sous forme de bacilles réguliers et irréguliers (Figure 18A et B). La
micrographie électronique sur des sections (18B et C) a montré la presence d’une fine
enveloppe et d’une zone claire au centre correspondant au nucléoide. On a noté aussi la
présence d’un corpuscule attaché a la face interne de la membrane cytoplasmique. Il a déja
été observé par Stoeckenius et Rowen en 1967 mais dont la nature chimique n’a pas été
déterminée. La microscopie électronique a balayage (18D) a montré la présence de deux
cellules accolées issues probablement d’une division cellulaire.

La photomicrographie électronique en transmission sur des sections des cellules de I’isolat
B3 a montré la présence de batonnets et de cocci (Figure 19A). Alors que celle a balayage
(Figure 19B) a montré une dominance de la forme bacillaire.

Figure 19. Photomicrographies électroniques de la souche B3 (A) Photomicrographie
électronique en transmission sur des sections, la barre 0,6 um (B) Photomicrographie
électronique a balayage montant deux batonnets, la barre 200,0 nm.
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Pour la souche 5-2, différentes formes ont été observées par microscopie électronique, des

bacilles et des cocci pourvus de plusieurs flagelles (Figure 20).

Figure 20. Photomicrographies électroniques de la souche 5-2 (A) et (B)
Photomicrographies électronique en transmission par coloration négative montrant un
batonnet long et d’autres bacilles plus courts flagellés, la barre 1,0 um (C) et (D)
Photomicrographies électronique a balayage montant une cellule arrondie, la barre 200,0 et

100,0 nm respectivement.
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Tableau 14. Croissance a différentes concentrations de NaCl.

Concentrations de NaCl % (p/v)

Souches |

00 | 25 |50 | 75 | 10,0 | 125 | 150 | 175 | 20,0 | 25,0 | 30,0

11
1172

1173
| 2a

| 2b
| 2¢

'B1
B3

| B4
'B5
' B6
|B7
' B8

4’1

472
1473

5.1

5.2

5.3

15-1

|5-2

|5-4

|5-5

| 5-6

|5-7

|5-8

15-9

|S1

|S2

'S3

'S4

'S5
| S6

|S7

'S8

'S9

+, croissance ; -, absence de croissance.

89



Chapitre 1 : Résultats et discussion

2. Caractéristiques physiologiques des souches d’haloarchaea

Les résultats de la caractérisation physiologique des souches sont représentés dans les
tableaux de 14 a 22.

2. 1. Spectre salin

Toutes le souches archéennes étudiées, a I’exception de la souche 5.1, peuvent croitre
dans des milieux de culture dont la concentration en NaCl peut atteindre 30 % (p/v) (5,2
M), avec un optimum de croissance a 15 ou 20 % (p/v) (3,4 ou 4,3 M) selon les souches.
Mais aucune croissance n’a été observée au dessous de 10 % (p/v) (1,7 M) (Tableau 14) et
se lysent en eau distillée. Ce comportement est similaire a celui de toutes les espéces
d’archaea halophiles extrémes décrites qui sont incapables de croitre au dessous de 9 %
(p/v) de NaCl (Grant et al., 2001 ; Castillo et al., 2005). Les cellules des halophiles
extrémes ont une exigence pour I’on Na™ et plusieurs travaux ont montré I’importance de
cet ion dans le maintien de I’intégrité pariétale et dans les processus de transport de (Lanyi,
1978 ; Madigan et al., 2000). De méme I’absence de ce dernier ne peut étre pallié par
I’addition de LiCl ou de KCI.

Toutes exigent la présence de magnésium dans le milieu de culture a des teneurs
variables (Tableau 15), pareillement a la plupart des especes d’haloarchaea décrites (Grant
et al., 2001 ; Stan-Lotter et al., 2002 ; Vreeland et al., 2002). Les plus exigeantes sont les
souches 5-5, 5-8, S6 et S7 mais moins que certaines especes décrites comme Halorubrum
sodomense (Oren, 1983b) et Halobaculum gomorrense (Oren et al., 1995), isolées de la
Mer Morte.
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Tableau 15. Croissance a différentes concentrations de MgCls,.

Concentrations de MgCl, % (p/v)

0,1

Souches |

| 0,005 | 0,2 0,4 0,6 0,8 3,2

0,0

11
1172

1173
| 2a

| 2b
| 2¢

'B1
B3
| B4
'B5
' B6
|B7
' B8

4’1

472
1473

5.1

5.2

5.3

| 5RB
15-1

|5-2

|5-4

|5-5

| 5-6

|5-7

|5-8

15-9

|S1

|S2

'S3

'S4
'S5

| S6

|S7

'S8

'S9

1510

+, croissance ; -, absence de croissance.
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L’exigence de cet ion apparait refléter la source de I’organisme. Ainsi, les espéces isolées
de la Mer Morte qui est plus concentrée en ion Mg?* qu’en ion Na®, exigent une
concentration élevée en ion Mg** mais modérée en ion Na*. Alors que celles isolées des
lacs hypersalés alcalins, qui sont déficients en ion Mg*, croissent en absence ou en
présence de faibles concentrations en ion Mg®*. Le magnésium est nécessaire pour les
halophiles extrémes car il intervient dans la stabilisation des molécules fortement acides

comme il a été suggéré par certains auteurs (Ebel et al., 1999 ; Madern, 2000).

En accord avec le pléomorphisme cellulaire et les exigences salines rapportées dans des
études antérieures (Grant et al., 2001), les souches isolées peuvent, certainement, étre

définies comme des microorganismes halophiles extrémes.

2. 2. Spectre de température et de pH

La gamme de température explorée varie de 4 a 60°C. Il est trouvé que les isolats
peuvent tolérer des variations de températures de 30 a 50°C. Sept d’entre elles sont aussi
capables de croitre a 22°C alors que les souches 1’2 et S1 se développent a 55°C (Tableau
16). A I’exception de I’espéce psychrotrophe Halorubrum lacusprofundi, isolée du lac
hypersalé de I’antarctique, les autres membres de la famille des Halobacteriaceae sont
plutét des thermotolérants (Grant et al., 2001 ; Montalvo-Rodriguez et al, 2000 ; Castillo
et al., 2005 ; Itoh et al., 2005), vu que la majorité des environnements hypersalés soit
localisé en régions arides et semi arides. La température optimale de croissance de

I’ensemble des souches est généralement dans la gamme 37-40°C.

L’intervalle de pH permettant la croissance de I’ensemble des souches se situe entre
7,0 et 9,0 mais quelques unes sont capables de croitre a pH 6,5. La souche S1 posséde un
intervalle de pH plus considérable que les autres souches et tolere des variations de pH de
5,0 2 9,0 (Tableau 17). L optimum de croissance de I’ensemble des souches est de 7,0-7,5
et peuvent donc étre considérées comme souches neutrophiles. Ce fait peut s’expliquer par
la composition ionique des saumures de la sebkha et par les valeurs Iégerement alcalines
du pH. En outre, les sept genres décrits comme alcalophiles ont été isolés uniquement
d’environnements natronés (Kamekura, 1999a ; Grant et al., 2001 ; Itoh et al., 2005).
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Tableau 16. Spectre de température.

Températures (°C)

+, croissance ; -, absence de croissance.
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Tableau 17. Spectre de pH.
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Tableau 18. Utilisation des sucres.
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2. 3. Utilisation de substances organiques

Le glucose est le monosaccharide le plus assimilé par I’ensemble des souches
étudiées. D’apres les résultats présentés dans le tableau 18, les souches 1’2 et 5-1 sont les
plus utilisatrices de sucres (mono et disaccharides) comme source unique de carbone et
d’énergie. Par contre les souches 1’1, 2a, 2b et 2c sont incapables de les assimiler. Cette
propriété est largement répandue chez ce groupe (Mormile et al., 2003 ; Oren & Mana,
2003 ; Griiber et al., 2004 ; Litchfield et al., 2006) et ceci en dépit du fait que les genes
responsables du catabolisme des sucres soient identifiés dans le génome de Halobacterium
NRC-1 (Ng et al., 2000). L’assimilation des sucres a été observée principalement avec
quelques membres des genres Haloarcula, Haloferax et Halorubrum (Oren, 1999b ; Grant
et al., 2001). Il faudra noter que méme si les sucres soient peu métabolisés par ce groupe
de procaryotes, ils stimulent cependant leur croissance (Oren, 2002).

L’amidon et la cellulose sont utilisés lors de la croissance de certaines souches en absence
de tout autre substrat carboné. La croissance sur I’amidon comme seule source de carbone
et d‘énergie a été souvent observée (Grant et al., 2001). La dépendance de nombreuses
souches isolées de la Mer Morte a I’amidon a été mise en évidence par Oren (1983b). Mais
peu de travaux ont rapporté I’utilisation de la cellulose par les archaea halophiles extrémes
(Birbir et al., 2004 ; Elevi et al., 2004).

Le glycérol est largement assimilé et le mannitol I’est faiblement par les isolats (Tableau
19). En effet, une affinité des haloarchaea isolées de la Mer Morte pour le glycérol produit
par Dunaliella a été observée par Oren (1994, 1995). Quand au mannitol, il est
probablement transformé en fructose par une mannitol déshydrogénase présente chez de

nombreuses haloarchaea (Altekar & Rangaswamy, 1992).
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Tableau 19. Utilisation des alcools.
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Tableau 20. Utilisation des acides organiques.
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La capacite de certaines souches a utiliser des acides organiques tels que le citrate, le
propionate et les intermédiaires du cycle de Krebs (le malate et le succinate) ainsi que
I’acétate a été observée (Tableau 20). Ce résultat a été rapporté par d’autres auteurs et
notamment pour I’acétate qui est utilisé par les espéces des genres Haloarcula et Haloferax
via le cycle Shunt du glyoxylate (Tindall, 1992 ; Brasen & Schénheit, 2001 ; Oren, 2002).
Chez Halobacterium salinarum, les enzymes du cycle du glyoxylate et du cycle
tricarboxylique ne sont détectées qu’aprés croissance de I’organisme sur I’acétate
(Hochstein, 1988). Ce dernier peut étre obtenu a partir du glycérol qui est la principale
source de carbone disponible pour les communautés microbiennes halophiles dans les lacs
hypersalés (Oren, 1995).

Malgré qu’il soit connu que les halobactéries préferent utiliser les acides aminés aux
sucres, ils sembleraient qu’ils soient peu utilisés par nos souches. Néanmoins, la souche
1’2 est capable de se développer sur I’arginine, I’alanine, I’asparagine, I’histidine et la
tyrosine comme unique source de carbone, d’azote et d’énergie (Tableau 21). Par ailleurs,
elle possede plus de capacités a utiliser les sucres, les alcools, les acides organiques et les
acides aminés que les autres souches. Contrairement aux espéces d’halobactéries décrites
comme eétant incapables d’utiliser les acides aminés comme seule source de carbone et
d’énergie (Waing et al., 2000 ; Vreeland et al., 2002 ; Ventosa et al., 2004). Elles exigent

la présence de facteurs de croissances dans le milieu de culture.
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Tableau 21. Utilisation des acides aminés.
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Tableau 22. Production d’acides a partir de sucres et d’alcools.
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2. 4. Production d’acides a partir de sucres et d’alcools

Selon le tableau 22, la croissance sur les sucres et les alcools tests utilises
s’accompagne parfois d’une production d’acides responsable de la réduction du pH. Une
production de pyruvate, d’acétate et de lactate a été observée lorsque la croissance de
Halorubrum saccharovorum a lieu sur des hexoses (Hochstein, 1988). Selon nos données,
la réduction du pH est observée le plus souvent en présence de glucose. En effet, il a été
remarqué que la quantité d’acides produite dépend de la nature du sucre. Ainsi il a été
observé que la quantité d’acétate, de pyruvate et de lactate produite a partir de glucose par
Halorubrum saccharovorum est 5 a 7 fois supérieure a celle produite a partir d’autres
hexoses (Oren, 1999b).

Il arrive que la croissance des archaea halophiles extrémes sur les sucres ne puisse étre
détectée et selon certains auteurs cet échec n’est pas obligatoirement dd a une absence de
croissance, ni a un faible taux de ces procaryotes mais plut6t a une « autodestruction » par

production d’acides en exces (Hochstein, 1988).

3. Propriétés biochimiques des souches d’haloarchaea

Toutes les souches étudiées sont catalase et oxydase positives et c’est le cas de toutes
les espéces d’haloarchaea décrites. Les resultats de I’hydrolyse de polymeres ou de

I’utilisation du nitrate et de I’arginine en anaérobiose sont résumés dans le tableau 23.

L’hydrolyse de I’amidon est effectuée par plus de souches que celles de la gélatine et de
I’esculine. L’hydrolyse de I’amidon a été observée chez de nombreuses halobactéries
(Oren, 1983b ; Oren et al., 1999 ; Oren et al., 2002b) et dont I’enzyme responsable a été
identifiée comme étant une amyloglucosidase chez Halorubrum sodomense (Oren, 1983a).
Toutes les souches ne produisent pas d’indole. C’est un caractere fréquent chez les
halobactéries (Grant et al., 2001 ; Fan et al., 2004 ; Castillo et al., 2005).
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Tableau 23. Caractérisation biochimique des souches.
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Il semblerait que les lipides soient peu dégradés par les souches isolées. Les Tween 20, 40,
60 et 80 sont hydrolysés seulement par la souche S3. Egalement, trés peu de souches
d’halobactéries décrites dans la littérature produisent une lipase (Hezayen et al., 2002 ;
Birbir & Sesal, 2003 ; Birbir et al., 2004 ; Fan et al., 2004).

Les halophiles extrémes sont des chimioorganotrophes aérobies qui dégradent les sources
de carbone via le cycle de Krebs (Gosh & Sonawat, 1998) et la chaine respiratoire (Schafer
et al., 1996). Mais elles sont également capables d’un mode d’existence alternée. En
réponse a la faible solubilité de I’oxygene dans les saumures saturées, certaines
halobactéries produisent des vésicules a gaz leur permettant de s’approcher de la surface.
Alors que d’autres croissent en anaérobiose en utilisant des substances inorganiques tel que
le nitrate comme accepteur final d’électron (Xin et al., 2000 ; Waing et al., 2000 ; Fan et
al., 2004 ; Xu et al., 2004). La capacité de reduire les nitrates en anaérobiose a éte

observée avec huit sur I’ensemble des souches étudiées.

Les souches 1’1, 2a, 2b et 2c fermentent I’arginine. L’assimilation de I’arginine en
anaérobiose et a I’obscurité n’a été rapportée qu’avec quelques souches de Halobacterium
salinarum (Hartmann et al., 1980 ; Javor, 1984 ; Oren & Litchfield, 1999). Mais peu est
connu sur I’importance écologique de la fermentation de I’arginine par les populations de

Halobacterium dans leur biotope.

4. Antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques permet de grouper les microorganismes en Archaea
ou en Bacteria. Selon les résultats du tableau 24, toutes les souches sont sensibles a la
bacitracine (10 ug) et a la novobiocine (30 ug) et les souches B7 et S4 le sont également a
la rifampicine (30 pg). Mais elles sont généralement résistantes a ceux inhibant la
croissance des bactéries comme I’ampicilline (30 pg), le chloramphénicol (30 ng), la
néomycine (30 pug), la pénicilline G (10 Ul), la streptomycine (10 Ul) et la rifampicine. Ce
résultat concorde en général avec les travaux realises sur les halobactéries (Grant et al.,
2001 ; Birbir et al., 2004 ; Elevi et al., 2004).

Ba, bacitracine; No, novobiocine; Ri, rifampicine; Am, ampicilline; Ch,
chloramphénicol ; Né, néomycine ; Pe, Pénicilline G ; St, streptomycine. +, résistante ; -,

sensible.
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Tableau 24. Résultats de la sensibilité aux antibiotiques.
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Figure 21. Chromatographie sur couche mince des phospholipides de

Halobacterium salinarum DSM 3754 (1), Haloterrigena turkmenica DSM
55117 (2), Halorubrum coriense DSM 10384" (3) et la souche 5.1 (4).

Figure 22. Chromatographie sur couche mince des phospholipides de
Haloterrigena turkmenica DSM 55117 (1), Halorubrum coriense DSM 103847
(2), la souche S1 (3), la souche B4 (4) et la souche 4’1 (5).
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5. Chimiotaxinomie
5. 1. Analyse de lipides polaires membranaires

C’est un test d’une grande importance dans la taxinomie des haloarchaea vu que
chaque genre possede une composition spécifique en glycolipides. Les lipides polaires
extraits des souches ont été analysés selon la technique décrite par Oren et al. (1996). Les
souches de référence utilisées sont : Halobacterium salinarum DSM 37547, Halococcus
morrhuae NRC 510017, Haloarcula hispanica DSM 4426', Haloferax mediterranei
ATCC 33500, Halorubrum coriense DSM 10284" et Haloterrigena turkmenica DSM
5511".

Apres migration sur plaque de gel de silice et détection par pulvérisation de réactifs
specifiques, les glycolipides ont donné des spots pourpres alors que les phospholipides des
spots bleus. Ces derniers disparaissent dans les cing premiéres minutes. Les figures de 21 a
24 montrent les résultats obtenus par chromatographie sur couche mince de silice. La
comparaison des profils des lipides polaires des souches étudiées a ceux des souches de

référence utilisées est présentée dans le tableau 25.

Les souches 1’1, 2a, 2b et 2c possedent une composition de lipides polaires similaire a
celle de Halobacterium salinarum DSM 3754". Une présence de PGP-Me, de PG et de
PGS comme phospholipides et de trois glycolipides ; STeGD, STGD1 et TGD1. Les deux

premiers glycolipides sont caractéristiques du genre Halobacterium.

Les souches 1’3, B5, S1 et S9 possedent le PGP-Me, le PG et le PGS et deux glycolipides
ayant les mémes profils de migration sur plaque de silice que les glycolipides TGD2 et

DGD-2. Le premer est celui caractéristique du genre Haloarcula.

Les souches B7, B8 et S4 se démarquent des autres souches par la présence de TGD1
comme glycolipide qui est un trait caractéristique du genre Halococcus. En outre, on note
la présence d’un second glycolipide DGDL1 et une absence de PGS comme pour la souche

témoin utilisée Halococcus morrhuae NRC 51001 .
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Figure 23. Chromatographie sur couche mince des glycolipides de
Halobacterium salinarum DSM 3754" (1), Haloarcula hispanica DSM 44267
(2), Haloterrigena turkmenica DSM 55117 (3), Halorubrum coriense DSM
102847 (4) et la souche 5.1 (5).

Figure 24. Chromatographie sur couche mince des glycolipides de Haloarcula
hispanica DSM 4426" (1), Haloterrigena turkmenica DSM 55117 (2),
Halorubrum coriense DSM 10284" (3), la souche S6 (4), Haloferax
mediterranei ATCC 33500 (5) et la souche 4’1 (6).
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Tableau 25. Profils des lipides polaires membranaires des souches archéennes isolées et

des espéces de référence.
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1, Halobacterium salinarum DSM 37547
Halococcus morrhuae NRC 51001"; 4, Haloferax mediterranei ATCC 33500'.
PG, phosphatidyglycérol ; PGP-Me, phosphatidylglycérol phosphate méthyle ester ; PGS,

; 2, Haloarcula hispanica DSM

phosphatidylglycérol sulfate ; STeGD, tétraglycosyl sulfate ; STGD1, triglycosyl sulfate ;
S,DGD, diglycosyl bisulfate ; SDGD3 et SDGD1, diglycosyl sulfate ; TGD1 et TGD2,
triglycosyl ; DGD1 et DGD2, diglycosyl.

*, glycolipide caractéristique du genre. +, présence; -, absence.
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Quand aux souches 4’1, 4’2, 4’3, S3 et S8 ont la méme composition de lipides polaires que
le genre Haloferax. Elle est marquée par une présence de SDGD1 et de DGD1 comme
glycolipide et une absence de PGS. Alors que les souches 5-5, 5-6 et 5-8 ont un profil de
lipides polaires similaire & celui des souches précédentes. Présence de SDGD1 mais

absence de DGDL1 qui est une particularité du genre Halobaculum (Oren et al., 1995).

Les souches 1’2, B1, B4, 5.1, 5.2, 5.3, 5’RB, 5-1, 5-2, 5-4, 5-7, 5-9, S2, S6, S7 et S10
possédent un glycolipide similaire & celui de I’espéce Halorubrum coriense DSM 10284,
utilisée comme souche témoin. 1l s’agit de SDGD3, le seul glycolipide présent chez cette
espece et les especes neutrophiles du genre Halorubrum (McGenity & Grant, 2001).
Cependant, la souche S7 ne semble pas contenir de PGS qui fait également défaut chez

Halorubrum tebenquichense (Lizama et al., 2002).
Les souches B3, B6 et S5 possedent un seul glycolipide similaire a celui rencontré chez le

genre Haloterrigena. Il s’agit de S,-DGD, glycolipide présent chez I’espéece neutrophile
Haloterrigena turkmenica DSM 5511" (Ventosa et al., 1999).
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Tableau 25. Profils des lipides polaires membranaires des souches archéennes isolées et

des espéces de référence (suite).

| Phospholipides | Glycolipides |

Souches

o
o

PGP-Me
PGS
STeGD
STGD1
S,DGD1
SDGD3
SDGD1
TGD1
TGD2
DGD1
DGD2
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+
+
+
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*
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1
1
1

| [ - -
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- -1 -
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- - -
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| | - [+
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- - -1
- - - -]
- -1 - -]
-0 - - [-]
- - - -
- - - -]
- - - -]
- -1 -1
- - - -]
-0 - - [-1-
-0 -1 - 1-]
- - - -
- - - -]
- - - -]
- - -1
- - - -]
- - - -]
-0 - - [-]
[ - | | - |

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

E - - 1 - - -

+

L+

5, Halorubrum coriense DSM 10284": 6, Haloterrigena turkmenica DSM 5511, PG,
phosphatidyglycérol ; PGP-Me, phosphatidylglycérol phosphate méthyle ester ; PGS,
phosphatidylglycérol sulfate ; SteGD, tétraglycosyl sulfate ; STGD1, triglycosyl sulfate ;
S,DGD, diglycosyl bisulfate ; SDGD3 et SDGD1, diglycosyl sulfate ; TGD1 et TGD2,
triglycosyl ; DGD1 et DGD?2, diglycosyl.

*, glycolipide caractéristique du genre. +, présence ; -, absence.
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Les résultats de I’analyse des lipides polaires membranaires ont indiqué que les souches
isolées étaient étroitement apparentées a sept genres décrits, Halobacterium, Haloarcula,
Halobaculum, Halococcus, Haloferax, Halorubrum et Haloterrigena de la famille des
Halobacteriaceae. Parmi les genres identifiés, Halorubrum regroupe prés de 41 % des
souches (Figure 25), ce qui suggere une abondance de ce dernier par rapport aux autres.
Halorubrum est largement distribué dans les environnements hypersalins comme |’ont
montré plusieurs études (McGenity & Grant, 2001 ; Pasié et al., 2005) et contient de
nombreux représentants cultivés et décrits (McGenity et Grant, 2001 ; Lizama et al.,
2002 ; Ventosa et al., 2004 ; fan et al., 2004, Feng et al., 2004 ; Feng et al., 2005 ;
Kharroub et al., 2006 ; Cui et al., 2006).

Halococcus

Halobacterium
11%

aloarcula
11%

Haloterrigena
8%

/

Halobaculum
4 8%

—~

Halorubrum
41% Haloferax
13%

\ 4

Figure 25. Proportion des genres d’haloarchaea isolés selon I’analyse de la

composition de lipides polaires.
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Figure 26. Spectre d’absorption de la bactériorubérine extraite de la souche
S3.
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Figure 27. Courbe de dénaturation de I’ADN extrait de la souche S7 selon la

technique de Marmur et Doty (1962).
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5. 2. Caractérisation de la bactériorubérine

L’extraction du pigment de type caroténoide des cellules archéennes a été effectuée
selon la technique de Gochnauer et al. (1972). Le spectre d’absorption de I’extrait
cellulaire de la souche S3 est présenté dans la Figure 26, profil représentatif de I’ensemble
des souches. L’extrait cellulaire du mélange méthanol-acétone a présenté des maximums
d’absorption a 370, 390, 470, 500 et 540 nm et qui selon Gochnauer et al. (1972) et Oren
(1983b) correspondent aux pics d’absorption de I’a- bactériorubérine qui un des composant

de la membrane rouge des archaea halophiles extrémes.

6. Caractérisation des acides nucléiques

6. 1. Détermination du contenu en guanine et cytosine de I’ADN génomique

Aprés une étude de la position systématique, basée sur des caractéres phénotypiques,
nous avons complété la description de vingt cing souches par I’étude de la composition en
bases de I’ADN génomique (GC mol%) selon la technique de dénaturation thermique de
Marmur et Doty (1962). Dans cette technique, I’ADN a analyser est extrait, purifié puis
soumis a une dénaturation thermique La séparation de la double hélice est suivie par
mesure de I’absorbance a 260 nm. Un exemple de courbe sigmoide obtenue est présenté
sur la Figure 27.

Les températures de fusion T, (correspondant a une augmentation de la DO atteignant 50
% de la DO maximale) déterminées pour chaque ADN ont été utilisées dans le calcul du
contenu en G+C génomique selon I’équation de Owen & Hill (1979).

Le Tableau 26 présente les différentes valeurs de température de fusion et du contenu en
G+C des souches étudiées. Ces valeurs varient de 52,9 a 64,6 mol%. Elles sont dans
I’ensemble cohérentes avec les taux du contenu en G+C de la famille des
Halobacteriaceae et qui varie de 46,9 a 71,2 mol% (Tableau 27-Annexe 9). Les deux
souches ayant un GC mol% légerement inférieur a cette gamme correspondent aux souches
S3 et S6.
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Tableau 26. Valeur de Température de fusion (Tr) et du contenu en G+C des souches

d’haloarchaea étudiées.

' Souches | Tm (°C) | G+C (mol %)
1’1 | 952025 | 63,2+0,6
172 | 95,0+0,2 | 62,7+0,5
2a | 955+0,35 | 639+0,7
' 2b | 932+ 0,4 | 58,3%1,0
'B1 | 93,5+ 0,4 | 59,0+ 1,0
B3 | 94,0+ 0,4 | 60,2+0,9
B4 | 93,704 | 59,5+0,9
41 | 93,0+0,3 | 57,8+0,6
472 | 93,7 0,4 | 59,5+0,8
5.1 | 94,7+£0,25 | 619+05
5.2 | 94,0 £0,3 | 60,2 +0,7
5'RB | 957025 | 64,4 0,6
5-1 | 950%0,25 | 62,705
|5-2 | 94,3+ 0,4 | 61,0+0,8
|5-4 | 94,5+ 0,4 | 61,5+0,7
5-5 | 95,8 +0,3 | 64,6+038
| 5-7 | 93,0+ 0,4 | 57,8+0,9
'S1 | 945+0,25 | 615+08
1S2 | 92,4+0,5 | 56,5+1,1
1S3 | 91,0+0,6 | 529+1,2
| S4 | 94,9 + 0,4 | 62,4+0,9
| S6 | 91,2403 | 53,4+0,7
| S7 | 92,0+0,7 | 554+ 1,2
1S9 | 92,5+0,6 | 56,6 + 1,0
1S10 | 95,0+0,5 | 62,7+0,9
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6. 2. Amplification et séquencage du gene d’ARN ribosomal 16S

Les ADN codant pour les ARN ribosomaux 16S des souches archéennes ont d’abord
été amplifiés par la technique de la PCR. Une électrophorése des produits de la PCR est
effectuée sur gel d’agarose-TAE. Apres migration, le gel est photographié sur table UV
(Figure 28).

Les bandes d’ADN ont migré dans la région 1 500 paires de bases du gel d"agarose a
1 %. Les produits de la PCR purifiés des quatorze ont été séquencés et les séquences
obtenues (Annexe 8) ont été comparées avec celles d’autres organismes de la base de

données GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Benson et al., 1999).

1 2 3 4 5 6 7

2000
1500

1000
700
600
400
300
200

150
50

Figure 28. Résultats de I’amplification de I’ADN ribosomal 16S des souches archéennes.
Ladder (canal 1) ; souche 1’2 (canal 2) ; souche 2a (canal 3) ; souche 4’1 (canal 4) ; souche
5.1 (canal 5) ; souche B1 (canal 6) et souche S1 (canal 7).
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L analyse des sequences d’ADNr 16S de la banque de souches archéennes a indiqué que
les souches isolées étaient apparentées a des organismes cultivés de la famille des
Halobacteriaceae provenant d’environnements hypersalins. Elle sont affiliées a cing
genres neutrophiles, Halobacterium (Elazari-Volcani, 1957), Haloarcula (Torreblanca et
al., 1986), Haloferax (Torreblanca et al., 1986), Halorubrum (McGenity & Grant, 1995) et
Haloterrigena (Ventosa et al., 1999), hormis la séquence de la souche S3 plus éloignée de
I’espece décrite la plus proche (93 % d’identité avec Halorhabdus utahensis) et 96 % de

similitude avec la souche non décrite Haloalcaliphilum atacamensis (Tableau 28).

Genre Halobacterium

La séquence 16S d’ADN ribosomal de la souche 2a présente une excellente
homologie (99 %) aux séquences des souches type de Halobacterium salinarum DSM
3754" et Halobacterium noricense DSM 15987". Cependant, ce degré élevé de similitude
n’inclut pas nécessairement cet isolat dans les especes Halobacterium salinarum ou
Halobacterium noricense. Cette approche moléculaire est limitée car le gene de I’ARNr
16S représente en moyenne 0,05 % du génome du procaryote (Rodriguez-Valera, 2002).
Ainsi la séquence de I’ADNr 16S de Halococcus dombrowskii DSM 145227 présente 99,3
% d’homologie avec celle de I’espéce Halococcus morrhuae ATCC 170827, et pourtant ce

sont deux espéces différentes (Stan-Lotter et al., 2002).

Genre Haloarcula

La séquence de la souche S1 est affiliée aux membres du genre Haloarcula avec une
homologie de 97 % avec les souches types des especes de Haloarcula hispanica ATCC
33960", Haloarcula marismortui HC8, Haloarcula argentinensis JCM 97377 et

Haloarcula vallismortis DSM 3756,

Genre Haloferax

De méme une seule souche 4’1 est phylogénétiquement liée aux membres du genre
Haloferax. Le pourcentage de similitude est de 97 % avec les séquences 16S des ADN
ribosomaux de Haloferax lucentensis CECT 5871", Haloferax volcanii NCIMB 2012,
Haloferax alexandrinus JCM 107177 et Haloferax denitrificans ATCC 35960'. La souche
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4’1 est aussi apparentée a Haloferax mediterranei ATCC 33500, Haloferax gibbonsii
ATCC 33959" et Haloferax sulfurifontis DSM 16227" avec une homologie de 96 %.

Genre Halorubrum

Les séquences des souches 1’2, B1, 5.1, 5’RB, 5-1, 5-2, S2, S6 et S7 sont affiliées
aux especes neutrophiles du genre Halorubrum. Il s’agit de Halorubrum coriense DSM
10284", Halorubrum trapanicum NRC 340217, Halorubrum distributum JCM 9100,
Halorubrum xinjiangense JCM 12388", Halorubrum sodomense DSM 3755", Halorubrum
terrestre DSM 102477, Halorubrum saccharovorum DSM 11377 et Halorubrum
lacusprofundi DSM 5036". Les similarités basées sur la comparaison des séquences varient
entre 93 et 98 % (Tableau 28).

Genre Haloterrigena
La séquence 16S de I’ADNr de la souche B3 présente 98 % d’homologie a celle de

Haloterrigena thermotolerans DSM 115527 et 97 % a celle de Haloterrigena
saccharevitans JCM 12889" (Tableau 28).
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Tableau 28. Affiliation phylogénétique des souches archéennes étudiées.

Souche Groupe Identité Espéces proches Numéro
(%) d’accession
2a’ Halobacterium 99 Halobacterium salinarum AJ496185
99 Halobacterium noricense AJ496185
817 Haloarcula 97 Haloarcula hispanica u68541
97 Haloarcula marismortui rrnb AF034620
97 Haloarcula argentinensis D50849
97 Haloarcula vallismortis U17593
417 Haloferax 97 Haloferax lucentensis AH003665
97 Haloferax volcanii K00421
97 Haloferax alexandrinus ABO037474
97 Haloferax denitrificans D14128
96 Haloferax mediterranei Di11107
96 Haloferax gibbonsii D13378
96 Haloferax sulfurifontis AY458601
B1' Halorubrum 98 Halorubrum coriense S70839
98 Halorubrum trapanicum X82168
98 Halorubrum xinjiangense AY510707
98 Halorubrum sodomense X82169
98 Halorubrum distributum D63572
122 Halorubrum 98 Halorubrum saccharovorum U17364
96 Halorubrum lacusprofundi X82170
96 Halorubrum alkaliphilum AY510708
96 Halorubrum tibetense AY149598
96 Halorubrum vacuolatum D87972
5’'RB* Halorubrum 98 Halorubrum coriense S70839
98 Halorubrum trapanicum X82168
98 Halorubrum xinjiangense AY510707
98 Halorubrum sodomense X82169
97 Halorubrum distributum D63572

* Résultats de BLAST.
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Tableau 28. Affiliation phylogénétique des souches archéennes étudiees (suite).

Souche Groupe Identité Espéces proches Numéro
(%)* d’accession
5.1 Halorubrum 97 Halorubrum coriense S70839
97 Halorubrum sodomense X82169
96 Halorubrum trapanicum X82168
96 Halorubrum distributum D63572
96 Halorubrum xinjiangense AY510707
95 Halorubrum terrestre AB090169
94 Halorubrum tebenquichense AJ276887
93 Halorubrum saccharovorum U17364
93 Halorubrum lacusprofundi X82170
5-1 Halorubrum 98 Halorubrum coriense S70839
98 Halorubrum trapanicum X82168
98 Halorubrum distributum D63572
98 Haolrubrum xinjiangense AY510707
97 Halorubrum sodomense X82169
97 Halorubrum terrestre AB090169
5-2 Halorubrum 98 Halorubrum coriense S70839
98 Halorubrum trapanicum X82168
98 Halorubrum distributum D63572
98 Haolrubrum xinjiangense AY510707
97 Halorubrum sodomense X82169
s2! Halorubrum 98 Halorubrum ezzemoulense DQ118426
97 Halorubrum coriense S70839
97 Halorubrum distributum D63572
97 Halorubrum sodomense X82169
97 Halorubrum trapanicum X82168
97 Halorubrum terrestre AB090169
97 Halorubrum xinjiangense AY510707
96 Halorubrum tebenquichense AJ276887

* Résultats du BLAST.
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Tableau 28. Affiliation phylogénétique des souches archéennes étudiees (suite).

Souche Groupe Identité Souches proches Numéro
(%)* d’accession
S6* Halorubrum 97 Halorubrum coriense S70839
97 Halorubrum trapanicum X82168
97 Halorubrum xinjiangense AY510707
97 Halorubrum sodomense X82169
97 Halorubrum distributum D63572
96 Halorubrum tebenquichense AJ276887
S7° Halorubrum 97 Halorubrum coriense S70839
97 Halorubrum ezzemoulense DQ118426
96 Halorubrum sodomense X82169
96 Halorubrum tebenquichense AJ276887
96 Halorubrum terrestre AB090169
96 Halorubrum trapanicum X82168
96 Halorubrum xinjiangense AY510707
B3? Haloterrigena 98 Haloterrigena thermotolerans AF115478
97 Haloterrigena saccharevitans AY820137
95 Halotrrigena turkmenica AB004878
95 Natrinema versiforme AB023426
S3t 96 Haloalcaliphilum atacamensis AJ277204
93 Halorhabdus utahensis AF071880
92 Haloarcula marismortui AY596227
92 Haloferax volcanii K00421
90 Halomicrobium mukohataei D50850
91 Halosimplex carlshadense AJ586107

* Résultats du BLAST.
1

21F/1525R.
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6. 3. Discussion

Toutes les souches archéennes isolées appartiennent au groupe d’archaea halophiles
extréme aérobie de la famille des Halobacteriaceae. La caractérisation phénétique réalisée
a permis d’avoir acces aux propriétés physiologiques et biochimiques de ces
microorganismes. Toutes les souches donnent des colonies pigmentées en rouge, en orange
ou en saumon sur milieu solide due a la présence de bactériorubérine, caractérisée par les
valeurs maximales du spectre d’absorption de I’extrait cellulaire. Les photomicrographies
électroniques réaliseées ont mis en évidence I’existence d’un réel pléomorphisme, qui est un
trait fréquent chez ce type de procaryotes. Aucune des souches isolées n’était capable de
croitre au dessous d’une concentration de 10 % (p/v) de NaCl et toutes exigent la présence
de magnésium. Elles sont, par ailleurs, toutes neutrophiles mais capables de croftre sur une

large gamme de pH (Tableau 29).

L’utilisation de substrats carbonés comme source unique de carbone, d’énergie et/ou
d’azote par les isolats est faible ou encore absente et c’est le cas de la plupart des
halobactéries (Tableau 27-Annexe 9). L’acétate et le glycérol sont les deux composés les
plus assimilés qui selon Oren (1994) et Oren (1999b) sont les plus fréquemment
disponibles dans les environnements hypersalins. Une telle physiologie est largement

répandue dans ce groupe.

Ce sont des isolats hétérotrophes aérobies a Gram négatif et quelques souches reduisent le
nitrate en anaérobiose et/ou fermentent I’arginine. Elles sont toutes sensibles a la
bacitracine et a la novobiocine mais résistantes aux antibiotiques inhibant la croissance des

bactéries.

La détermination de la composition des lipides polaires membranaires a été d’une grande
utilité dans la classification des différentes souches. Elle a permis de genérer environ sept
genres : Halobacterium, Haloarcula, Halococcus, Haloferax, Halobaculum, Halorubrum
et Haloterrigena. Une majorité des souches isolées est retrouveée dans le genre
Halorubrum. Ce dernier a d’ailleurs été retrouvé dans les lacs hypersalins de différents
continents (McGenity & Grant, 2001; Lizama et al., 2002 ; Fan et al., 2004 ; Feng et al.,
2004, 2005 ; Kharroub et al., 2006 ; Cui et al., 2006).
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Tableau 29. Caractérisation morphologique, physiologique, biochimique et génétique des

souches d’halobactéries isolées de la sebkha Ezzemoul.

\Propriétés | 12 | 2a | 41 | 5RB | 51 | 51 | 5-2

| Pigmentation | Orange | Rouge | Pourpre | Rouge | Rouge | Orange |  Rouge
Morphologie | Pléomo. Bat. Pléomo. Pléomo. Bét. Pléomo. | Bat. ou cocci
cellulaire flagellé flagellé flagellé

Gamme de | 3,052 | 3452 | 1,752 | 1,752 | 2543 |[1752 | 1752
NaCl (M)

Optimum 4,3 4,3 3,4 4,3 34 34 34
(M)

(ExigeMg” |+ [ o+ [ o+ |+ | o+ | + |+
Gamme de 30-55 30-50 30-50 30-50 22-50 22-50 30-50
temp. (°C)

Optimum 40 40 40 40 37-40 37-40 40
(°C)

Gamme de 7,0-9,0 6,5-9,0 6,5-9,0 6,5-9,0 6,5-9,0 | 6,5-9,0 6,5-9,0
pH

‘optimum | 75 | 75 | 75 | 75 | 7075 |6570 7580

Utilisation + - - - - R R
des acides
aminés

Prod. d’acide + - + + + + +
a partir du
glucose

Hyadr.:
amidon +

gélatine + - - - - + }
Esculine +

T 40 - - - - - - -
T 60 - - - - - - -
T 80 - - - - - - -

| Catalase |

Oxydase

Réd. NO5 + - - - + - -

Prod. - - - - - - -
d’indole

nd, non déterminé ; +, réaction positive ; -, réaction négative. Pléom. Pléomorphe ; bat,

batonnet ; T, Tween.

123




Chapitre 1 : Résultats et discussion

Le contenu en guanine et cytosine de I’ADN génomique des souches archéennes isolees
déterminé par la méthode de dénaturation thermique selon Marmur et Doty (1962) varie de
52,9 a 64,6 mol % (Tableau 29). Elles sont dans I’ensemble cohérentes avec le contenu en GC

des membres de la famille des Haloacteriaceae (Tableau 27-Annexe 9).

Quand a I’analyse moléculaire basée sur le séquencage du géne d’ARN ribosomal des
souches a fourni des informations supplémentaires dans I’affiliation de ces souches. Elles
sont apparentées a cing genres connus d’haloarchaea. Il s’agit de Halobacterium, Haloarcula,

Haloferax, Halorubrum et Haloterrigena (Tableau 29).
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Tableau 29. Caractérisation morphologique, physiologique, biochimique et génétique des

souches d’halobactéries isolées de la sebkha Ezzemoul (suite).

\Propriétés | 12 | 2a | 41 | 5RB | 51 | 51 | 52
Lip. pol :
Phosph. | PG, PGP- | PG, PGP- | PG, PGP- | PG, PGP- PG, PG, PGP- | PG, PGP-
Me Me Me Me PGP-Me Me Me
PGS PGS PGS PGS PGS PGS
Glyco. SDGD3 | STeGD, | SDGD1, | SDGD3 | SDGD3 | SDGD3 | SDGD3
STGD1, DGD1
TGD1
'GCmol% | 627 | 639 | 595 | 644 | 619 | 627 | 610
Similitude Hrr. Hb. Hf. Hrr. Hrr. Hrr. Hrr.
ADNr
16S

nd, non déterminé ; +, réaction positive ; -, réaction négative ; lip. pol, lipides polaires ;

phosph, phospholipides ; Glyco, glycolipides.

Hrr., Halorubrum; Hb., Halobacterium ; Hf., Haloferax.

Tableau 29. Caractérisation morphologique, physiologique, biochimique et génétique des

souches d’halobactéries isolées de la sebkha Ezzemoul (suite).

Propriétss | B1L | B3 | Ss1 | Ss2 | s3 | s | S7

| Pigmentation | rouge | orange | orange | rouge | orange | rouge | rouge
Morphologie bat cocci pléom. bat bat cocci bat
Cellulaire

Gamme de 1,7-5,2 2,5-5,2 1,7-5,2 2,5-5,2 2,5-5,2 2,5-5,2 2,5-5,2
NaCl

(M)

Optimum de 3,4 4,3 3,4 4,3 4,3 3,4 4,3
NaCl (M)

| Exige Mg®* ‘ + + + + + + +
Gamme de 30-50 30-50 30-55 30-50 30-50 30-50 30-50
temp. (°C)

Optimum 40 40 45 40 40 40 40
°C)

nd, non détermine ; +, réaction positive ; -, réaction négative.
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Tableau 29. Caractérisation morphologique, physiologique, biochimique et génétique des

souches d’halobactéries isolées de la sebkha Ezzemoul (suite).

| Propriétés |

Bl

| B3

. s1

S2

. S3

Gamme
de pH

7,0-9,0

6,5-9,0

5,0-9,0

6,5-9,0

6,5-9,0

6,5-9,0

6,5-9,0

| Optimum |

7,5-8,0

.70

| 7,5-8,0

7,0

. 6,5-7,0

. 7,0-75

. 7,075

Utilisation
des acides
aminés

+

+

Prod.
d’acide a
partir  du
glucose

Hyadr.:
amidon
gélatine
Esculine
T 40

T 60

T 80

+ + + + +

| Catalase |

| Oxydase |

| Réd. NO5™ |

Prod.
d’indole

Lip.pol :

Phosph.

Glyco.

PG, PGP-
Me
PGS

SDGD3

PG, PGP-
Me

S;DGD1

PG, PGP-
Me
PGS

TGD2,
DGD2

PG, PGP-
Me
PGS

SDGD3

PG, PGP-
Me

SDGD1,
DGD1

PG, PGP-
Me
PGS

Gl

PG, PGP-
Me

SDGD3

GC mol%

59,0

60,2

61,5

56,5

52,9

53,4

55,4

Similitude
ADNr
16S

Hrr.

Ht.

Ha.

Hrr.

nd

Hrr.

Hrr.

Gl, glycolipide ; nd, non déterminé ; +, réaction positive ; -, réaction négative.

Hrr.., Halorubrum ; Hb., Halobacterium ; Hf., Haloferax; Ha., Haloarcula; Ht., Haloterrigena.
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—Souche 5.1
- Souche S6
97— Souche S7
Souche S2
rSouche B1
| Souche 5’RB
Halorubrum coriense DSM 10284" (S70839)
35 Halorubrum distributum JCM 9100" (D63572)
b |Souche 5-1
31|64 Souche 5-2
— Halorubrum sodomense ATCC 33755" (X82169)
Halorubrum trapanicum NRC 340217 (X82168)
100 Halorubrum xinjiangense AS 1.3527" (AY510707)
Halorubrum lacusprofundi ACAM 34" (X82170)
97 Halorubrum saccharovorum JCM 8865 (U17364)
26] Souche 1°2

55

]QQI: Haloferax volcanii NCIMB 2012 (AY425724)
Souche 4’1

31 | Haloterrigena thermotolerans PR 5" (AF115478)

100|—Souche B3
—— Halobacterium noricense DSM 15987" (AJ548827)

Halobacterium salinarum DSM 3754 (AJ496185)
100'Souche 2a

55 Halomicrobium mukohataei Arg-2" (D50850)
Souche S3

100

85 Souche S1
100l Haloarcula hispanica ATCC 33960 (AB090167)
68" Haloarcula argentinensis Arg-1" (D50849)

| —
0,02

Methanospirillum hungatei DSM 864" (M60880)

Figure 29. Arbre phylogenétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la position

des souches archéennes isolées. La seéquence du gene codant I’ARNr 16S de

Methanospirillum hungatei DSM 864" est utilisée comme outgroup. Les valeurs au niveau

des nceuds indiquent les probabilités calculées par bootstrap ; les numéros d’accession dans

la base de donnees GenBank sont reportés en face de chaque souche. La barre représente 2

substitutions par 100 nucléotides.
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La diversité archéenne des saumures de la sebkha Ezzemoul est discutée ci-dessous, en
s’appuyant également sur les arbres phylogénétiques (Figures 29 et 30) et le calcul des
distances génetiques (Tableau 30) représentent une vision synthétique de la diversité des
haloarchaea isolées de la sebkha Ezzemoul et identifiées par les différentes approches
culturales et moléculaires durant cette étude. La diversité des séquences archéennes
obtenues est représentée dans I’arbre phylogénétique (Figure 29) qui inclut également les
séquences proches d’haloarchaea. Cet arbre permet mieux de visualiser les affiliations des
souches. Les alignements des séquences d’ ADNr sont réalisés par Clustal W (Thompson et
al., 1994). L’arbre est construit & partir de Neighbor-Joining en utilisant le test de
« bootstrap » (nombres sur les branches) de 100 réplications en utilisant les distances de
Tamura-Nei qui prend en compte les transitions et les transversions du programme Mega 3
(Kumar et al., 2004). L’enracinement a été réalisé en utilisant la sequence ribosomale de
I”archéobactérie Methanospirillum hungatei DSM 864"

Encore pour mieux cerner I’affiliation des souches étudiées aux espéces connues
d’halobactéries, des calculs de distance génétique entre les séquences des genes d’ARN
ribosomaux ont éte entrepris selon le test de Tamura-Nei. Le résultat de cette étude est
représenté dans le tableau 30. Les distances génétiques qui les séparent des souches de
références sont variables. La souche 5.1 par exemple semble plus liée a Halorubrum
coriense DSM 10284 qu’a Halorubrum sodomense ATCC 33755' et dont la distance
génétique a été estimée a 0,0078 et ceci malgré le fait que la séquence du géne d’ARNTr soit
similaire a 97 % avec celles des deux especes précédentes. Il en ait de méme avec les
souches 5-1, 5’RB, S6, 5-2 et B1 affiliées au genre Halorubrum ou les plus faibles
distances sont notées avec I’espéce Halorubrum coriense DSM 10284". En outre de faibles
distances génétiques sont notées entre certaines souches affiliées au genre Halorubrum
(Tableau 30). Le calcul des distances a donneé un résultat nul entre la souche 2a et la souche
type de I’espéce Halobacterium salinarum DSM 3757", qui est le reflet d’une étroite
parenté entre elles mais n’inclut pas nécessairement la souche 2a dans cette espéce. La

souche S3 forme un clade avec
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Tableau 30. Matrice de distances génétiques archéennes calculées selon Tamura-Nei du

programme Mega 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

0,029

0,141 0,136

0,145 0,135 0,012

0,145 0,135 0,014 0,009

0,147 0,142 0,012 0,013 0,009

0,156 0,152 0,023 0,021 0,016 0,013

0,125 0,128 0,049 0,546 0,524 0,056 0,062

0,132 0,129 0,053 0,058 0,053 0,057 0,063 0,013

10 0,132 0,121 0,138 0,137 0,137 0,141 0,150 0,124 0,124

11 0,275 0,267 0314 0316 0315 0,322 0,328 0,302 0,300 0,283

12 0,170 0,169 0,174 0,163 0,159 0169 0174 0,158 0,153 0,174 0,393

13 0,143 0,149 0,165 0,160 0,168 0,165 0173 0,163 0,164 0,143 0,281 0,116

14 0,110 0,103 0,137 0,139 0,144 0,146 0154 0,136 0,138 0,104 0,270 0,173 0,150

15 0,143 0,149 0,163 0,159 0,156 0,164 0,172 0,162 0,163 0,144 0,284 0,113 0,003 0,149
16 0,146 0,142 0,011 0,012 0,014 0,007 0,019 0,054 0,058 0,140 0,325 0,169 0,163 0,145
17 0,150 0,146 0,087 0,088 0,077 0,085 0,092 0,042 0,052 0,146 0,332 0,182 0,175 0,160
18 0,139 0,131 0,147 0,146 0,146 0,150 0,160 0,133 0,133 0,018 0,289 0,180 0,148 0,113
19 0,145 0,140 0,013 0,014 0,017 0,010 0,021 0,054 0,061 0,144 0,328 0,175 0,166 0,144
20 0143 0,249 0,167 0,165 0,162 0,269 0,176 0,167 0,168 0,145 0,281 0,117 0,007 0,151
21 0,142 0,138 0,007 0,009 0,011 0,004 0,015 0,051 0,054 0,136 0,320 0,169 0,160 0,141
22 0117 0,111 0,144 0145 0,151 0,152 0,161 0,144 0,246 0,109 0,279 0,181 0,155 0,006
23 0,000 0,029 0,141 0,145 0,245 0,247 0,15 0,125 0,132 0,132 0,275 0,170 0,143 0,110
24 0,145 0,141 0,014 0,011 0,006 0,004 0,010 0,052 0,053 0,140 0,322 0,165 0,163 0,142
25 0141 0,136 0,009 0,010 0,012 0,005 0,016 0,052 0,05 0,138 0,322 0171 0,159 0,143
26 07111 0,201 0,162 0,155 0,155 0,162 0,169 0,157 0,160 0,121 0,283 0,105 0,112 0,109
27 0145 0,240 0,010 0,011 0,013 0,006 0,018 0,053 0,057 0,139 0,323 0172 0,163 0,144
28 0147 0,242 0,015 0,012 0,007 0,005 0,011 0,053 0,054 0,141 0,322 0163 0,162 0,140
29 0,143 0,139 0,009 0,010 0,012 0,005 0,016 0,052 0,05 0,135 0,322 0,171 0,162 0,143

O©Coo~NoOohswWwNREFL W

S, souche ; 1, Halobacterium salinarum DSM 3757"; 2, Halobacterium noricense DSM
15987"; 3, Halorubum sodomense ATCC 33755'; 4, Halorubrum trapanicum NRC
34021"; 5, Halorubrum xinjiangense AS 1.3527" : 6, Halorurbum coriense DSM 10284
7, Halorubrum distributum JCM 9100" ; 8, Halorubrum saccharovorum JCM 8865 : 9,
Halorubrum lacusprofundi ACAM 34" ; 10, Haloferax volcanii NCIMB 2012 : 11,
Methanospirillum hungatei DSM 864" ; 12, Halomicrobium mukohataei Arg-2"; 13,
Haloarcula hispanica ATCC 33960 ; 14, Haloterrigena thermotolerans PR-5'
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Tableau 30. Matrice de distances génétiques archéennes calculées selon Tamura-Nei du

programme Mega 3 (suite).

S 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

15

16 0,162

17 0,174 0,092

18 0,148 0,150 0,154

19 0,165 0,009 0,094 0,151

20 0,010 0,167 0,174 0150 0,171

21 0,159 0,003 0,088 0,146 0,005 0,164

22 0,154 0,149 0,168 0118 0,151 0,156 0,148

23 0143 0,146 0,150 0,139 0,145 0,143 0,142 0,117

24 0162 0,010 0,081 0,149 0,012 0,166 0,006 0,148 0,145

25 0,157 0,004 0,089 0,147 0,006 0,163 0,001 0149 0,141 0,007

26 0113 0,161 0,171 0,128 0,163 0,113 0,157 0,117 0,111 0,157 0,159

27 0,162 0,005 0,090 0,148 0,007 0,167 0,002 0,151 0,145 0,009 0,003 0,160

28 0,160 0,011 0,083 0,150 0,013 0,164 0,007 0,247 0,247 0,001 0,009 0,156 0,010
29 0,160 0,004 0,089 0,144 0,006 0,166 0,001 0,249 0,143 0,007 0,002 0,159 0,003 0,009

S, souche ; 15, Haloarcula argentinensis Arg-1" ; 16, Souche 5.1 ; 17, Souche 1’2 ; 18,
Souche 4’1 ; 19, Souche S7 ; 20, Souche S1; 21, Souche S2 ; 22, Souche B3 ; 23, Souche
2a; 24, Souche 5-1; 25, souche 5’RB ; 26, Souche S3; 27, Souche S6 ; 28, Souche 5-2 ;
29, Souche BL1.
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— Souche 5.1
 Souche B1
551 souche S6
Souche 5’RB
Souche S2
—Souche S7
Halorubrum sodomense ATCC 33755" (X82169)
Halorubrum tebenquichense CECT 5317" (AJ276887)
Halorubrum coriense DSM 10284" (S70839)
Halorubrum distributum JCM 91007 (D63572).
03| Souche 5-1
77Souche 5-2
— Halorubrum trapanicum NRC 340217 (X82168)
Halorubrum xinjiangense AS 1.3527" (AY510707)
——Halorubrum terrestre JCM 102477 (AB090169)
Halorubrum lacusprofundi ACAM 34" (X82170)
93 Souche 1°2
68—Halorubrum saccharovorum JCM 8865" (U U17364)
Halorubrum vacuolatum JCM 9060" (D87972)
73 Halorubrum alkaliphilum DZ-1" (AY510708)
60 Halorubrum tibetense ZB49" (AF435111)
Methanospirillum hungatei DSM 864" (M60880)

Figure 30. Arbre phylogénétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la position
des souches affiliées au genre Halorubrum. La barre représente 5 substitutions par 100

nucléotides.
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Les analyses phylogénétiques ont indiqué [I’affiliation de neuf souches au genre
Halorubrum. L’arbre phylogénétique construit avec les séquences des ADNr 16S de ces
souches et especes proches posséde une topologie avec deux clades (Figure 30). Le
premier clade regroupe les séquences de Halorubrum saccharovorum JCM 8865,
Halorubrum lacusprofundi ACAM34" et la souche 1’2, tandis que le deuxiéme clade
regroupe les séquences des autres souches affilées au genre Halorubrum avec celles de
Halorubrum coriense DSM 10284", Halorubrum distributum JCM 9100, Halorubrum
sodomense ATCC 33755', Halorubrum trapanicum NRC 340217 et Halorubrum
xinjiangense AS 1.3527".

Les résultats de I’analyse des lipides polaires obtenus concordent dans I’ensemble avec
ceux de I’étude phylogénétique basée sur la comparaison des séquences de I’ADNr 16S a
celles de la base de données (Tableau 28). Ainsi, la souche 2a possede les glycolipides, S-
TGD-1 et S-TeGD-1, caracteristiques du genre Halobacterium. De méme, le séquencage a
confirmé son apparenté aux deux seules especes décrites du genre Halobacterium
(Halobacterium salinarum et Halobacterium noricense). Il en ait de méme des autres
souches ou le résultat du type de glycolipide corrobore avec celui du séquencage. La seule
exception a cette regle est représentée par la souche S3 dont la composition des lipides
polaires membranaires est similaire a celle des membres du genre Haloferax. Mais, malgré
cette similitude, I’analyse phylogénétique a démontré que la souche S3 est apparentée a un
degré moindre aux séquences du gene d’ADNTr des espéces du genre Haloferax (92 %) et
ne présente que 96 % d’identité avec la séquence la plus proche en banque celle de
Haloalcaliphilum atacamensis, une haloarchaea non décrite. En outre, toute deux

possedent la méme composition de lipides polaires.
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Halorubrum coriense DSM 10284" (S70839)
Halorubrum distributum JCM 9100" (D63572)
Souche 5.17
Halorubrum trapanicum NRC 340217 (X82168)
Halorubrum xinjiangense JCM 12388 (AY510707)
Halorubrum sodomense ATCC 33755" (X82169)
Halorubrum tebenquichense CECT 53177 (AJ276887)
91 — Halorubrum terrestre JCM 10247 (AB090169)
Halorubrum saccharovorum DSM 11377 (U17364)
100 Halorubrum lacusprofundi DSM 5036" (X82170)
100 Halorubrum alkaliphilum JCM 12358" (AY510708)
90 Halorubrum tibetense JCM 11889 (AY149598)
Halorubrum vacuolatum JCM 9060 (D87972)
Halobacterium salinarum DSM 3754 (AJ496185)
Methanospirillum hungatei DSM 864" (M60880)

51

100

43

0,05

Figure 31. Arbre phylogénétique basé sur le géne codant I’ARNr 16S montrant la position
de la souche 5.1. La sequence du gene codant I’ARNr 16S de Methanospirillum hungatei
DSM 864" est utilisée comme outgroup. La barre représente 5 substitutions par 100

nucléotides.
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6. 4. Hybridation ADN-ADN

Avec I’ensemble des résultats des analyses phénotypiques et génotypiques et
spécialement ceux des lipides polaires membranaires, il est possible de classifier les
souches isolées de la sebkha Ezzemoul mais la détermination de I’lnomologie ADN-ADN
permet encore de regrouper sans ambiguité les souches dans leur taxon respectif. En effet,
selon Stackebrandt et al. (2002), les hybridations ADN-ADN se sont révélées essentielles
pour la définition d’une espéce bactérienne.

Le critere d’homologie pouvant exister entre I’ADN de la souche 5.1 et ceux des souches

types d’especes proches d’Halorubrum selon la technique décrite par Ziemke et al. (1998).

6. 4. 1. Hybridation de la souche 5.1

La séquence de I’ADN ribosomal 16S de la souche 5.1 a été comparée avec les
souches provenant de la banque de génes dont douze souches de Halorubrum. La
comparaison phylogenétique par analyse de Neighbor-Joining avec positionnement d’une
séquence de Methanospirillum hungatei DSM 864" comme souche ancestrale

(positionnement non théorique) est représentée dans la figure 31.

L’ADN extrait de la souche 5.1 a été doublement marqué par la digoxigénine et la biotine.
La sonde a été ensuite hybridée avec des ADN provenant d’espéces proches de
Halorubrum (Halorubrum coriense DSM 10284", Halorubrum sodomense DSM 3755,
Halorubrum distributum JCM 91007, Halorubrum trapanicum NRC 34021, Halorubrum
xinjiangense JCM 12388", Halorubrum tebenquichense CECT 5317', Halorubrum
terrestre  DSM  10247', Halorubrum saccharovorum DSM 11377, Halorubrum

lacusprofundi DSM 5036").
La quantification des concentrations de la sonde double et simple brin est réalisée par

rapport a la droite etalon. Le tableau 31 résume les concentrations des sondes simples et
doubles brins (BR % et RBR %).

134



Chapitre 1 : Résultats et discussion

Tableau 31.

d’Halorubrum.

Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche 5.1 et especes proches

Souches Absorbance | ADN (pg) S=sx5 S+D BR (%) RBR (%)
D=dx2

511s 0,394 388,66 1943,3 4180,62 53,51 100
5.11d 0,832 1118,66 2234,32
5.12s 0,436 458,66 2293,33
5.12d 0,723 937 1874 4167,39 44,97
1 1s 0,562 668,66 3343,32 3702,62 9,7 18,2
1 1d 0,2686 179,66 359,32
1 2s 0,53 615,33 3076,65 3353,98 8,27 15,45
1 2d 0,244 138,66 277,33

1s 0,5977 728,33 3641,66 4402,32 17,3 32,4
2 1 0,3889 380,33 760,66
2 25 0,5835 704,5 3522,5 4153,16 15,8 29,53
2 2 0,35 315,33 630,66
3 1s 0,6126 75371 3765,5 4250 11,4 21,3
3 1d 0,306 242,25 4845
3 2 0,6350 790,33 3951,65 4290,98 9,95 18,59
3 2 0,2890 213,66 427,33
4 1s 0,5520 652 3260 3599,33 9,4 17,5
4 1d 0,2626 169,66 339,33
4 2s 0,6300 782 3910 4307,33 9,2 17,19
4 2d 0,2800 198,66 397,33
5 1s 0,5265 609,5 3047,5 3346,5 8,93 16,69
5 1d 0,2505 149,5 299
5 2s 0,4795 531,16 2955,8 3249,46 9,04 16,9
5 2 0,2489 146,83 293,66
6 1s 0,5310 617 3085 3320 7,08 13,25
6 1d 0,2313 117,5 235
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Tableau 31. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche 5.1 et espéces proches

d’Halorubrum (suite).

Souches Absorbance | ADN (pg) S=sx5 S+D BR (%) RBR (%)
D=dx2

6 2s 0,5830 703,6 3518,33 3752,99 6,25 11,68

6 2d 0,2312 117,33 234,66

7 1s 0,5165 592,87 2964,36 3215,49 7,81 14,6

7 U 0,2361 125,56 251,13

7 2s 0,4950 557 2785 2891 3,66 6,83

7 2d 0,1926 53 106

8 1s 0,5218 601,66 3008,33 3197,33 5,91 11,05

8 1d 0,2175 94,5 189

8 2s 0,5125 586,16 2930,83 3057,3 4,13 7,71

8 2d 0,1987 63,16 126,33

9 1s 0,5019 568,66 28433 2987,3 4.8 9,03

9 1d 0,204 72 144

9 2s 0,4987 563,16 2815,83 2907,83 3,16 5,90

9 2 0,1884 46 92

1, Halorubrum coriense DSM 10284*; 2, Halorubrum sodomense DSM 3755*; 3,
Halorubrum distributum JCM 9100" ; 4, Halorubrum trapanicum NRC 340217": 5,
Halorubrum xinjiangense JCM 12388": 6, Halorubrum tebenquichense CECT 5317 ; 7,
Halorubrum terrestre DSM 102477 ; 8, Halorubrum saccharovorum DSM 11377 et 9,

Halorubrum lacusprofundi DSM 5036". s, simple brin ; d, double brin.

BR % = (D/ S+ D) x 100 et RBR % = valeur x 100/BR %.

La figure 32 (Annexe 10) montre une courbe étalon classiquement réalisée. Les

concentrations d’ADN marqués ont été mesurées par la D.O. a 405 nm a I’aide d’un
appareil ELISA.
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D’apres cette courbe, Y = 0,0006 x + 0,1608 ou Y représente la D.O. et x la

concentration de la sonde.

Les neuf especes d’Halorubrum ont montré un niveau d’homologie de I’ADN relativement
faible avec la sonde. Les taux d’hybridations varient de 9,03 a 32,4 % (Tableau 31). Le
taux le plus élevé correspond a [I’hybridation de la sonde avec Halorubrum
sodomense DSM 3755". Sur la base des faibles taux d’hybridations ADN-ADN, des
caractéristiques biochimiques et physiologiques ne correspondant a aucune des especes
connues du genre Halorubrum, cette nouvelle espéce a été nommée Halorubrum
ezzemoulense, puisqu’elle a été isolée de la sebkha Ezzemoul. Une comparaison des
principaux caracteres de cette nouvelle espece avec les douze espéces décrites de

Halorubrum est représentée dans le tableau 32.
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Tableau 32. Caractéristiques différenciant la souche 5.17 des autres espéces du genre

Halorubrum.

| Propriétés

. 517

Mobilité

Vacuoles a
gaz

Gamme de
NaCl (M)

0,5-4,3

2,5-5,2

1,5-5,2

Exigence
de Mg**

nd

Croissance
apH 10,5

T° de
croissance
(°C)

22-50

30-56

20-50

nd

30-56

4-40

Hydrolyse
I’amidon

nd

Utilisation
du:
Glucose
Saccharose
Acétate
Succinate
Glycérol

+ + +

+

nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd

nd

Production
d’acide
A partir de
glucose

nd

Core du
lipide
CyoCy et
C20C25

Présence
de PGS

+

+

+

+

G+C (mol
%)

61,92

nd

67,4°

64,3°

71,2°

65,8°

Données sont obtenues de Grant et al. (2001) ; Lizama et al. (2002) ; Ventosa et al.
(2004) ; Fan et al. (2004) ; Feng et al. (2004) ; Feng et al. (2005).1, Halorubrum coriense
DSM 10284"; 2, Halorubrum sodomense DSM 3755"; 3, Halorubrum trapanicum NRC
34021"; 4, Halorubrum saccharovorum ATCC 29252"; 5, Halorubrum lacusprofundi JCM

8891. Contenu en G+C est mesurée par température de fusion (a) ou par densitométrie sur

gradient de chlorure de césium (b).
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v" Description de Halorubrum ezzemoulense sp. nov.
Halorubrum ezzemoulense (ezze.mou.len’se. N. L. neut. adj. sebkha Ezzemoul ou la

souche a été isolée).

Les cellules se présentent sous forme de batonnets reguliers et irréguliers, cocci ou des
triangles, a Gram négatif et se lysent en eau distillée. Les batonnets mesurent 0,6 x 1,5 a
3,0 um. Les colonies sont circulaires, convexes, entieres, a diamétre variant de a0,5a 1,0
Hm et sont pigmentées en rouge. La souche 5.17 croit sur une concentration de NaCl
variant de 15 a 25 % (p/v) (2,5 a 4,3 M) et dont I’optimum est de 20 % (p/v) (3,4 M). Le
pH optimum de croissance se situe entre 7,0 et 7,5, et la croissance est possible de pH 6,5 a
9,0. La température optimale est de 37-40°C, mais I’intervalle de croissance va de 22 a
50°C. Le magnésium est nécessaire pour la croissance. Elle posséde une catalase et une

oxydase.

La souche 5.17 est incapable de croitre en anaérobiose sur I’arginine et le nitrate. La
production de I’indole est négative. Elle ne liquéfie pas la gélatine, et I’hydrolyse de
I’amidon, de I’esculine et du Tween 80 est négative. La souche 5.1 utilise le glucose, le
saccharose, le maltose, I’arabinose, le mannitol, le glycérol, I’acétate, I’oxalate, le citrate et
le malate comme unique source de carbone et d’énergie. Par contre, elle est incapable de
croitre sur le lactose, le xylose, le rhamnose, le galactose, le raffinose, le cellobiose, le
mannose, le fructose, I’amidon, I’inositol, le sorbitol, le dulcitol, I’adonitol, la salicine, la
cellulose, le malonate, le fumarate, le formiate et les acides aminés comme seule source de

carbone, d’énergie et/ou d’azote.

La souche 5.1 est sensible & la novobiocine et & la bacitracine mais insensible & la
pénicilline G, au chlorampheénicol, a I’ampicilline, a la rifampicine, a la streptomycine et a
la néomycine. Les lipides polaires membranaires sont des CyCy dérivés du

phosphatidylglycérol, phosphatidylglycérol phosphate méthyle ester.

Elle contient aussi un phosphatidylglycérol sulfate et un diglycosyl diéther sulfaté. Le

contenu en G+C de I’ADN génomique est de 61,9 mol % (Tn,).
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La souche type est 5.17 (= CECT 7099" = DSM 17463") isolée de la sebkha Ezzemoul en
Algérie. Le nombre d’accés de I’ADNr 16S dans GenBank de la souche 5.17 est
DQ118426.
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Tableau 32. Caractéristiques différenciant la souche 5.17 des autres espéces du genre

Halorubrum (suite).

| Propriétés

| 6

| Mobilité

| nd

Vacuoles a
gaz

nd

Gamme de
NaCl (M)

2,5-5,2

1,7-5,2 2,5-5,2 1,8-5,2 1,7-5,2 2,0-5,2

Exigence
de Mg**

Croissance
apH 10,5

T° de
croissance
(°C)

35-50

20-50

22-45 28-50 20-44 26-50 10-54

Hydrolyse
I’amidon

Utilisation
du:
Glucose
Saccharose
Acétate
Succinate
Glycerol

nd

nd

+ + + +

>
o

nd - nd
nd - nd -

+ 4+ + +
1
1
1
+

>

o
1

+

+
1

Production
d’acide a
partir de
glucose

Core du
lipide
CzoCzo et
C25C25

nd

Présence
de PGS

- + - + +

G+G
(%)

63,2°

62,7

63,3° 64,4° 62,1° 63,6 68,0°

Données sont obtenues de Grant et al. (2001) ; Lizama et al. (2002) ; Ventosa et al.
(2004) ; Fan et al. (2004) ; Feng et al. (2004); Feng et al. (2005). 6, Halorubrum
tebenquichense CECT 5317"; 7, Halorubrum vacuolatum JCM 9060"; 8, Halorubrum
tibetense AS 1.3239"; 9, Halorubrum terrestre VKM B-1739"; 10, Halorubrum
alkaliphilum JCM 12358": 11, Halorubrum distributum JCM 9100"; 12, Halorubrum

xinjiangense AS 1.35277. +, positif; -, negatif; nd, non déterminé.
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6. 4. 2. Hybridation de la souche S1

D’apres les résultats du séquencage de I’ADNr 16S, la souche S1 est liée aux

membres du genre Haloarcula (Tableau 28). La comparaison phylogénétique par analyse

de Neighbor-Joining de I’acide nucléique a produit un arbre phylogénétique (Figure 33)

montrant un embranchement formé par la souche S1 et le cluster formé par les espéces
Haloarcula vallismortis DSM 3756 ', Haloarcula sinaiiensis ATCC 33800 et Haloarcula

argentinensis JCM 9737".

96 — Haloarcula vallismortis DSM 3756 " (U17593)

Haloarcula sinaiiensis ATCC 33800" (D14129)
Haloarcula argentinensis JCM 97377 (D50849)
Souche S1

Haloarcula hispanica ATCC 33960" (U68541)
Haloarcula marismortui HC8 (X61688 S93627)
Halomicrobium mukohataei Arg-2" (D50850)
Halosimplex carlsbadense ATCC BAA-75" (AF320478)

100

99

45

54 Halobacterium salinarum DSM 3754" (AJ496185)

Haloterrigena thermotolerans PR 5" (AF115478)

82 Halorubrum saccharovorum JCM 8865 (U17364)
59 Haloferax volcanii NCIMB 2012" (AY425724)

0,02

Methanospirillum hungatei DSM 864" (M60880)

Figure 33. Arbre phylogenétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la position

de la souche S1. La séquence du géne codant I’ARNr 16S de Methanospirillum hungatei

DSM 864" est utilisée comme outgroup. La barre représente 2 substitutions par 100

nucléotides.
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Tableau 33. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche S1 et especes proches

d’Haloarcula.

Souches Absorbance | AND (pg) S=sx5 S+D BR (%) RBR (%)
D=dx2

S1 1s 0,274 372 1860 3864 52,86

S1 1d 0,400 1004 2004

S1 2s 0,224 122 610 2764 77,93 100

Sl ad 0,415 1077 2154

1 1s 0,302 512 2560 41,25 37,92 48,66

1 1 0,356 782 1564

1 2s 0,290 452 2260 3474 34,94 44,83

1 2d 0,321 604 1214

2 1s 0,242 212 1060 1814 41,56 53,33

2 U 0,275 377 754

2 2s 0,250 252 1260 1994 36,81 47,23

2 2 0,273 367 734

3 1s 0,341 707 3535 4329 18,34 23,53

3 1d 0,279 397 794

3 2 0,323 617 3085 3959 22,07 28,32

3 2 0,287 437 874

4 1s 0,255 277 1385 2209 37,3 47,86

4 U 0,282 412 824

4 2s 0,243 217 1085 2009 45,99 59,0

4 2d 0,292 462 924

1, Haloarcula marismortui DSM 37521'; 2, Haloarcula vallismortis DSM 37561'; 3,
Haloarcula hispanica ATCC 33960" et Haloarcula argentinensis JCM 9737". s, simple
brin ; d, double brin.
BR % =(D/S+ D) x 100 et RBR % = valeur x 100/BR %.
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La sonde a été hybridée avec les ADN des souches types de Haloarcula marismortui DSM
3752", Haloarcula vallismortis DSM 3756', Haloarcula hispanica ATCC 33960" et
Haloarcula argentinensis JCM 9737".

La courbe étalon est représentée par la figure 34 en Annexe 10. D’aprés cette
représentation,

Y = 0,0002 x + 0,1996. Les résultats d’homologie ADN-ADN sont rassemblés dans le
tableau 33.

Les pourcentages d’homologies obtenus entre la sonde et les ADN de Haloarcula
marismortui DSM 37527, Haloarcula vallismortis DSM 3756', Haloarcula hispanica
ATCC 33960 et Haloarcula argentinensis JCM 9737" varient de 28,32 & 59,0. Le
pourcentage le plus élevé a été obtenu avec la derniéere espece mais il reste inférieur a 70
%. En accord avec les recommandations du comité Ad Hoc, la souche S1 ne peut étre

incluse dans aucune des espéces déja décrites de Haloarcula.

6. 4. 3. Hybridation de la souche S3

La séquence 16S de I’ADNr de la souche S3 présente 96 % de similitude avec la
séquence la plus proche celle de Haloalcaliphilum atacamensis, une haloarchaea non
décrite et moins de 93 % d’identité avec les autres membres de la famille des
Halobacteriaceae. Comme il a été mis en évidence que des séquences d’ADN ribosomaux
16S ayant des similarités inférieures a 97 % ne correspondent jamais a des pourcentages de
réassociations ADN-ADN supérieures a 60 % (Devereux et al., 1990). Pour cette raison le
test d’homologie ADN-ADN a été réalisé uniquement avec la souche Haloalcaliphilum
atacamensis Alt-5". La position phylogénétique de la souche S3 est indiquée par I’arbre
(Figure 35) qui a montré une relation de parenté trés proche entre la souche S3 et

Haloalcalophilium atacamensis ALT-5".
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100 Souche S3
SA{ Haloalcalophilium atacamensis ALT-5" (AJ277204)

% Halomicrobium mukohataei Arg-2" (D50850)
80 —— Haloarcula marismortui HC8 (X61688)
Halosimplex carlsbadense ATCC BAA-75" (AF320480)
301 77 Halorhabdus utahensis AX-2" (AF071880)

Halobacterium salinarum DSM 3754 (AJ496185)
Haloterrigena thermotolerans PR 5" (AF115478)
Halorubrum saccharovorum JCM 8865" (U17364)
Halogeometricum borinquense PR 3" (AF002984)
100 I: Haloferax volcanii NCIMB 2012" (AY425724)

100 Haloferax mediterranei ATCC 33500 (D11107)
Halococcus morrhuae NRC 16008" (D11106)
Methanospirillum hungatei DSM 864" (M60880)

18
16

70

A
0,02

Figure 35. Arbre phylogenétique basé sur le gene codant I’ARNr 16S montrant la position
de la souche S3. La séquence du géne codant I’ARNr 16S de Methanospirillum hungatei
DSM 864" est utilisée comme outgroup. La barre représente 2 substitutions par 100

nucléotides.

Tableau 34. Taux d’hybridations ADN-ADN de la souche S3 avec Haloalcaliphilum

atacamensis.

Souches Absorbance | ADN (pg) S=sx5 S+D BR (%) RBR (%)
D=dx2

S3 1s 0,323 2226 11130 26261 57,6 100

S3 1d 0,590 7566 15131

S3 2 0,308 3006 15030 29042 48,25

S3  2d 0,562 7006 14012

Alt-5 1s 0,350 2766 13830 25082 44,86 77,88

Alt-5 1d 0,493 5626 11252

Alt-5 2s 0,360 2966 14830 26802 44,66 77,53

Alt-5 2d 0,511 5986 11972
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Alt-5", souche type de Haloalcaliphilum atacamensis, s, simple brin ; d, double brin.

BR % = (D/S+ D) x 100 et RBR % = valeur x 100/BR %.

L’étude d’homologie ADN-ADN a été effectuée avec la souche Alt-5" de
Haloalcaliphilum atacamensis. D’apreés la courbe étalon, la fonction de la droite est: Y =
0,00006 x + 0,2117.

D’apres les résultats du test d’homologie ADN-ADN (Tableau 34), le taux d’hybridation
de la sonde avec I’ADN de I’haloarchaea Haloalcaliphilum atacamensis est relativement
élevé (supérieur a 70 %). En accord avec le comité Ad Hoc, les deux souches devraient
appartenir a la méme espece. Mais si on considere le pourcentage de similitude des
séquences nucléiques, les deux souches ne peuvent appartenir a la méme espéce. Tout ceci
peut s’expliquer par un mauvais séquencage du 16S de I’ADNr de I’haloarchaea. En effet,
la séquence du gene de I’ARNr de Haloalcaliphilum atacamensis envoyée a GenBank
comprend énormément de nucléotides ambigus. Par ailleurs, les résultats de I’analyse des
lipides polaires de Haloalcaliphilum atacamensis ont indique la méme composition que
celle de la souche S3. En outre, toutes deux présentent le méme pourcentage de similitude
aux séquences d’ADNr 16S d’espéces proches.
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Figure 36. Photomicrographies électroniques de la souche B2 (A) et (B)
Photomicrographies électronique en transmission par coloration négative montrant la
forme bacillaire et la présence de flagelles polaire, barre 0,6 et 1,0 um respectivement (C)
Photomicrographie électronique en transmission sur des sections, barre 1,0 um (D)

Photomicrographie électronique a balayage, barre 1,0 um.
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1. Morphologie des souches bactériennes

Peu de colonies obtenues sont apigmentées (cremes ou beiges). L’absence de
pigmentation est en général une caractéristique des bactéries halophiles (Ventosa et al.,
1998 ; Waing et al., 1999 ; Bouchotroch et al., 2001 et Arahal et al., 2002). A I’heure
actuel, uniguement trois especes de bactéries sont décrites comme des aérobies halophiles
extrémes, Halovibrio denitrificans, Halospina denitrificans (Sorokin et al., 2006) et
Salicola marasensis (Maturrano et al., 2006b). La plupart des espéces bactériennes
connues sont des halophiles modérées ou des halotolérantes.

Les colonies des deux souches bactériennes isolées sont circulaires, convexes légerement
bombées d’un contour régulier et dont le diamétre varie de 2 & 4 mm en 5 jours
d’incubation a 37 °C.

Les deux bactéries sont a Gram-négatif, en forme de batonnets a extrémités arrondies et
dont les dimensions moyennes des cellules ont été déterminées a Iaide de

photomicrographies électroniques en transmission et a balayage (Figures 36 et 37).

Les cellules de la souche B2 mesurent environ 0,4 a 0,6 um de largeur par 0,9 a 2,4 um de
longueur. Elles sont mobiles grace a des flagelles polaire a arrangement lophotriche selon
la figure 36A et monotriche selon la figure 36C. L’observation microscopique en
transmission sur des sections (Figure 36B) a montré des batonnets et des cellules
Iégerement arrondies. Le nucléoide au centre est entouré par le cytoplasme et d’une fine

couche correspondant a I’enveloppe.
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A I’instar de la souche B2, les cellules de la souche 5-3 sont des batonnets immobiles
mesurant de 0,6 a 0,8 um de largeur par 0,9 a 1,5 um de longueur. Des formes légérement
arrondies ont également été observeées (Figure 37). La microscopie a balayage a montré des
diplobacilles issus probablement d’une division cellulaire.

Figure 37. Photomicrographies électroniques de la souche 5-3 (A) et (B)
Photomicrographies électronique a balayage, barre 1,0 um (C) Photomicrographie

électronique en transmission par coloration négative, barre, 0,4 um.

149




Chapitre 2 : Résultats et discussion

Tableau 35. Caractéristiques phénotypiques des isolats bactériens.

Caractéristiques

Souche B2

Souche 5-3

Morphologie Batonnet a flagelles polaires Batonnet non flagellé
Taille des cellules (um) 0,4-0,6 x 0,9-2,4 0,6-0,8 x 0,9-1,5
Catalase + +
Oxydase + +
Gamme de NaCl (M) 1,7-4,3 0,9-4,3
Optimum (M) 2,5-3,5 13al17
Gamme de pH 6,0-9,0 6,0-9,0
Optimum 7,0-7,5 75
Gamme de température (°C) 30-45 30-50
Optimum (°C) 37 37-40
Hydrolyse de:

Gélatine + -
Amidon + +
Esculine - -
Tween 80 + -
Réduction du nitrate + +
Croissance sur :

Arabinose - -
Cellulose - -
Fructose - +
Galactose - +
Glucose - +
Lactose - +
Xylose - -
Maltose - +
Mannose - -
Rhamnose - -
Saccharose - +
Salicine - -
Adonitol - -
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2. Propriétés biochimiques et caractérisation physiologique des souches bactériennes

La souche B2 est capable de croitre dans un milieu dont la concentration en NaCl est
comprise entre 10 et 25 % (p/v) (1,7 et 4,3 M), I’optimum de croissance est observé pour
une concentration de 15 a 20 % (p/v) (2,5 a 3,5 M) qui est similaire a celui de certaines
haloarchaea. C’est aussi une caractéristique des espéces bactériennes halophiles extrémes
(Sorokin et al., 2006). La souche B2 peut tolérer des variations de température de 30 a
45°C et de pH de 6,0 a 9,0 mais I’optimum est a 37°C et a pH 7,0-7,5 (Tableau 35).

La croissance de I’isolat B2 peut avoir lieu en anaérobiose en présence de nitrate et
d’arginine. Elle hydrolyse I’amidon et le Tween 80 et liquéfie la gélatine. Mais elle est
incapable d’hydrolyser I’esculine et d’utiliser une grande variété de composés organiques
comme seule source de carbone. L’acétate est le seul a étre utilisé par cette souche. C’est
aussi le cas de Halovibrio denitrificans et Halospina denitrificans (Sorokin et al., 2006)
alors que Salicola marasensis peut utiliser certains sucres (Maturrano et al., 2006b). La
production d’acide a été détectée lorsque la croissance de la bactérie a lieu sur I’arabinose,
le galactose, le glucose et le lactose. La souche B2 est résistante a la kanamycine, la
bacitracine, I’anisomycine, la neomycine et a [I’ampicilline mais sensible au

chloramphenicol et a la pénicilline G.

La souche 5-3 croit sur une concentration de NaCl variant de 5 a 25 % (p/v) (0,9 a 4,3 M)
et dont I’optimum est de 7,5 a 10 % (p/v) (1,3 a 1,7 M). Elle exige des concentrations
modérées en sel comme c’est le cas des bactéries halophiles modérées. Les intervalles de
température et de pH permettant la croissance sont respectivement de 30 & 50°C et de pH
6,0 a 9,0 mais I’optimum est a 37-40°C et & pH 7,5.

La souche 5-3 peut réduire le nitrate en anaérobiose. Elle hydrolyse I’amidon mais pas le
Tween 80 et I’esculine. Elle ne liquéfie pas la gélatine et contrairement a la souche B2, elle
est capable d’utiliser le fructose, le galactose, le glucose, le lactose, le maltose, le

saccharose et le glycérol comme source unique de carbone et d’énergie (Tableau 35).
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Tableau 35. Caracteristiques phénotypiques des isolats bactériens (suite).

Caractéristiques Souche B2 Souche 5-3

Dulcitol - -
Glycérol - +
Inositol - -
Mannitol - -
Sorbitol - -
Acétate + -
Benzoate - -
Citrate - -
Formiate - -
Fumarate - -
Lactate - -
Malate - -
Malonate - -
Oxalate - -
Propionate - -
Succinate - -
Alanine - -
Arginine - -
Asparagine - -
Cystéine - -
Glycine - -
Histidine - -
Leucine - -
Lysine - -
Méthionine - -
Tryptophane - -

Tyrosine - -

Production  d’acides a
partir de :

Arabinose + -
Fructose - -

Galactose + -
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Tableau 35. Caractéristiques phénotypiques des isolats bactériens (suite).
Caractéristiques Souche B2 Souche 5-3

Glucose + +
Glycérol - -
Lactose + -
Maltose - -
Mannitol - +
Saccharose - -

Xylose - -

Résistance a :
Ampicilline + +
Bacitracine + +

Chloramphénicol - -

Néomycine + +
Pénicilline G - -
Kanamycine + -
Anisomycine + +
Contenu en G+C (mol %) 56,0 (Tm) 57,8 (Tm)

Tm, température de fusion ; +, réaction positive ; -, réaction négative

Elle est par contre incapable de croitre sur les acides aminés et c’est le cas de nombreuses
especes de bactéries halophiles modérées appartenant aux genres Halomonas (Ventosa et
al., 1998 ; Duckworth et al., 2000 ; Bouchotroch et al., 2001), Microbulbifer (Yoon et al.,
2003) et Antarctobacter (Labrenz et al., 1998). La production d’acide est observée lorsque
la croissance de la souche a lieu sur le glucose et le mannitol. La souche 5-3 hydrolyse
I’amidon et reéduit les nitrates en anaérobiose.

Cet isolat est sensible au chloramphénicol, a la pénicilline G, a la kanamycine mais

résistante a I’ampicilline, a la bacitracine, a I’anisomycine et a la néomycine.

Comme toutes les bactéries halophiles hétérotrophes aérobies, les souches B2 et 5-3

posseédent une catalase et une oxydase.
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3. Lipides membranaires

L’analyse des acides gras membranaires de la souche B2 a été effectuée par I’équipe du
Prof. Reiner M. Kroppenstedt du DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen). Cette analyse par chromatographie en phase gazeuse a démontré une
prédominance des acides gras essentiellement a 16 et a 18 atomes de carbones (Tableau 36).
La composition en acides gras de la membrane de la souche B2 a été comparée a celles de

bactéries halophiles modérées et extrémes proches.

Tableau 36. Composition en acides gras membranaires de la souche B2 et espéces proches.

‘ Acides gras ‘ Souche B2 1° 2° 3 4°

| C100 | 5,23 | 3,26 | 1,92 | 1,62 | 2,09
| Ciz2:0 | 2,30 | 1,53 | | 1,17 | 0,65
| C1203-OH | 7,73 | 5,77 | 3,35 | 3,36 | 3,61
| Cras | | 084 123 151
Cu13-OH | | | 106 |
|Cup3-OH | | | | |

| Cuao | | | | |

| Sum feature2 | 4,51 | | | |

Ci:o N ‘ 3,80

alcohol

| C16109C | 7,45 | 2,26 | 3,20 | | 4,79
| Cip1007C | | | 5,22 | |

| Cip05¢ | . 314 | | |

| Cisa | | | 147 045
| Ci6:0 . 25,70 . 1581 . 15,40 | 7,98 . 1536
| Non identifi¢ | | | 8,02 | 6,82 | 8,10
| Cyg.506C | 1,66 | | | |

| C15109C . 25,79 . 3341 | 46,56 | 65,52 | 55723
| Cigaim7C | 0,21 | . 10,18 | | 0,91
| C1g0 | 3,33 | 8,50 | 3,32 | 5,45 | 3,13
| C15.0Mel0 | 7,91 . 21,55 | 2,01 | | 3,46

2 données sont prises de Maturrano et al. (2006b) et °, de Sorokin et al. (2006).

Somme 2 contient Cig:1 is0 | et/ ou Cy4. ¢ 3-OH

1, Salicola marasensis CECT 7107" ; 2, Halovibrio denitrificans DSM 15503" ; 3, Halospina
denitrificans DSM 15505 ; 4, Pseudomonas halophilaDSM 3050".
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La distribution des acides gras saturés est caractérisee par la prédominance des composés a
nombre pairs d’atomes de carbones avec un maximum a Cis. ¢ (acide palmitique, 25,70 %) et
une tres faible contribution des acides gras ramifiés iso.

Le Ci2:03-OH est le B-hydroxy acide dominant retrouvé chez la souche B2. C’est aussi I’acide
gras majoritaire chez d’autres bacteries halophiles modérées et extrémes a Gram négatif
appartenant aux genres Marinobacter (Nguyen et al., 1999), Alcanivorax (Yakimov et al.,
1998), Saccharospirillum (Labrenz et al., 2003), Halomonas (Yoon et al., 2002), Halovibrio,

Halospina et Pseudomonas (Sorokin et al., 2006).

Parmi les acides gras identifiés dans le chromatogramme de la souche B2, on a retrouvé
jusgu’a 3,80 % d’un nouvel acide gras, I’acide Cy5:0 N alcool qui n’a jamais été identifié chez
d’autres membres déja décrits. Les acides gras insaturés présents sont caractérisés par une
distribution simple avec prédominance des composés Ci:.109¢ et Cig.109¢ (environ 81,4 %
d’acides gras insaturés). Mentionnons que Gorskhova et al. (2003) et Sorokin et al. (2006),
ont rapporté que ces deux acides gras prédominent aussi chez Marinobacter, Pseudomonas
halophila, Halovibrio et Halospina. De plus, lors de I’analyse des acides gras de la souche
B2, on a noté la présence de Cigzw6¢c (6, 9, 12). La fraction lipidique est également
caractérisée par la présence d’un acide gras ramifié en position 10, le Ci5. (Mel0 (7,91 %),
plus abondant que chez les especes décrites par Sorokin et al. (2006) mais moins que celle de

Salicola marasensis (Maturrano et al., 2006b) (Tableau 36).
4. Caractérisation des acides nucléiques

4. 1. Détermination du contenu en guanine et cytosine de I’ADN génomique

Le contenu en GC de I’ADN de la souche B2 déterminé selon la technique de
dénaturation thermique est de 56,0 mol%. Il est inférieur & ceux des espéces halophiles
proches (Tableau 40). Alors que celui de la souche 5-3 est de 57,8 mol % (Tableau 35) qui se

trouve a I’intérieur de la gamme trouveée pour le genre Halomonas (50-68 mol%) (.Franzmann
et al., 1988 ; Ventosa et al., 1998 ; Martinez-Canovas et al., 2004c).
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4. 2. Amplification et séquencage du gene de I’ARN ribosomal 16S

Les genes de I’ARNr 16S des souches B2 et 5-3 ont été amplifies par utilisation de
primers 16F27 et 1525R, décrits par (Saiki et al., 1988). Une électrophorese des produits de la
PCR est effectuée sur gel d’agarose-TAE. Aprés migration, le gel est photographié sur table
UV. Les bandes d’ADN ont migré dans la région 1 500 paires de bases (Figure 38).

2000
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Figure 38. Résultats de I’amplification de I’ADN ribosomal 16S des souches archéennes et
bactériennes. Ladder (canal 1) ; souche B2 (canal 2) ; souche 5-3 (canal 3) ; souche S6 (canal
4) ; souche S7 (canal 5) ; souche B3 (canal 6) et souche 5-2(canal 7).

(Souches S6, S7, B3 et 5-2 sont archéennes).
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Les sequences des géenes de I’ARN ribosomal 16S des souches B2 et 5-3 obtenues ont été
comparées a celles d’autres organismes de la base de données GenBank. Les analyses de

similitude (BLAST) effectuées ont indiqué leur affiliation aux Gamma-Proteobacteria.

La séquence de la petite sous unité ribosomale de la souche B2 présente jusqu’a 99 %
d’identité avec celle de Salicola marasensis CECT 7107". Elle présente aussi des homologies
de 96 % avec celles de Pseudomonas halophila DSM 3050" et Halovibrio denitrificans DSM
15503" et 95 % avec celle de Halospina denitrificans DSM 15505' (Tableau 37). A
I’exception de Pseudomonas halophila, les autres espéces sont des bactéries halophiles

extrémes isolées respectivement de lacs hypersalés du Pérou et de la Sibérie.
Quant a la souche 5-3, elle est étroitement liée aux membres de la famille des
Halomonadaceae, 99 % de similitude avec le géne d’ARNr 16S de Halomonas halmophila

ATCC 19717"et 97 % avec celui de Halomonas eurihalina ATCC 49336 (Tableau 37)

Tableau 37. Affiliation phylogénétique des souches bactériennes étudiées.

Groupe taxinomique Souche Identité Espéces proches Numéro
(%)* d’accession
y-Proteobcteria B2 99 Salicola marasensis DQ19934
96 Halovibrio denitrificans DQO072718
95 Halospina denitrificans DQ072719

Pseudomonadales
Pseudomonadaceae
Pseudomonas 96 Pseudomonas halophila AB021383

y-Proteobcteria
Oceanospirillales

Halomonadaceae

Halomonas 5-3 99 Halomonas halmophila AJ306869
97 Halomonas eurihalina X87218
97 Halomonas almeriensis AY858696
96 Halomonas elongata M93355
95 Halomonas ventosae A4268080

* Résultats de BLAST.
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Les séquences du géne de I’ARNr 16S de la souche B2 et 5-3 ont été alignées avec les
especes proches des y-Proteobacteria extraites de la base de données par le logiciel
CLUSTAL W 1.8 (Thompson et al., 1994). L’ arbre phylogénétique a été construit comme
précédemment en utilisant le programme Mega 3 (Kumar et al., 2004). L’enracinement a été

réalisé en utilisant la séquence ribosomale de Bacillus subtilis ATCC 6633" (Figure 39).

100[ Pseudomonas halophila DSM 30507 (AB021383)
98| Halovibrio denitrificans DSM 15503 (DQ072718)
Halospina denitrificans DSM 15505 (DQ072719)
Souche B2
100' Salicola marasensis CECT 7107" (DQ019934)
Marinobacter lutaoensis JCM 11179" (AF288157)
Marinobacter sedimentalis DSM 15400" (AJ609270)
4 _E Microbulbifer maritimus TF-17" (AY377986)

100— Microbulbifer elongata DSM 6810" (AF500006)
_EAIcanivorax venustensis DSM 139747 (AF328762)
71— Alcanivorax borkumensis DSM 11573" (Y12579)
Zymobacter palmae T109" (D14555)
100] Souche 5-3
Halomonas halmophila ATCC 19717" (AJ306889)
7493 L Halomonas eurihalina ATCC 49336"(X87218)
Halomonas organivorans G-16.1" (AJ616910)
7 1do Halomonas salina ATCC 49509" (X87217)
Halomonas ventosae DSM 159117 (AY268080)
12 Chromohalobacter canadensis ATCC 43984 (AJ295143)

100| | Chromohalobacter israelensis ATCC 43985" (AJ295144)

100" Halomonas elongata ATCC 33174" (AJ295147)

Bacillus subtilis ATCC 6633 (AF200210)

8

0,1

Figure 39. Positions phylogénétiques des séquences d’ADNr 16S des souches B2 et 5-3. La
topologie ci-dessus a été obtenue avec la méthode du Neighbor-Joining, en utilisant Bacillus
subtilis ATCC 6633" comme outgroup. Les numéros d’accession dans la base de données
GenBank sont reportés en face de chaque souche. Barre représente 10 substitutions par 100

nucléotides.
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Tableau 38. Matrice de distances genétiques bactériennes calculées selon Tamura-Nei du

programme Mega 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0,0248

0,0407 0,0389

0,0025 0,0240 0,0434

0,0398 0,0318 0,0292 0,0425

0,1365 10,1324 0,1324 0,1374 0,1333

0,1218 0,1227 0,051 0,1247 0,1129 0,1295

0,0887 0,0925 0,0740 0,0916 0,0802 0,1433 0,1219

0,1227 0,1238 0,002 0,1257 0,1100 0,257 10,0451 0,1139

10 01355 10,1314 10,1283 10,1364 0,1333 0,0051 0,1265 0,1443 0,1236

11 01323 0,1304 0,1202 10,1332 0,1313 10,0222 0,1235 10,1433 0,1196 0,0170

12 01124 0,1104 10,0946 0,1154 10,0947 0,0878 0,0904 0,1051 0,0791 0,0849 0,0848
13 01160 0,1090 0,1022 0,1169 0,1138 0,1098 0,1002 0,1257 0,1060 0,1079 0,1129
14 0,1179 0,1140 0,0972 0,1209 0,1011 0,0955 0,1077 0,1170 0,0963 0,0918 0,0877
15 0,1343 10,1293 0,1211 0,1352 10,1302 0,0328 0,1275 0,1483 0,1236 0,0328 0,0398
16 0,1300 0,1209 0,1101 10,1309 0,1209 0,1039 0,1041 0,1298 0,1121 0,1030 0,1059
17 0,0381 0,0371 0,0025 0,0407 0,0275 0,1334 0,1052 0,0736 0,0993 0,1293 0,1212
18 0,0579 0,0524 0,0469 0,0570 0,0597 0,1281 0,1219 0,0934 0,1208 0,1240 0,1230
19 0,0580 0,0543 0,0451 0,0571 0,0579 0,1312 0,1129 0,0839 0,1089 0,1292 0,1240
20 0,0580 0,0543 0,0451 0,0571 0,0590 0,1312 0,1129 0,0839 0,1089 0,1292 0,1240
21 09877 09798 10019 0,9847 09847 11,0194 10037 1,0098 1,0449 11,0141 1,0342
22 0,333 10,1283 0,1191 10,1342 10,1292 0,0319 0,1265 0,1451 0,1227 0,0319 0,0390

O©CoOo~NOoO O, WNEFEWD

S, souche; 1, Souche 5-3; 2, Halomonas eurihalina ATCC 49336" ; 3, Halomonas salina
ATCC 49509" ; 4, Halomonas halmophila ATCC 19717" ; 5, Halomonas organivorans G-
16.1"; 6, Pseudomonas halophila DSM 3050" ; 7, Microbulbifer maritimus TF-17"; 8,
Zymobacter palmae T109T; 9, Microbulbifer elongata DSM 6810T ; 10, Halovibrio
denitrificans DSM 15503T ; 11, Halospina denitrificans DSM 155507".

Tableau 38. Matrice de distances génétiques bactérienne calculée selon Tamura-Nei du

programme Mega 3 (suite).

S 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
12
13 0,1120

14 0,0461 0,1173

15 0,1976 0,1040 0,1033

16 0,1059 0,0562 0,1112 0,1101

17 0,0937 0,013 0,0972 0,1222 0,1091

18 01132 0,110 0,1208 0,1189 0,1279 0,0442

19 01104 0,1131 0,210 0,1260 0,1199 0,0424 0,0223

20 01104 00,1131 0,1210 0,1260 0,1199 0,0424 0,0223 0,0000

21 1,0141 11,0152 11,0393 11,0216 0,9684 0,9958 1,0110 1,0334 11,0334

22 041021 0,1021 0,024 0,0025 1,0216 09684 0,9958 1,0110 1,0334 1,0334

12, Marinobacter lutacensis JCM 11179"; 13, Alcanivorax venustensis 13974 ; 14,
Marinobacter sedimentalis DSM 15400 ; 15, souche B2 ; 16, Alcanivorax borkumensis DSM
11573" ; 17, Halomonas ventosae DSM 15911" ; 18, Chromohalobacter canadensis ATCC
43984"; 19, Chromohalobacter israelensis ATCC 43985"; 20, Halomonas elongata ATCC
33174"; 21, Bacillus subtilis ATCC 6633"; 22, Salicola marasensis CECT 7107
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Les résultats de I’analyse par «bootstrap» permettent de verifier la constance de la répartition
des souches a I’intérieur d’un méme groupement. Une valeur de «bootstrap» de 100 est
trouvée entre la séquence de B2 et celle de Salicola marasensis CECT 7107". Il en ait de
méme de la souche 5-3 avec la souche Halomonas halmophila ATCC 19717". Cette valeur

indique que 100 % des répétitions ont fourni une répartition identique a I’intérieur d’un clade.

Le Tableau 38 représente les distances de Tamura-Nei, prenant en compte les transitions et les
transversions, calculées a partir des séquences d’ADNr 16S. Les distances sont comprises
entre 0,0025 et 1,0449. la distance minimale (0,0025) est trouvée pour la comparaison de la
séquence B2 & celle de Salicola marasensis CECT 7107"et la séquence de la souche 5-3 &
celle de Halomonas halmophila ATCC 19717". C’est un résultat attendu vu le pourcentage de
similitude élevé observé entre les séquences de la petite sous unité ribosomale. La séquence
de Bacillus subtilis ATCC 6633 est celle présentant les distances les plus élevées par rapport
aux autres sequences.

En outre, la méme distance a été obtenue entre deux souches décrites comme des especes
différentes, Halomonas salina ATCC 49509" et Halomonas ventosae DSM 159117 (Tableau
38). Mais cette étroite parentée ne peut confirmer I’inclusion de ces souches dans les especes
déja décrites. Il est connu que des especes peuvent avoir des équences des ARNr 16S tres
proches et étre différentes par hybridation ADN-ADN (Dijkshoorn et al., 2000). Ils serait
donc necessaire d’effectuer une étude d’homologie ADN-ADN afin d’établir la position

taxinomique exacte de ces souches.
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Tableau 39. Taux d’hybridation ADN-ADN de la souche B2 et espéces proches.

Souches Absorbance | ADN (pg) S=sx5 S+ D BR (%) RBR (%)
D=dx2

B2 1s 0,545 177 885 1989 55,50

B2 1d 0,620 552 1104

B2 2s 0,537 137 685 2029 66,24 100

B2 2d 0,644 672 1344

1 1s 0,635 627 3135 3549 11,66 17,60

1 1d 0,551 206 414

1 2s 0,686 882 4410 4734 6,84 10,32

1 2d 0,542 162 324

2 1s 0,570 302 1510 2304 34,52 52,11

2 U 0,589 397 794

2 2s 0,558 242 1210 1614 25,03 37,78

2 2 0,550 202 404

3 1s 0,605 477 2385 3039 25,03 32,48

3 U 0,575 327 654

3 2s 0,561 257 1285 1619 20,63 31,14

3 2 0,543 167 334

4 1s 0,619 547 2735 3359 13,42 20,25

4 U 0,552 212 424

4 2s 0,637 637 3185 3739 14,81 22,35

4 2 0,565 277 554

1, Pseudomonas halophila DSM 3050*; 2, Salicola marasensis CECT 7107*; 3, Halovibrio

denitrificans DSM 15503"; 4, Halospina denitrificans DSM 15505". s, simple brin ; d, double
brin.
BR% =(D/S+D)x 100 et RBR % = valeur x 100/BR %.
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4. 3. Hybridation ADN-ADN de la souche B2

La souche B2 est phylogénétiquement plus liée & Salicola marasensis CECT 7107"
(Tableau 37). Afin de connaitre sa position taxinomique, I’ADN extrait a été doublement
marqué par la digoxigénine et la biotine puis des études d’homologies ADN-ADN ont été
effectuées avec les quatre espéces proches, Salicola marasensis CECT 7107, Pseudomonas
halophila DSM 3050", Halovibrio denitrificans DSM 15503" et Halospina denitrificans DSM
15505,

La figure 40 (Annexe 10) montre une courbe étalon classiquement réalisée. D’aprés cette
courbe, Y = 0,0002 x + 0,5096 ou Y représente la D.O. et x la concentration d’ADN.

D’apres les résultats d’homologie ADN-ADN (Tableau 39), les taux d’hybridations obtenus
avec la sonde sont inférieurs a 70 % et sont compris entre 17,6 et 52,11 %. La plus grande
valeur a été notée avec la souche type de Salicola marasensis CECT 7107". En effet, les deux
séquences sont similaires a 99 % et la distance calculée selon Tamura-Nei est également
faible. Mais selon Stackebrandt et Liesak (1993), le degré de similitude des ADNr ne peut étre
utilisé pour détecter de légeéres différences entre deux espéces tres voisines, car les ribosomes
sont des structures cellulaires hautement conservées. Mais un environnement comme les lacs
hypersalés possédant des conditions physico-chimiques tres variables peut amener une
évolution rapide des voies métaboliques sans toutefois modifier celle des macromolécules
plus stables. Les bactéries qui s’y trouvent doivent donc posséder un métabolisme tres
variable dans le temps. Ces facteurs environnementaux peuvent mener a des adaptations
particulieres et a des changements au niveau de certains génes spécialisés tout en conservant
I’ADN ribosomal. Les principales différences entre la souche B2 et Salicola marasensis
CECT 71077 se manifestent essentiellement par des différences dans la distribution des acides
gras membranaires, la physiologie et un taux d’hybridation ADN-ADN de 52,11 % justifiant
a lui seul la création d’une nouvelle espece. Le nom de Salicola salis a été attribué a cette

souche.
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Tableau 40. Caractéristiques de la souche B2' et des bactéries hétérotrophes halophiles

extrémes proches.

Propriétés Souche B2' 1° 2° 3P 4
Morphologie batonnet batonnet Spirille court | batonnet long batonnet
cellulaire incurvé
Flagellation polaire polaire polaire absence polaire
| Catalase | + | + | nd | nd | nd
Oxydase + + nd nd +
Gamme de 1,7-4,3 1,7-5,2 2,0-5,0 2,0-5,0 1,5-4,5
NaCl (M)

Optimum (M) 2,5-3,5 2,5 2,0-2,5 2,5-3,0 nd
Temp 37 35 nd nd nd
optimale (°C)

Intervalle de 6,0-9,0 6,0-8,0 6,7-8,5 6,7-8,5 6,7-8,5
pH

Hydrolyse de:

Gélatine + + nd nd -
Amidon + - nd nd -
Esculine - + nd nd +
Tween 80 + nd nd nd nd
Croissance

sur:

Sucres - + - - -
Acétate + + + + +
Citrate - + - - -
Pyruvate - + - + -
Succinate - + + -
Réduction du faible - + +
nitrate

Contenu G+C 56,0 (Tm) 61,6-61,9 (Tn) 61,7 (Tm) 60,1 (Trm) 61,6 (Tm)
(mol %)

1, Salicola marasensis CECT 7107III ; 2, Halovibrio denitrificans DSM 15503*; 3, Halospina

denitrificans DSM 15505"; 4, Pseudomonas halophila DSM 3050". 2, données sont obtenues
de Maturrano et al. (2006b) et °, données sont obtenues de Sorokin et al. (2006).

nd, non détermine ; +, réaction positive ; -, réaction négative.
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Une comparaison des principaux caracteres de cette nouvelle espece avec les especes

bactériennes halophiles extrémes proches connues est représentée dans le tableau 40.

v" Description de Salicola salis sp. nov.

Salicola salis (L. gen. n. salis (poet.), pour eau salée).

La souche B2' forme des colonies créme, circulaires, convexes et entiéres. Les cellules de la
souche sont des batonnets a Gram négatif et mesurant 0,4-0,6 um x 0,9- 2,4 um. Elles sont
mobiles grace a la présence de plusieurs flagelles polaires. Elle possede une oxydase et une
catalase. La souche B2 croit sur milieu de culture a croissance finale en NaCl variant de 10 a
25 % (p/v) (1,7-4,3 M) et dont I’optimum se situe entre 15 et 20 % (p/v) (2,5-3,5 M). Le pH
optimum de croissance se situe entre pH 7,0 et 7,5, et la croissance est possible de pH 6,0 a
pH 9,0. La température optimale est de 37°C et I’intervalle de croissance va de 30 a 45°C.
Elle hydrolyse le Tween 80 et ne produit pas d’indole. Le nitrate est faiblement réduit en
anaérobiose en nitrite sans production de gaz. Les sucres et les acides aminés ne sont pas
utilisés par la souche B2 comme seule source de carbone, d’énergie et/ou d’azote. L’acétate

est assimilé. Elle hydrolyse I’amidon et la gélatine mais non I’esculine.

Les cellules sont résistantes a la kanamycine, a la bacitracine, a I’anisomycine, a la néomycine

et a I’lampicilline mais sensible au chloramphénicol et a la pénicilline G.

La composition des acides gras membranaires est caractérisée par la présence de Cio.0, Ci2:0,
Ci20 3-OH, Cyp1 is0 et/ou Ciaq1 3-OH, Ci0 N alcool, Cis109¢, Cig0, CigzmbC, Cigio,
Ci1s:0Mel0 et d’autres acides gras présents en faibles proportions. Le contenu en G+C de
I”’ADN génomique est de 56,0 mol % (Tr,).

La souche type est B2" (= CECT 7106'= LMG 23122"), isolée de la sebkha Ezzemoul en

Algérie. Le nombre d’acces de la séquence du gene d’ARNr 16S dans Genbank de la souche
B2" est DQ129689.
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L’analyse de la diversité des communautés microbiennes d’environnements extrémes
peut présenter un intérét économique et aussi une valeur fondamentale. De telles études
contribuent d’une part a un inventaire des espéces vivantes tel que cela a été proposé par Pace
(1997), et d’autre part a mieux définir quelles pourraient étre les frontiéres géographiques et
physico-chimiques du vivant. Elles permettent aussi la recherche de potentialités
biotechnologiques chez ces microorganismes. On peut voir une valeur pécuniaire au travers
des processus métaboliques que I’on peut détecter, cloner et exprimer a une échelle

industrielle.

Les conditions extrémes de salinité font de la sebkha Ezzemoul situee a Ain M’Lila un
modeéle intéressant pour I’étude de la diversité microbienne. L’objectif principal de ce travail
était I’analyse de la diversité microbienne des échantillons de saumures prélevés sur cette
sebkha par une approche culturale et moléculaire. Pour remplir cet objectif, il convenait dans
un premier temps de proceder a I’isolement de la microflore sur plusieurs milieux spécifiques
pour les halophiles. Quarante souches ont été isolées et purifiées. Pour les identifier, nous
avons donc dd nous baser sur le principe de la taxinomie polyphasique qui integre des
informations de nature phénotypique, génotypique et phylogénétique puisque aucune de ces

souches n’aurait pu étre identifiée correctement par I’utilisation d’un seul de ces outils.

Ces approches ont permis d’accéder a une diversité phylogénétique incluant des especes
archéennes et bactériennes et de mettre en évidence une nette prédominance du domaine
Archaea. Ces résultats suggerent donc une forte représentativité des archaea halophiles
extrémes dans la sebkha, qui corroborent avec tous les travaux déja réalisés (Anton et al.,
1999, 2000 ; Benlloch et al., 2001, 2002 ; Grant, 2004 ; Oren, 2002b). En effet, elles sont
considérées comme les organismes les plus halophiles connus sur Terre. Elles représentent
I’essentiel des formes vivantes de ces environnements, principalement lorsque la salinité
dépasse 25 % (p/v) (Oren, 1990 ; Benlloch et al., 1995 ; Ochsenreiter et al., 2002 ; Caton et
al., 2004). La plupart d’entre elles contiennent des pigments qui donnent & I’eau une couleur
rose, orangé ou pourpre caractéristique (Oren, 2002c). Cette capacité de survie requiert de la
cellule entiere (les membranes, les ribosomes, les protéines, etc.) une adaptation tout a fait
spéciale. D’autre part cet environnement permet a I’haloarchaea un mode de vie a I’abri des
pressions compétitives car peu de microorganismes supportent ces conditions.

L’étude de la physiologie et de la biochimie n’a pas permis une réelle distinction entre les
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souches archéennes, vu que la plupart des substrats tests ne sont pas utilisés comme source
unique de carbone, d’énergie et/ou d’azote. Par ailleurs, elles sont toutes aérobies strictes, mis
a part quelques souches qui possedent en plus la capacité de réduire les nitrates en
anaérobiose et/ou de fermenter I’arginine. Cette derniére propriété est propre au genre
Halobacterium. Nous reconnaissons que I’analyse des lipides polaires membranaire par
chromatographie sur couche mince, au niveau de la classification en genres, est la méthode la
plus simple, la plus rapide qui a permis de regrouper les isolats archéens dans les genres
Halobacterium, Haloarcula, Halobaculum, Halococcus, Haloferax, Halorubrum et
Haloterrigena, membres de la famille des Halobacteriaceae. Par ailleurs, une majorité des
souches isolées est retrouvee dans le genre Halorubrum. Quand au séquencage de I’ADNr
16S a donné un élan supplémentaire dans la taxinomie et a permis d’établir des relations de

parenté entre nos séquences et celles de la base de données Genbank.

Cette étude a permis également la description de deux souches bactériennes halophiles,
aérobies et affiliées aux groupes des Gamma-Proteobacteria. La premiére est apparentée aux
especes halophiles extrémes alors que la seconde est intimement liée aux espéces halophiles
modérées de la famille des Halomonadaceae.

Au sein de la collection de microorganismes, archées et bactéries halophiles qui a été
constituée, certaines souches se sont révélées taxinomiquement intéressantes. Des études
d’homologies ADN-ADN ont donc été entreprises afin de déterminer leur positon exact car ce
test permet de classifier les souches sans aucune ambiguité. Sur la base des résultats obtenus,
deux nouvelles especes appartenant a I’ordre archéens des Halobacteriales et a I’ordre

bactérien des Oceanospirillales ont été ainsi décrites.

v' La premiere nommée Halorubrum ezzemoulense (sp. nov.), a fait I’objet d’une
caractérisation (Kharroub et al., 2006).

v La seconde espéce décrite appartenant aux Gamma-Proteobacteria appelée Salicola salis
(sp. nov.) (Kharroub et al., 2006).

Ces deux procaryotes sont des hétérotrophes halophiles extrémes. QOutre I’intérét lié a leur

position taxinomique nouvelle, Halorubrum ezzemoulense produit un exopolymére. Aussi,

Salicola salis est la premiére bactérie halophile extréme isolée dans le continent africain.
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Conclusion générale et Perspectives

Par ailleurs, I’ADN de la souche S1 a montré un niveau d’homologie faible avec ceux des
souches de références proches du genre Haloarcula. Ce test a lui seul justifie la classification
de cette souche dans une nouvelle espece. D’autre part, le séquencage de la petite sous unité
ribosomal a été déterminant dans la classification de la souche S3 car elle aurait pu étre
incluse dans le genre Haloferax sur la base de I’analyse des lipides polaires membranaires. De
méme, le résultat d’hybridation ADN-ADN permettait d’affirmer sa parenté avec

I’haloarchaea non décrite Haloalcaliplilum atacamensis.

Suite a cette étude, il apparait clairement que les méthodes culturales et moléculaires sont
parfaitement complémentaires et nécessaires a I’étude de la diversité microbienne d’un
écosysteme. Cependant, les contraintes techniques et financiéres inhérentes font que la plupart
des études phylogénétiques soient rares dans notre pays. Mais au vu des résultats acquis au
cours de cette étude, il serait particulierement intéressant de poursuivre I’identification des
souches. Aussi, dans la continuation directe de ce travail, I’étude de la microflore de nouvelles

sebkhas est envisageable.

La recherche d’intérét biotechnologique de ces souches ne faisait pas partie des objectifs fixés
dans cette étude. Néanmoins, des essais préeliminaires de production d’exopolymeéres par
quelques souches ont été effectués. Ces résultats nous incitent, dans le futur, a déterminer la

nature chimique de ces polymeres.
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Annexe 1 :Tableau 2.

Halobacteriaceae).

Classification des haloarchaea (Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, Halobacteriales,

Genre | Espéce type | Références |
Halobacterium | Halobacterium salinarum | (Elazari-Volcani, 1957) |
Haloarcula | Haloarcula vallismortis | (Ganzalez et al., 1978 ; Torreblanca et al., 1986) |
Halobaculum | Halobaculum gomorrense | (Oren et al., 1995) |
Halococcus | Halococcus morrhuae | (Klebahn, 1919 ; Kocur & Hodgkiss, 1973) |
Haloferax Haloferax volcanii (Mullakhanbhai & Larsen, 1975 ; Torreblanca et

al., 1986)

Halogeometricum

Halogeometricum borinquense

(Montalvo-Rodriguez et al., 1998) |

Halorubrum

Halorubrum saccharovorum

(Tomlinson & Hochstein, 1976 ; McGenity &
Grant, 1995)

Haloterrigena

Haloterrigena turkmenica

(Zvyagintseva & Tarasov, 1987; Ventosa et al.,
1999)

Natrialba Natrialba asiatica (Kamekura & Dyall-Smith, 1995)

Natrinema Natrinema pellirubrum (McGenity et al., 1998)

Natronobacterium Natronobacterium gregoryi (Tindall et al., 1984)

Natronococcus Natronococcus occultus (Tindall et al., 1984)

Natronomonas Natronomonas pharaonis (Soliman & Triper, 1982 ; Kamekura et al., 1997)
Natronorubrum Natronorubrum bangense (Xu et al., 1999)

Halomicrobium

Halomicrobium mukohataei

(Oren et al., 2002b)

Halorhabdus

Halorhabdus uthensis

Halosimplex

Halosimplex carlsbadense

(Vreeland et al., 2002)

Halobiforma

Halobiforma haloterrestris

(Hezayen et al., 2002)

Halalkalicoccus

Halalkalicoccus tibetensis

(Xue et al., 2005)

Natronolimnobius

Natronolimnobius baerhuensis

(Itoh et al., 2005)

Halovivax

Halovivax asiaticus

(Castllo et al., 2006a)

Halostagnicola

Halostagnicola larsenii

(Castillo et al., 2006b)

Haladapdatus

Haladaptatus paucihalophilus

|
|
|
|
|
|
|
(Waing et al., 2000) |
|
|
|
|
|
|
|

(Savage et al., 2007)
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Annexe2 : Tableau 4. Bactéries halophiles associées aux environnements hypersalins.

Affiliation | Espéces | Références | Sources

Proteobacteria

a-Proteobacteria

Rhodobacterales

Rhodobacteraceae Saligiper mucescens (Martinez-Canovas et al., | Sol salé
2004a)

Palleronia marismortui (Martinez-Checa et al., | Sol salé

2005)

y-Proteobacteria

Oceanospirillales
Alcanivoraceae

Halomonadaceae

Antarctobacter heliothermus

Halovibrio denitrificans®
Halospina denitrificans™
Salicola marasensis™

Alcanivorax borkumensis

Halomonas elongata
Halomonas subglaciescola

Halomonas meridiana

Halomonas halodurans
Halomonas halmophila
Halomonas eurihalina
Halomonas salina
Halomonas halodenitrificans

Halomonas pantelleriensis
Halomonas desiredata

Halomonas campisalis

Halomonas maura
Halomonas magadii

Halomonas marisflavae
Halomonas glaciei

Halomonas halocynthiae
Halomonas ventosae

Halomonas anticariensis
Halomonas neptunia

Halomonas sulfidaeris
Halomonas axialensis
Halomonas hydrothermalis
Halomonas boliviensis
Chromohalobacter
marismortui
Chromohlbacter canadensis
Chromohalobacter
israeliensis
Chromohalobacter
salexigens

Cobetia marina

(Labrenz et al., 1998)

(Sorokin et al., 2006)
(Sorokin et al., 2006)
(Maturrano et al., 2006b)

(Yakimov et al., 1998)

(Vreeland et al., 1980)
(Franzmann et al., 1987)

(James et al., 1990)

(Hebert & Vreeland, 1987)
(Dobson et al., 1990)
(Quesada et al., 1990)
(\Valderrama et al., 1991)
(Dobson &  Franzmann,
1996)

(Romano et al., 1996)
(Berendes et al.,1996)

(Mormile et al., 1999)

(Bouchotroch et al., 2001)
(Duckworth et al., 2000)

(Yoon et al., 2001)
(Reddy et al., 2003)

(Romanenko et al., 2002)
(Martinez-Canovas et al.,
2004b)
(Martinez-Céanovas et al.,
2004d)

(Kaye et al., 2004)

(Kaye et al., 2004)

(Kaye et al., 2004)

(Kaye et al., 2004)
(Quillaguaman et al., 2004)
(Ventosa et al., 1989)

(Arahal et al, 2001a)
(Arahal et al., 2001a)

(Arahal et al., 2001b)

(Arahal et al., 2002)

Lac hypersalé Ekho
(Antarctique)

Lac salé (Sibérie)
Lac salé (Sibérie)
Salines (Pérou)

Eau marines

Salines (Espagne)
Lac hypersalé
(Antarctique)

Lac hypersalé
(Antarctique)
Estuaire

Mer Morte
Salines (Espagne)
Salines (Espagne)
Salines

Lac natroné (Kenya)
Lac hypersalé
(Antarctique)

Lac natroné
(Washington)
Salines (Maroc)

Lac natroné,
(Kenya)

Eau marine
Lac
(Antarctique)
Eau marines
Sol salé
Espagne)

Sol  salé
Espagne)
Sources chaudes
océanique

Sol salé (Bolivie)
Mer Morte
Salines
Mer Morte
Eaux
(Espagne)
Eaux marines (USA)
Dead Sea

Magadi

hypersalé

(Jaén,

(Malaga,

marines

Salines

Salines
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Tableau 4. Bactéries halophiles associées aux environnements hypersalins (suite).

Affiliation | Espéces | Références Sources |
Halomonas alkaliantarctica | (Poli et al., 2007) Lac hypersalé
(Antarctique)
Saccharospirillaceae Saccharospirillum (Labrenz et al., 2003) Lac hypersalé  Ekho
impatiens (Antarctique)

Pseudomonadales
Pseudomonadaceae

Vibrionales
Vibrionaceae

Alteromonadales

Pseudomonas halophila

Salinivibrio costicola

(Fendrich, 1988)

(Mellado et al., 1996)

Grand Lac Salé, Utah
(USA)Salines

Eaux marines

Alteromonadaceae Marinobacter (Gauthier et al., 1992) Sédiments marins
hydrocarbonoclasticus (Japan)
Marinobacter excellens (Gorshkova et al., 2003) Sol salin (Espagne)
Marinobacter lipolyticus (Martin et al., 2003) Sol salé
Microbulbifer salipaludis (Yoon et al., 2003a) Lac salé
Spirochaetes
Spirochaetes
Spirochaetales
Spirochaetaceae Spirochaeta halophila (Greenberg & Canale- Salines
Paroca, 1976)
Firmicutes
Bacilli
Bacillales
Bacillaceae Halobacillus halophilus (Spring et al., 1996) Salines
Bacillus haloalkaliphilus (Fritze, 1996) Lac hypersalé natroné
(Egypte)
Bacillus marismortui (Arahal et al., 1999) Mer Morte
Gracilibacillus dipsosauri (Waing et al., 1998) Grand Lac Salé, Utah
(USA)
Gracilibacillus (Waing et al., 1998) Grand Lac Salé, Utah
halotolerans (USA)
Halobacillus litoralis (Spring et al., 1996) Grand Lac Salé, Utah
(USA)
Halobacillus trueperi (Spring et al., 1996) Grand Lac Salé, Utah
(USA)

Halobacillus karajensis
Halobacillus dabanensis
Halobacillus aidingensis
Halobacillus locisalis
Virgibacillus salexigens

(Amoozegar et al., 2003)
(Liu et al., 2005)

(Liu et al., 2005)

(Yoon et al., 2004a)
(Garabito et al., 1997 ;
Heyrman et al., 2003)

Sol salin (Iran)

Lac hypersalé Xinjiang
Lac hypersalé Xinjiang
Mer Morte

Salines (Corée)
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Tableau 4. Bactéries halophiles associées aux environnements hypersalins (suite).

Affiliation | Espéces | Références Sources
Virgibacillus (Arahal et al., 1999; | Salines
marismortui Heyrman et al., 2003)

Staphylococcaceae

Sporolactobacillaceae

Salinicoccus roseus
Salinicoccus hispanicus

Marinococcus halophilus
Marinococcus albus

(Ventosa et al., 1990)
(Ventosa et al., 1992)

(Hao et al., 1984)
(Hao et al., 1984)

Salines (Espagne)
Salines (Espagne)

Salines
Salines

Bacteroidetes
Flavobacteria
Flavobacteriales
Flavobacteriaceae

Flavobacterium salegens

Flavobacterium
gondwanense

(Dobson et al., 1993)

(
Dobson et al., 1993)

Lac hypersalé
(Antarctique)
Lac hypersalé
(Antarctique)

Sphingobacteria
Sphingobacteriales
Crenotrichaceae

Salinibacter ruber*

(Anton et al., 2002)

Salines (Espagne)

*, bactéries halophiles extrémes.




Annexes

Annexe 3 :Tableau 5. Composition des milieux de culture utilisés.

Quantité (g)
Composants 1 2 3 4 5 6 7 8
NaCl 250 250 160 125 125 175 200 195
MgS0O,.7H,0 20 5 20 49,83
KCI 5 5 4 1 5
CaCl,. 2H,0 0,2 0,13 0,13 0,1 0,92
NH,CI 5
MgCl,. 6H,0 20 160 100 20 34,66
K,SO, 1 1 5
NaHCO, 0,166
NaBr 0,58
FeClz. 6H,0 ™
KH,PO, 0,3
Extrait de levure 5 10 5 0,5 5
Tryptone 5 1 1
Na-glutamate 20
Saccharose 10
Glucose 1
Amidon soluble 2 2 0,5
Bactopeptone 0,5
Casaminoacides 0,5
Na-pyruvate 0,3
Protéose peptone 5
Eau distillée (ml) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

1, milieu pour bactéries halophiles (Atlas, 1997); 2, milieu de Czechoslovack (Brisou, 1980); 3, milieu minimal
de Haloferax mediterranei; 4, milieu de Oren (1983b); 5, milieu modifié de la formulation de Oren (1983b); 6,
milieu de Oren & Litchfield (1999); 7, milieu de Antén et al. (2002); 8, milieu de Torreblanca et al. (1986).

*, gouttes.

Annexe 4. Solutions révélatrices pour les lipides polaires membranaires (Kates, 1972).

4 Révélation des spots de glycolipides
Dissoudre 0,5 g de a-naphtol dans 100 ml de méthanol-eau (1 :1, v/v).

5 ml de H,SO, concentré dans 95 ml d’éthanol 96 °.

v Révélation des phospholipides

Solution A

Dissoudre 16 g de molybdate d’ammonium dans 120 ml avec de I’eau distillée.
Solution B
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80 ml de la solution A

40 ml d’acide chlorhydrique concentré

10 ml de mercure.

Le mélange a été agité pendant 30 minutes puis filtré. Au moment de I’utilisation, la solution B est diluée dans

un rapport 1 : 3 (solution B - eau distillée).

Annexe 5. Solutions utilisées au cours de I’extraction de I’ADN

v Solution SDS a 25 %
Dissoudre 250 g de sodium dodecyl sulfate dans 900 ml d’eau distillée. Chauffer a 68 °C jusqu’a compléte

dissolution puis ajuster le pH a 7,2 par HCI. Compléter a 1000 ml avec de I’eau distillée.

v Solution de NaCl 5 M
Dissoudre 292,2 g de NaCl dans 1000 ml et autoclaver a 120 °C pendant 15 minutes.

4 Solution acétate de sodium (3 M, pH 5,2)
Dissoudre 408,1 g d’acétate-Na. 3H,O dans 800 ml d’eau distillée. Ajuster le pH a 5,2 avec de I’acide acétique
glacial. Compléter a 1000 ml et autoclaver.

v Solution SSC 20x

NaCl 1753 g
Nas citrate. 2H,0 88,2¢g
Eau distillée 1000 ml
pH 7,0

v Solution de RNAase (60 pg/ml)
RNAase 60 mg
Eau bidistillée 100 ml

Dissoudre sans agitation. Chauffer 10 minutes a 90°C. Conserver en eppendorf a — 20°C.

v Protéinase K (10 mg/ml)
Protéinase 1lg
Eau bidistillée 100 ml

Dissoudre puis conserver en eppendorf a — 20°C.
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Annexe 6 :Tableau 10. Origine des séquences utilisées.

Groupe | Espéces | Ne°d’acces | Références |
Archaea  halophiles | Halobacterium salinarum AJ496185 (Elazari-Volcani, 1957)
extrémes
| Halobacterium noricense | AJ548827 | (Gruber et al., 2004) |
| Halorubrum coriense | S70829 | (Oren & Ventosa, 1996) |
| Halorubrum sodomense | X82169 | (Orenetal., 1983) |
| Halorubrum trapanicum | X82168 | (Elazari-Volcani, 1957) |
| Halorubrum xinjiangense | AY510707 | (Feng et al., 2004) |
| Halorubrum tebenquichense | AJ276887 | (Lizama et al., 2002) |
| Halorubrum terrestre | AB090169 | (Ventosaetal., 2004) |
| Halorubrum vacuolatum | D87972 | (Kamekuraetal., 1997) |
| Halorubrum alkaliphilum | AY510708 | (Feng et al., 2005) |
| Halorubrum tibetense | AY149598 | (Fan et al., 2004) |
‘ Halorubrum saccharovorum ‘ U17364 ‘ (Tomlinson & Hochstein,
1977)
| Halorubrum lacusprofundi | U17365 | (Franzmann et al., 1989) |
| Halorubrum distributum | D63572 | (Oren & ventosa, 1996) |
‘ Haloferax volcanii ‘ K00421 ‘ (Mullakhanbhai &‘
Larsen, 1975)
| Haloarcula vallismortis | U17593 et U68451 | (Gonzalezetal., 1978) |
| Haloarcula argentinensis | D50849 | (lhara et al., 1997) |
| Haloarcula marismortui | X61688 et X61689 | (Oren et al., 1990) |
| Halobaculum gomorrense | AF333760 | (Oren et al., 1995) |
| Halosimplex carlsbadense | AF320478 | (Vreeland et al., 2003) |
Halomicrobium mukohataei D50850 (Ihara et al., 1997 ; Oren
et al., 2002)
Haloterrigena thermotolerans AF115478 (Montalvo-Rodriguez et
al., 2000)
Methanospirillum hungatei M60880 (Harmsen et al., 1996,
2002)

Bactéries halophiles | Halovibrio denitrificans | DQ072718 | (Sorokinetal., 2006) |
| Halospina denitrificans | DQ072719 | (Sorokin etal., 2006) |
| Salicola marasensis | DQ019934-5 | (Maturrano et al, 2006b) |
| Pseudomonas halophila | AB021383 | (Fendrich, 1988) |
| Alcanivorax venustensis | AF328762 | (Liu & Shao, 2005) |
| Alcanivorax borkumensis | Y12579 | (Yakimov etal., 1998) |
| Halomonas elongata | AJ295147 | (Vreeland etal., 1980) |
| Halomonas salina | AJ243448 | (Valderrama et al., 1991) |
| Halomonas halmophila | AJ306889 | (Dobson et al., 1990) |
| Halomonas organivorans | AJ616910 | (Garcia et al., 2004) |
| Halomonas eurihalina | X87218 | (Quesadaetal., 1990) |

Halomonas ventosea AY?268080 (Martinez-Cénovas et al.,

2004b)
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Tableau 10. Origine des séquences utilisées (suite).

Groupe | Espéces | N°d’accés | Références |
| Chromohalobacter canadensis | AJ295143 | (Arahal et al, 2001a) |
| Chromohalobacter israelensis | AJ295144 | (Arahal et al, 2001a) |
| Marinobacter lutaoensis | AF288157 | (Shieh et al., 2003) |
| Marinobacter sedimentalis | AJB09270 | (Romanenko et al., 2005) |
| Zymobacter palmae | D14555 | (Okamoto et al., 1993) |
| Microbulbifer maritimus | AY377986 | (Yoon et al., 2004b) |
| Microbulbifer elongata | AF500006 | (Yoon et al., 2003b) |

Bactérie | Bacillus subtils | AF200210 | |

Annexe 7. Solutions utilisées au cours de I’hybridation ADN-ADN

Tampon phosphate (1 M):
Na,HPO, 142 g
NaH,PO, 120 g

Tampon 1 (0,15 M NaCl et 0,1 M acide maléique a pH 7,5) :

NaCl 4349
Acide maléique 584
NaOH 4,015¢g
Eau MilliQ 500 ml

v Solution de détection :

Tampon 1,5ml
Albumine 0,5 %

Anti-digoxygénine-AP (Boehringer, cat 1093274) 1 pl

v Solution de révélation :

Tampon 2 5ml

Eau MilliQ 5ml

MgCl,. 6H,0 (0,1 mg/ml) 3,5ul

Para-nitrophénylephosphate (Sigma, cat N-9389) 10 mg

Tampon 2 (pH 9,6):

Na,CO, 1,59 g
NaHCO, 2,939
MgCl,. 6H,0 0,203 g

Eau MilliQ 1000 ml
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Annexe 8. Séquences des génes d”ARNTr des souches isolées

Séquence de I’ADNr 16S de la souche 5.1 (Halorubrum ezzemoulense sp. nov.)

CCTATGGGACGAT TTAGCCATGCTAGTI CGCACGAGT TCAGACT CGTGGCGAATAGT CCATTAACACGGAGGAAAA
AACTACCCT TCGGAACACAATACCCT CTCCGAAACT GAGGCTAATAGT GTATACCATACCACCACT GGAATGAGT
GGTATGCCAAACGCT CCGECGCCGAAGGAT GT GECT GCGECCGAT TAGGT AGACGGT GEGGT AACGECCCACCGT
GCCAATAATCGGTATGGGT CAT GAGAGT GAGAACCCAGAGACGGAAT CTGAGACAAGAT TCCGEGEGECCCTACGCEEG
CGCAGCAGGCGCGAAACCT TTACACT GCACGACAGT GCGATAGGGEGGAT CCCAAGT GCACAGECATAGCGCCTGT
GCTTTTCGGTACCCT AAGCCGGT ACCAGAAT AAGGGECT GGGCAAGACCGEGET GCCAGCCGCCGCGGTAATACCGEC
AGCCCAAGT GATGGCCGATCTTAT TGEECCTAAAGCGT CCGT AGCT GGCCGCGCAAGT CCATCGGGAAATCCACC
TGCTCAACAGGT GGECGCCCGGTAGAAACT GCGT GECT TGEGACCCCGAAGGCECCGACCGGEGTACGT CCCAEEGT
AGGAAGT GAAT TCCCCGT AATCCTNGACGGANCCGCCGAT GGCGAAAGCACGT CGCGAGAACGGATCCGACAGT G
AGGGACGAAAAGCCAGGGT CTCGAACCGGAT TAGATACCCGGGTAGT CCTGGCCGTAAACAATGT CTGCTAGGT G
TGGCTCCCACTACGAGT GEGT GCTGT GCCGT AGGGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCT GGGAAGT ACGT CCGCAAGG
ATGAAACTTAAAGGAAT TGGECGEEEGAGCACT ACAACCGGAGGAGCCT GCGGT TTAAT TGGACT CAACGCCGGAC
ATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGACGAT CAGGT TGATGACCT TATCCGAGCT TCAGAGAGGAGGT GCAT GG
CCGCCGT CAGCTCGTACCGT GAGGECGT CCTGI TAAGT CAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCT TACTTGCCAGCA
GTACCGCGAGGT AGCT GGCGACAGT AGGGEGGACCGCCGT GGCT AACACGGAGGAAGGAACGGEECAACGGTAGGTC
AGTATGCCCCGAATGT GCT GEGECAACACGCGGEECTACAAT GGT CGAGACAAAGGGT TCCAACT CCGAAAGGAGAC
GGTAATCTCAGAAACT CGATCGT AGT TCGGAT TGT GGGCT GCAACT CGCCCACATGAAGCT GGATTCGGTAGT AA
TCGCGT GTCACAAGCGCGCGEGT GAATNCGT CCCCTGCT CCTNGAACACACCGCCCGT CAAAGCACCCGATTTTCT
CCCGGATGAGNGAGT ACCT CGTACGT CGAAT CTGGGCTNCGCAAGGGGECECTAAGT

Les bases qui n’ont pas donné de lecture précise (identifié par N) lors du séquengage du produit PCR.

Séquence de I’ADNr 16S de la souche 1°2

GGGGT CAGAT TTAGCCATGCTAGT CGCACGAGNT TCAGGACT CGTGGCATAATCCTCCTTAGT AACACGGGAAAA
AAAACTACCCT TCGGAAGCGACGATACCCT TCCCGAAACT GGAGGGGAATAATGCATAT CACT CTCCAGCTGGAA
TGAGGAT TGAGT CAAACGCT CCGGCGCCGAAGGAT GT GGCT GCGECCGAT TAGGT AGACGGT GGGGTAACGECCC
ACCGT GCCAATAATCGGTACGGGT CATGAGAGT GAGAACCCGGAGACGGAAT CTGAGACAAGAT TCCGGGCCCTA
CGGGECGCAGCAGECGCGAAACCT TTACACT GCACGACAGT GCGATAAGGGAAT CCCAAGT GCGCAGGCATATAG
TATGCGCTTTTGTACACCGT AGGGAGGT GTACGAAT AAGGGCT GGGCAAGACCGGT GCCAGCCGCCGCGGTAATA
CCGGCAGCCCGAGT GATGGCCGATCT TATTGGGCCTAAAGCGT CCGT AGCT GGCCGCACAAGT CCATCGGAAAAT
CCACCCGCCCAACGEGT GEECGT CCGGT GGAAACT GT GT GGECT TGGGACCGGAAGGCGCGACGEGTACGT CCGGG
GTAGGAGT GAAAT CCCGT AAT CCT GGACGGACCGCCGAT GGCGAAAGCACGT CGAGAGGACGGATCCGACAGT A
GGGACGAAAGCCAGGGT CTCGAACCGGAT TAGATACCCCCGGAT TAGATACCCGGGT AGT CCTGGCTGTAAACAA
TGCCTTATAGGT GT GGCT CCCCCTACGAGCGGEGT GCTGT GCTGT AGGGAAGCCGATAAGCAGCCCCCCT GGGAAG
TATGT CCGCAAGGATGAAATTTAAAGGAAT GGGCCEEGEGAGCACTACACCCGGAGGAGCCTGCGGT TTAATTGGT
CTAAACGCGGGACATCTCACCAGCATCGACT GTAGTAAT GACGCCCAGGT TGATGACT TTGTCCGAGT TTCAGAG
AGGAGGT GCATGCCCGCCT TCAGCT CGTACCGT GAGGCGT CCTGI TAAT TCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCC
TTACTTCCCACCAGCACT GCGAAGT GGCT GGEGACAGT AGGGAGACCGCCGT GGCCAACACGGAGGAAGGAACGG
GCAACGGTAGGT CAGTATGCCCCGAAT GT GCT GGGCAACACGCGGEGECT ACAAT GGT CGAGACAAAGGGT TCCAAC
TCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACT CGATCT TAGT TCGGAT TGT GGGCTACAACT CGCCCCCAGGAAGCTG
GATTCGGTAGTAATCGT GT TTCACAAGCGCCCGGTGAATACTTCCTTGT TCTTTCCACGCACCGCCCTTCAAACC
ACCCGAGT GAGT TCCGGATAAGGCAGGAT GCCACGT GT CGAAT CT GGGCT TCGCAAGGGEGECT TAAGT CGAACAA
GGAGC

Séquence de I’ADNr 16S de la souche 4’1

ATATAGAATGCTAGCTGCACGAGT TCACACT CGTGGCGAAT TTCCCAGT AACACGAGAAAAAACTACCCTACAGA
GAACGATAACCT TCCGAAACT GAGGGAAAAAGT TCATACGGEGAGT CAT GCTGGAAT GCCGACT CCCCGAAACGCT
CAGGCGCTGTAGGAT GTGGAT GCGAAGGAT TAGGT AGACGGT GGEGT AACGGACCAGCGT GCCGATAATCGGTAC
GIATTGT GAGAGCAAGAGCCCGGAGACGCGAAT CTGAGACAAGAT TCCGEEECCCT ACGCEEECEGCAGCAGGECGCGAA
ACCTTTACACT GCACGCAAGT GCGATAAGGGEGACCCCAAGT GCGAGGGCATATAGI CCTCCCTTTTCTCGACTGT
AAGGCGGT CGAGGAATAAGAGCT GGGCAAGACCGGT GCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGT GATGAC
CGATATTATTGGEECCTAAAGCGT CCGT AGCCGECCACGAAGGT TCATCGGGAAAT CCECCAGCTCAACT GGT GGG
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CGT CCGGTGAAAACCACGT GGCT TGEGACCGGAAGGAT CGAGGEEGT ACGT CCEEEGT AGGAGT GAAATCCCGT AA
TCCTGGACGGACCACCGAT GGCGAAAGCACCT CGAGAAGACCGAT CCGACGGT GAGGGACGAAAGCTAGEGT CTC
GAACCGGAT TAGATACCCGGGTAGT CCTAGCTGTAAACGAT GCTCGCTAGGT GTGACACAGGCTACGAGCCTGT G
TTGTGCCGT AGGGAAGCCGAGAAGCGAGCCGCCT GGGAAGT ACGT CCGCAAGCGATGAAACT TAAAGGAAT TGECG
GGGGAGCACT ACAACCGGAGGAGCCTGCGGT TTAAT TGGACT CAACGCCGGACAT CTCACCAGCTCCGACTATAG
TAATGACGGT CAGGT TGATGACCT TATCACGACGCTATAGAGAGGAGGT GCAT GECCGCCGT CAGCT CGTACCGT
GAGGCGT CCTGTTAAGT CAGGCAACGAGCGAGACCCGCACT TCTAATTGCCAGCAGCAGT TTCGACT GECTGEGT
ACATTAGAAGGACT GCCCCT CCTAAAGCCGAGGAAGGAACGEGECAACGGT AGGT CAGTATGCCCCGAATGAGCT G
GGCTACACGCGGGECTACAATGGT CGAGACAATGGEGT TGCTATCTCGAAAGAGAACGCTAAT CTCCTAAACT CGAT
CGTAGT TCGGAGT GAGGECTGAAACT CGCCCT CATGAAGCT GGAT TCGGTAGTAATCGCATTTCAATAGAGT GCG
GIGAATACGI TTCTTCCTCCCT TGCACGCGEGAAAGCCCGT CAAAGCACCCGAGT GAGT TTTTTTCCTAGT CCAAGG
AGATCGGTGGT CGAAT CTGGEGECT TCGCAAGGEEGECT TAAGT CGAACAACGEECCECG

Séquence de I’ADNr 16S de la souche S1

GTTCGGAGT CGATTTAGCCATGCTAGT TGCACGAGT TCAGACT CGTAGCATATANCTNAGTAACACGT GAGAACA
AACTACCCT ACAGACCGCAAT AACCT CCCGGAAACT GGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCATGCTGGAGT GCC
GAGAGATAGAAAT GT TCCGGCGCT GTAGGAT GT GEGCT GCGGCCGAT TAGGT AGAT GGT GGGGT AACGGCCCACCA
TGCCGATAATCGGTACAGGT TGT GAGAGCAAGAGCCT GGAGACGGT AT CT GAGACAAGAT ACCGGGCCCTACGEG
GCGCAGCAGGCGCGAAACCT TTACACT GCACGACAGT GCGATAGGGGGACT CCGAGT GT GAGGGCATATAGCCCT
CGCTTTTCTGAACCGT AAGGT GGTACAGGAACAAGGACT GGGCAAGACCGGT GCCAGCCGCCCCGGTAATACCGG
CAGT CCAAGT GATGCCCGATATTAT TGGGECCTAAAGCGT CCGTAGCT TGCTGT GTAAGT CCAT TGGGAAATCGAC
CAGCTCAACT GGT CGECGT CCGGT GGAAACT ACACAGCT TGGGEGECCGAGAGACT CAACGGEGT ACGT CCGGGGTAG
GAGT GAAATCCT GT AAT CCT GGACGGACCACCAAT GGGGAAAACCACGT TGAGAGT CCGGACCCGACAGT GAGGEG
ACGAAAGCCAGGGT CTCGAACCGGAT TAGATACCCGGGTAGT CCTGGECT GTAAACAAT GCTCGCTAGGTATGI CA
CGGGCCATGAGCACGT GATGT GCCGTAGT GAAGACGAT AAGCGAGCCGCCT GGGAAGTACGT CCGCAAGGATGAA
ACTTAAAGGAAT TGGECCEEGEGAGCACCACAACCGGAGGAGCCT GCGGT TTAAT TGGACTAAACGCCGGAAATCTC
ACCGGT CCCGACAGTAGT AATGACAGT CAGGT TGACGACT TTACT CGACGCTACT GAGAGGAGGT GCATGGECCGC
CGTCAGCTCGTACCGT GAGGCGT CCTGT TAAGT CAGGCAACGAGCGAGACCCACACT TCTAGT TGCCAGCAACAC
CCTTGAGGTAGI TGGGTACACT AGGAGGACT GCCGCT GCT AAAGCGGAGGAAGGAAT GGGCAACGGTAGGT CAGT
ATGCCCCGAAT GGACCGGECAACACGCGEGECTACAAT GECT CT GACAGT GGGAT GCGACGCCGAGAGGCGAAGCT
AATCTCCAAACGGAGT CGTAGT TCGGAT TGCGEECT GAAACCCGCCCGCAT GAAGCTGGAT TCGGTAGT AATCGC
GT GT CAGAAGCGCGCGGT GAATACGT TTCTTCCT CCCT TGCAGCGGGAAAACCCGT CAAAGCACCCGAGT GEGGT
TTTTTTCTCCAGGCCGAGGAGGCGACGGT CGAAT CT GGGCT CCGCAAGGGEECT TAAGT CGTAATCAACGAGCC

Séquence de I’ADNr 16S de la souche B2 (Salicola salis sp. nov.)

GITTGATCATGGECTCAGAT TCTAACGCT GGCGECAGGECCTAACACAT GCAAGT CGAGCGECAGCAGECCCT CCGG
GGT GCTCECGAGCGEECEEACGEGET GAGT AATGCAT GGGAACT TACCCAGT AGT GGGGGATAGCCCGEEEGAAACCC
GGATTAATACCGCATACGCCCT GAGGEEGAAAGCGEEECT CCGECT CCCCCTAT TCGGATGEECCCATGT CCGATTA
GITTGTTGGTGAGGT AACGCECT TACCAAGGCGACGAT CCGTAGCT GGT CTGAGAGGAT GATCAGCCACACCGGGA
CTGAGACACGGCCCGGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GCGGAATAT TGGACAAT GGGGECAACCCT GATCCAGCC
ATGCCCCCGTGI GTGAAGAAGGCCT TTGEGT TGTAAAGCACT TTCAGCAGGGAGGAAAAGCT GGT CGCTAATACCG
GCCAGT GT TGACGT TACCT GCAGAAGAAGCACCG Ct AACT CCGT GCCAGCAGCCGECGGT AATACGGAGEGT GCA
AGCGT TAATCGGAAT TACT GGECGT AAAGGGECECGT AGGCGEGET TTGATAAGCGECT TGT GAAAGCCCCGGECECTCA
ACCTGGGAATTGCAATCCGAACTAT CAGCCTAGAGT GCAGCAGAGGGECAGT GGAAT TCCCGGT GTAGCGGT GAAA
TGCGTAGATAT CCGGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACT GCCTGGGECT GACACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCG
TGGGTAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGCT GTAAACGT TGAGAACTAGT CGT TGGGECTATTAGA
GCCTTAGT GACGCAGCTAACGCGATAAGT TCTCCGCCT GEEGAGT ACGECCGCAAGGT TAANACTCAAATGAATT
GACGGGEEECCCCCACAAGCGGT GGAGCATGT GGTTTAAT TCGACGCAACGCGAAGAACCT TACCTGGTCTTGACA
TCCTGCGAAACTTGCTAGAGATAGCT TGATGCCT TCCGEGAGCGCAGT GACAGGT KCTGCAT GGCCGT CGT CAGCT
CGTI GT CGTGAGATGTI TGGGT TAAGT CCCGTAACGAGCGCAACCCT TGTCCTCAGT TACCAGCACT TCGGEGTGGEGC
ACTCTGGECGAGACT GCCGGET GACAAACCGGAGGAAGGT GEGEGAT GACGT CAGGT CATCATGGECCCT TACGGECCAG
GCCTACACACGT GCTACAAT GGEECGT ACAGAGGGECAGCGAGT GCGCGAGCGCAAGCGAAT CCCTTAAAGCGT CT
CTCAGT CCGGATCGGAGT CTGCAACT CGACT CCGT GAAGT CGGAATCGCTAGT AATCGCAGAT CAGAATGCTGCG
GTGAATACGT TCCCGGGECCT TGTACAACCGCCCGT CACACCAT GGGAGT GGACT GCACCAGAAGCGGT TAGTCTA
ACCTTCGGGAGGACGAT CGCCACGGT GT GGT TCACGACT GGGGT GAAGT CGTAACAAGGT AGCCGTAGGGGAACC
TGCGGCTGGATCACCTCCTTAAA
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Séquence de I’ADNr 16S de la souche 2a

ACTACCCT GGT GGNACGGGAATACT CTCTCCGAAACT GAGCCTAAWCCCCGATAACCCT TTGCTCCTGGAAGEEG
CAAAGCCGGAAACGCT CCCECGCCACAGGAT GCGECT GCGGT CGATTAGGT AGACGGT GGGGT AACGGCCCACCG
TGCCCATAAT CGGTACGGEGT TGT GAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAAT CTGAGACAAGAT TCCGEECCCTACGEG
GCGCAGCAGGCGCGAAACCT TTACACT GTACGAAAGT GCGATAAGGGGACT CCGAGT GTGAAGGCATAGAGCCTT
CACTTTTGTACACCGT AAGGT GGT GCACGAAT AAGGACT GGGECAAGACCGEGET GCCAGCCGCCGECGGT AATACCGG
CAGT CCGAGT GATGGCCGATCTTAT TGGGECCTAAAGCGT CCGT AGCT GGCT GAACAAGT CCGT TGGGAAATCTGT
CCCCTTAACGGGCAGGCGT CCAGCGGAAACT GT TCAGCT TGGGACCGGAAGACCT GAGGGGT ACGT CTGEGGTAG
GAGTGAAATCCTGTAAT CCT GGACGGACCGCCGGT GGCGAAAGCGCCT CAGGAGAACGGAT CCGACAGT GAGGEA
CGAAAGCTAGGGT CTCGAACCGGATTAGATACCCGGEGTAGT CCTAGCT GTAAACGAT GT N CCGCTAGGT GTGECG
CAGGCTACGAGCCT GCGCT G GCCGT AGGGAAGCCGAGAAGCGGACCGECCT GGGAAGTACGT CTGCAAGGATGAA
ACTTAAAGGAAT TGGECCEEGGAGCACTACAACCKGAGGAGCCT GCGGT TTAAT TGGACT CAACGCCGGACATCTC
ACCAGCCCCGACAGTAGTAAT GACGGT CAGGT TGATGACCT TACCCGAGGCTACT GAGAGGAGGT GCATGGECCGC
CGT CAGCT CGTACCGT GAGECGT CCTGI TAAGT CAGGCAACGAGCGWGACCCGCACT CCTAATTGCCAGCAGTAC
CCTTTGGCGTAGCTGEGTACAT TAGGT GGACT GCCGCT GCCAAAGCGCGAGGAAGGAACGGEECAACGGT AGGT CAGT
ATCGCCCCGAAT GEECT GGECAACACGCGEEECT ACAAT GGT CGAGACAAT GGGAAGCCACT CCGAGAGGAGECECT
AATCTCCTAAACT CGATCGTAGT TCGGAT TGAGGGECT GAAACT CGCCCTCATGAAGCTGGAT TCGGTAGT AATCG
CGT GT CAGCAGCGCGCGGT GAAT

Séquence de I°ADNr 16S de la souche 5-1

AACTACCCT TCGGAAACACAATACCT TCCGGAAACT GAGGCTAATAGT GTATACCATACCACCACT GGAATGAGT
GGTATGCCAAACGCT CCGGCGCCGAAGGAT GT GGCTGCGECCGAT TAGGT AGACGGT GGEGT AACGGCCCACCGT
GCCAATAATCGGT AT GGGT CAT GAGAGT GAGAACCCAGAGACGGAAT CTGAGACAAGAT TCCGGECCCTACGEEG
CGCAGCAGGCGCGAAACCT TTACACT GCACGACAGT GCGATAGGGEGGAT CCCAAGT GCACAGECATAGCGCCTGT
GCTTTTCGGTACCGT AAGGT GGT ACCAGAAT AAGGGCT GGGCAAGACCGGET GCCAGCCGCCGCGGTAATACCGEC
AGCCCAAGT GATGGCCGATCTTATTGGGECCTAAAGCGT CCGT AGCT GGCCGCGCAAGT CCATCGGGAAAT CCACC
TGCTCAACAGGT GGECGCCCGGTAGAAACT GCGT GGCT TGEGACCGGAAGECGCGACGEGT ACGT CCGGEGTAGG
AGT GAAAT CCCGT AAT CCT GGACGGACCGCCGAT GGCGAAAGCACGT CGCGAGGACGGAT CCGACAGT GAGGGAC
GAAAGCCAGGGT CTCGAACCGGAaT TAGATACCCGEGTAGT CCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGECTC
CCACTACGAGT GEGT GCT G GCCGT AGGGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCT GGGAAGTACGT CCGCAAGGAT GAAA
CTTAAAGGAAT TGECGGEGEEGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGT TTAAT TGGACT CAACGCCGGACATCTCA
CCAGCATCGACTGTAATAAT GACGACCAGGT TGATGACCT TGT CCGAGT TTCAGAGAGGAGGT GCATGECCGCCG
TCAGCT CGTACCGT GAGGCGT CCTGT TAAGT CAGCCAACGAGCGAGACCCGCACCCT TACT TGCCAGCAGTACCG
CGAGGTAGCT GGGGACAGT AGGEEGACCGCCGT GECTAACACGGAGGAAGGAACGEGECAACGGTAGGT CAGTATG
CCCCGAATGT GCT GGGECAACACGCGGEECTACAAT GGT CGAGACAAAGGGT TCCAACT CCGAAAGGAGACGGT AAT
CTCAGAAACT CGATCGTAGT TCGGAT TGT GGGECTGCAACT CGCCCACAT GAAGCT GGAT TCGGTAGTAATCGCGT
GT CACAAGCGCGCGGTGAATACT TCCCCTGCTCCT TGCGAAACACCGCCCGT CAAAGCACCCGATTTT

Séquence de I’ADNr 16S de la souche 5-2

SCAAGGAGCAGGGAACGTATTCACCGCGCGCT TGT GACACGCGATTACTACCGAAT CCAGCT TCATGT GGGCGAG
TTGCAGCCCACAATCCGAACTACGATCGAGT TTCTGAGATTACCGT CTCCTTTCGGAGT TGGAACCCTTTGICTC
GACCATTGTAGCCCGCGT GT TGCCCAGCACAGT CGEEGCATACTGACCTACCGT TGCCCGT TCCTTCCTCCGT GT
TAGCCACGECGEGT CCCCCTACTGTCCCCAACTACCT CGCGGTACT GCTGGCAAGT AAGGEGT GCGEGTCTCGCTCG
TTGCCTGACT TAACAGGACGCCT CACGGT ACGAGCT GACGGCGGECCAT GCACCTCCTCTCTGAAACT CGGACAAG
GTCATCAACCTGGT CGTCATTATTACAGT CGATGCT GGT GAGAT GT CCGGCGT TGAGT CCAATTAAACCGCAGGEC
TCCTCCGGT TGTAGT GCTCCCCCGCCAATTCCTTTAAGT TTCATCCT TGCGGACGTACT TCCCAGGCGGT CTGCT
TAGCGGECTTCCCTACGECACAGCACCCACT CGTAGT GGGAGCCACACCTAGCAGACAT TGT TTACGGCCAGGACT
ACCCGGGTATCTAATCCGGT TCGAGACCCTGECTTTCGT CCCTCACT GT CGGATCCGT CCTCGCGACGTGCTTTC
GCCATCGGCGGT CCGT CCAGGAT TACGGGAT TTCACT CCTACCCCGGACGT Ac CCGT CGCGCCTTCCGGT CCe AA
GCCACGCAGT TTCTACCGGEGECGCCCACCT GT TGAGCAGGT GGAT TTCCCGAT GGACT TGCGCGGECCAGCTACGGA
CGCTTTAGGCCCAATAAGATCGCCCAT CACT TGGGECT GCCGGTAT TACCGCGECGECTGECACCGGT CTTGCCCA
GCCCTTATTCTGGTACCACCT TACGGT ACCGAAAAGCACAGGCGCTATGCCTGT GCACT TGEKATCCCCCTATCG
CACTGTCGT GCAGT GTAAAGGT TTCGCGCCT GCTGCECCCCGT AGGECCCCGAATCTTGTCTCAGATTCCGICTC
TGGGTTCTCACTCTCATGACCCATACCGAT TAT TGGCACGGT GGGECCGT TACCCCACCGT CTACCTAATCGGCCG
CAGCCACATCCTTYGGCGCCGGAGCGT TTGECATACCACT CAT TCCAGT GGTGGTATGGTATACACTATTACCCT
CAGITTCC
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Séquence de I°ADNr 16S de la souche 5-3

CCNCTTAGAGT TTGATCATGGCT CAGAT TGAACGCT GGCGGCAGGECCTAACACAT GCAAGT CGAGCGGAAACGAT
CCCAGCT TGCT GGGAGGCGT CGAGCGECGEGACGGEGT GAGT AAT GCAT AGGAAT CTGCCCGGTAGT GGGGGATAAC
TTGAGGAAACT CAAGCTAATACCGCAT ACGCCCT ACCGEEEGAAAGCAGEEECT CTTCGGACCT TGCGCTATCGGA
TGAGCTTATGI CGGATTAGCTAGT TGGT GAGGTAACGGECT TACCAAGGCGACGATCCGTAGCT GGT CTGAGAGGA
TGATCAGCCACATCGEGACT GAGACACGGECCCGAACT CCTACGEGAGECAGCAGT GECGAATAT TCGa CAa TGEG
CGaAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGT GT GT GAAGAAGGCCCT CGGGT TGTAAAGCACT TTCAGT GAGGAAGAAG
GCTTGTCGGTTAATACCCGGCAGGAAGGACAT CACT CACAGAAGAAGCCCCGSMI AACT CCGT GCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGEEECAAGCGT TAAT CGGAAT TACT GGECGT AAAGCGT GCGT AGGCGECT TGGTAAGCCGGT T
GIGAAAGCCCCGEGECT CAACCT GGGAAT GGCAT CCCGAACT GTCAGGCT AGAGT GCAGGAGAGGAAGGTAGAATT
CCCGGT GTAGCGGT GAAAT GCGT AGAGAT CGEGAGGAAT ACCAGT GGCGAAGGECGECCTTCTGGACTGACACTGA
CGCTGAGGTACGAAAGCGT GGGTAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGI CCACGCCGT AAACGATGT CGACTA
GCCGT TGEGEGT CCTTGAGACCT TTGT GGCGCAGT TAACGCACT AAGT CGACCGCCT GGGGAGT ACGGCCGCAAGG
TTAAAACTCAAAT GAAT TGACGGEGEGEGECCCGCACAAGCGGET GGAGCATGT GGT TTAAT TCGAT GCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACCCTTGACATCGT GCGAACT TGGTAGAGATACCT TGGT GCCT TCCEGAGCGCACAGACAGGT CCTG
CATGCCTGTCGTCAGCTCGTGT TGTGAAATGT TGGGT TAAGT CCCGTAACGAGCGCAACCCTTATCCTTATTTGC
CAGCGATACGGT CGCGAACT CTAAGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGACGACGT CAAGT CATC
ATGGCCCTTACGGGTAGGGECTACACACGT GCTACAAT GGCCGATACAAT GGGT CGCAAAGCGGECGACGT GGCCGCT
AATCCCATAAAGT CGGT CTCAGT CCGGATCGGAGT CTGCAACT CGACT CCGT GAAGT CGGAATCGCTAGTAATCG
TGAATCAGAATGTCACGGT GAATACGT TCCCGEECCT TGTACACACCGCCCGT CACACCATGCGAGT GGACT GCA
CCAGAAGT GGT TAGCCTAACT TCGGAGGGECGAT CACCACGGT GTGGT TCAT GACT GGGGT GAAGT CGTAACAAGG
TAGCCGTAGGGGAACCT GCGECTGGATCACCTCCTTANMG

Séquence de I°ADNr 16S de la souche 5°RB

ACTCGGGTCCTTTGACGEGECGGT GT GT GCAAGGAGCAGGGAACGT AT TCACCGCGCCCT TGTGACACGCGATTAC
TACCGAATCCAGCT TCAT GT GGGCGAGT TGCAGCCCACAAT CCGAACTACGATCGAGT TTCTGAGATTACCGT CT
CCTTTCGGAGT TGGAACCCTTTGI CTCGACCATTGTAGCCCGCGT GT TGCCCAGCACAT TCGGGGECATACTGACC
TACCGT TGCCCGT TCCTTCCTCCGT GT TAGCCACGGCGGT CCCCCTACT GT CCCCAGCTACCT CGCGGTACTGCT
GGCAAGT AAGGGT GCGGGT CTCECT CGT TGCCT GACT TAACAGGACGCCT CACGGT ACGAGCT GACGGCGGECCAT
GCACCTCCTCTCTGAAGCT CGGATAAGGT CATCAACCTGATCGTCATTACTACAGT CGATGCTGGTGAGATGT CC
GGCGTI TGAGT CCAAT TAAACCGCAGGCTCCTCCGGT TGTAGTGCTCCCCCGCCAATTCCTTTAAGT TTCATCCTT
GCGGACGTACT TCCCAGGCGGT CTGCT TAGCGGECT TCCCT ACGECACAGCACCCACT CGTAGT GGGAGCCACACC
TAGCAGACATTGI TTACGGCCAGGACT ACCCGGGTATCTAATCCGGT TCGAGACCCTGECTTTCGTCCCTCACTG
TCGGATCCGI TCTCGCGACGT GCTTTCGCCAT CGECGGT CCGT CCAGGAT TACGGGAT TTCACT CCTACCCCGGA
CGTI'ACCCGT CGCGCCT TCCGGT CCCAAGCCACGCAGT TTBTACCGGECGECCCACCTGT TGAGCAGGTGGATTTCC
CGATGGACT TGCGCGGECCAGCT ACGGACGCT TTAGGCCCAATAAGAT CGGCCATCACT TGGGECTGCCGGTATTAC
CGCGGECGECTGECACCGGT CTTGCCCAGCCCT TAT TCTGGTACCGCCT TAGGGT ACCGAAAAGCACAGGCGCTAT
GCCTGTACACTTGGGATCCCCCTATCGCACT GTCGTGCAGT GTAAAGGT TTCGCGCCTGCT GCGCCCCGTAGEEC
CCCGAATCTTGTCTCAGATTCCGTCTCTGGGT TCTCACT CTCATGACCCATACCGATTAT TGGCACGGT GGGCCG
TTACCCCACCGT CTACCTAAT CGGCCGCAGCCACATCCT TCGECGCCGGAGCGT TTGECATACCACTCATTCCAG
TGGTGGTATGGTATACACTATTAGCCTCAGT TTGGAAGAGGGTATTGT GT TACCGAAGGGTAGT TTG

Séquence de I°ADNr 16S de la souche Bl

CCAAGGAGCAGGGAACGTATTCACCGCGCGCT TGT GACACGCGAT TACTACCGAATCCAGCT TCATGT GGGCGAG
TTGCAGCCCACAATCCGAACTACGATCGAGT TTCTGAGATTACCGT CTCCTTTCGGAGT TGGAACCCTTTGICTC
GACCATTGTAGCCCCCGT GI TGCCCAGCACAT TCGEEGCATACTGACCTACCGT TGCCCGT TCCTTCCTCCGTGTf
TAGCCACGECGEGT CCCCCTACTGTCCCCAGCTACCT CGCGGTACT GCTGECAAGT AAGGGT GCGEGTCTCGCTCG
TTGCCTGACT TAACAGGACGCCT CACGGT ACGAGCT GACGECGGECCATGCACCTCCTCTCTGAAGCTCCGATAAG
GTCATCAACCTGATCGT CATTACTACAGT CGAT GCTGGT GAGATGT CCGGCGT TGAGT CCAAT TAAACCGCAGGC
TCCTCCGGT TGTAGT GCTCCCCCCCCAATTCCTTTAAGT TTCATCCT TGCGGACGTACT TCCCAGECgGTCTGCT
TAGCGCECTTCCCTACCGECACAGCACCCACT CGTAGT GGGAGCCACACCTAGCAGACATTG TTACGGECCAGGACT
ACCCGGGTATCTAATCCGGT TCGAGACCCTGECTTTCGT CCCTCACTGTCGGATCCGT TCTCGCGACGTGCTTTC
GCCAT CGECGGT CCGT CCAGGAT TACGGGAT TTCACT CCTACCCCGGACGT ACCCGT CGCGCCT TCCGGTCCe AA
GCCACGCAGT TTCTACCGGEECGCCCACCT GT TGAGCAGGT GGAT T TCCCGAT GGACCT GCGCGGECCAGCTACGGA
CCCTTTAGGCCCAATAAGAT CGECCAT CACT TGEGECT GCCGGT AT TACCGCGECGEECT GGCACCGGTCTTGCCCA
GCCCTTATTCTGGTACCGCCT TAGGGT ACCGAAAAGCACAGGCGCTATGCCTGI GCACT TGGGATCCCCCTATCG
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CACTGT CGTGCAGT GTAAAGGT TTCGCGCCT GCT GCECCCCGT AGGECCCGGAATCTTGTCTCAGATTCCGTCTC
TGGGTTCTCACTCTCATGACCCATACCGAT TAT TGECACGGT GEECCGT TACCCCACCGT CTACCTAAT CGECCG
CAGCCACAT CCTTCGGCGCCEGAGCGT TTGECATACCACT CAT TCCAGT GGTGGTATGGTATACACTATTAGCCT
CAGI TTGCCCGAGGGTATTGTGT TCCGAAGCGTAGITTG

Séquence de I’ADNr 16S de la souche S7

GCTAGT CCCACGAGT TCGGACT CGT GGAGAAT CTCCCT GT AACAAGGGGAAAAACT ACCCTTCGGAACACAATAC
CCTTCCCCAAACT GAGGAGAAAAAAGT ATACCATACCACCACT GGAAT GAGT GGT ATGCCAAACGCT CCGECGCC
GAAGGAT GT GGCT GCGGT CGACCAGGT AGACGGT GEGGT AACGECCCACCGT GCCAATAATCCGTATGGGT CATG
AGAGT GAGAACCCAGAGACGGAAT CTGAGACAAGAT TCCGEECCCTACGGEEECECAGCAGGCGCGAAACCTTTAC
ACTGCACGACAGT GCGATAGGGGEGAT CCCAAGT GCACAGGCATAGCGCCTGT GCTTTTCGGTACCCTAAGGECGGET
ACCAGAAT AAGGGECT GGECAAGACCGGT GCCAGCCGCCGCGGET AATACCGECAGCCCAAGT GATGGCCGATCTTA
TTGGGCCTAAAGCGT CCGT AGCT GGCCGCGCAAGT CCAT CGGGAAAT CCACCT GCT CAACAGGGT GBECGCCCCG
GTAGAAACT GCGT GCCTTGEGACCGGAAGCCGCGACGEGT ACGT CCCGEEGTAGGAGT GAAAT CCCCGTAATCCTG
GACGGACCGCCGAT GCCGAAAGCACGT CGCGAGAACGGAT CCGACAGT GAGGGACGAAAGCCAGGEGT CTCGAACC
GGATTAGATACCCGGGTAGT CCTGECCGTAAACAATGT CTGCTAGGT GTGECTCCCACTACGAGT GGGTGCTGT G
CCGCAGGGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCT GGGAAGT ACGT CCGCAAGGATGAAACT TAAAGGAAT TGGCGGGEGEGA
GCACTACAACCGGAGGAGCCT GCGGT TTAAT TGGACT CAACGCCGGACAT CTCACCAGCATCGACTGTAGTAATG
ACGATCAGGT TGATGACCT TATCCGAGCT TCAGAGAGGAGGT GCAT GECCGCCGT CAGCT CGTACCGT GAGGCGT
CCTGT TAAGT CAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACT TGCCAGCAGT ACCGCGAGGTAGCTGGCGACAGTAG
GGGGACCGCCGT GGCTAACACGGAGGAAGGAACGGEECAACGGT AGGT CAGT ATGCCCCGAAT GT GCTGGGCAACA
CGCGGGCTACAAT GGT CGAGACAAAGGGT TCCAACT CCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACT CGATCGTAGT T
CGGATTGT GGGCTGCAACT CGCCCACAT GAAGCT GGAT TCGGTAGT AAT CGCGT GT CACAAGCGCGCGGT GAATA
CGTTCCCTGCTCCT TGCACAGCACCGCCCGT CAAAGCACCCGAGT GAGGT TCTCCATGAGGCGT GAGATCGTACG
TCGAATCTGGGCT TCGCAAGGGGEGECT TAAGT CGTAACCAACGAGCCGACGCCC

Séquence de I’ADNr 16S de la souche S2

GCTTTGCGATCGATTTAGCATGCTAGI CTCACGAGT TCAGACT CGT GGCGAAT CCTCCTAGTAACAAGGGAAAAA
AACTACCCT TCGGAACACAATACCT TTCCCCAAACT GAGGGGAAAAAT GTATACCATACCACCACT GGAATGAGT
GGTATGCCAAACGCT CCGGCGCCGAAGGAT GT GGCT GCGGECCGAT TAGGT AGACGGT GGGGT AACGGCCCACCGT
GCCAATAATCGGT AT GGGT CAT GAGAGT GAGAACCCAGAGACGGAAT CTGAGACAAGAT TCCGGEGECCCTACGEEG
CGCAGCAGGCGCGAAACCT TTACACT GCACGACAGT GCGATAGGEGEGGAT CCCAAGT GCACAGGCATAGCGCCTGT
GCTTTTCGGTACCCT AAGCCGGT ACCAGAAT AAGGGCT GGGCAAGACCGEGET GCCAGCCGCCGCGGTAATACCGEC
AGCCCAAGT GATGGCCGATCT TATTGGGCCTAAAGCGT CCGTAGCT GGCCGCGCAAGT CCATCGGGAAAT CCACC
TGCTCAACAGGT GGECGCCCGGET AGAAACT GCGT GECT TGEGACCGGAAGECGCGACGEGT ACGT CCGEEGTAGG
AGT GAAAT CCCGT AAT CCT GGACGGACCGCCGAT GGCGAAAGCACGT CGCGAGAACGGAT CCGACAGT GAGGGAC
GAAAGCCAGGGT CTCGAACCGGAT TAGATACCCGGEGT AGT CCTGGCCGTAAACAATGTCTGCTAGGTGTGECTCC
CACTACGAGT GGGTGCT GT GCCGT AGCGAAGCCGCTAAGCAGACCGCCT GCGGAAGT ACGT CCGCAAGGATGAAAC
TTAAAGGAAT TGECGEEEGAGCACT ACAACCGGAGGAGCCT GCGGT TTAATTGGACT CAACGCCGGACATCTCAC
CAGCATCGACTGTAGTAATGACGATCAGGT TGATGACCT TATCCGAGCT TCAGAGAGGAGGT GCATGGECCGCCGT
CAGCTCGTACCGT GAGGCGT CCTGT TAAGT CAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCT TACT TGCCAGCAGTACCGC
GAGGT AGCT GGGGACAGT AGGGGGACCGCCGT GGCTAACACGGAGGAAGGAACGEECAACGGTAGGT CAGTATGC
CCCGAAT GT GCTGGECAACACGCGGEGCTACAAT GGT CGAGACAAAGGGT TCCAACT CCGAAAGGAGACGGT AATC
TCAGAAACT CGATCGTAGT TCGGAT TGT GGGECT GCAACT CGCCCACAT GAAGCTGGAT TCGGTAGT AATCGCGT G
TCACAAGCGCGCGGTGAATACGT TCCCTGCT CCTTGCACAGACCGCCCGT CAAAGCACCCGAGT GAGGT CCGGAT
GAGGCGT AGGAGCGAACGT CGAAT CTGGEGCT TCGCAAGGGEGECT TAAGT CGAACAT CCGCGCGCGAC

Séquence de I’ADNr 16S de la souche B3

CACAGAGAAAAAATCTCCCCTATTTGGATCCGAATAATTCTCCCGGAAACT GAGCCTAATTCGGAATACGECTCA
CCACCT GGAGT GGT GT GAGCCCGAAACGCT CCGGCGCCATAGGAT GT GGCT GCGECCGAT TAGGTAGACGGT GGG
GTAACGGCCCACCGT GCCCATAAT CGGTACGGEGT TGT GAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATA
CCGGGECCCEGEACGEEECECAGCAGGCGECGAAACCT TTACACT GCACGAAAGT GCGATAAGGGGACT CCAAGT GCG
AGGGCATATAGTCCTCCCTTTTTGCGACCGT AAGGT GGT CGCGGAATAAGT GCT GGECAAGACCGGT GCCAGCCG
CCGCGGTAATACCGECAGCACGAGT GATGACCGCTAT TATTGEGCCTAAAGCGT CCGTAGCT GGCCGTGCAAGTC
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CATCGGGAAAT CCECGCCECTTATCTCT CEGEGECGT CCEGT GGAAACT GCAT GGCT TGEGACCGGAAGACCAGAGEG
GI'ACGT CCCGGEGTAGTAGT GAAAT CCCGTAAT CCT GGACGGACCCACCGGT GACGAAAGCGCCT CTGGAAGACGES
ATCCGACGGT GAGGGACGAAAGCT CGGEGT CACGAACCGGAT TAGATACCCGGEGTAGT CCGAGCT GTAAACGATGT
CTCGCTAGGT GT GGCACAGCECTACGAGCCT GT GCT GT GCCGCAGGGAAGCCGT GAAGCAGACCGCCTGGGAAGTAC
GI'CCGCAAGGATGAAACT TAAAGGAAT TGGCGEEEEGAGCACT ACAACCGCGAGGAGCCTGCGGT TTAATTGGACTC
AACGCCGGACATCTCACCAGCAT CGACAATGI GCAGT GAAAGT CAGGT TGATGACCT TACT GGAGCCATTGAGAG
GAGGT GCATGECCGECCGT CAGCT CGTACCGT GAGGCGT CCTGT TAAGT CAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCT
AATTGCCAGCAACACCT AGCGGT GGT TGGGTACAT TAGT AGGACT GCCAGT GCCAAACT GGAGGAAGGAACGEEC
AACGGTAGGT CAGTATGCCCCGAAT GT GCTGGGECGACACGCGEECTACAAT GGCCGAGACAGT GGGATGCAACCC
CGAAAGGGGEECGCTAATCTCCGAAACT CGGT CGTAGT TCGGAT TGAGGEECT GAAACT CGCCCTCATGAAGCTGGA
TTCGGTAGTAAT CGCGCCT CAGAAGGGECCCGGT GAATACGT CCTTTCTCCT TGCACACGGAACCCGT CAAAGCAC
CCGAGTGCEGGT TTTTTTTCCTGCCGACAGGGACGT CGGT CGAAT CTGGECTCCCCAAGGEEECTTAAGT CGTAAC
AAGTAGCCGAGC
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Annexe 9

Tableau 27. Caractéristiques différenciant les genres d’halobactéries (Grant et al., 2001 ; Griber et al., 2004 ;
Itoh et al., 2005 ; Xue et al., 2005 ; Castillo et al., 2006a et b).

Propriétés 1 2 3 4 5 6 7

Pigmentation Rouge Rouge Rouge Rouge Rouge- Rouge- Rouge-
orange pourpre orange

Morphologie Bat. Bat. ou Cocci Disque Bat. Bat. ou Court et

cellulaire pléom. pléom. bat.pléom. long bat.

Taille cellulaire  0,5-1,2 x 0,2-2 x 0,8-1,5 1-3x2-3  0,5-1x5- 0,12-1 x 1-30u0,5

(um) 1,0-6,0 0,5-5 10 0,5-7 x 3-8

Gamme de 3,0-5,2 1,7-5,2 2,5-5,2 1,5-5,2 1,5-2,5 0,5-4,5 2,5-45

NaCl (M)

Optimum de 3,5-5,2 2,5-4,3 3,5-4,5 2,5 nd 1,7-4,5 3,0-3,5

NaCl (M)

Exige Mg* + + + + ++ v nd

Temp. optimale 35-50 35-53 30-40 35 40 31-50 40-45

(°C)

pH optimum 7,0-7,5 6,5-7,5 7,0 7,0 6,0-7,0 Neutre-9,5 nd

Crois. en

anaérobiose :

- Nitrate - +/nd + % - - +

- L-Arginine + -/nd - - + -/nd -

Crois. sur les % +/nd % + - % +

sucres

Prod. d’acides a - + v + - +/nd +

a partir de

sucres

Hydrolyse de :

- Amidon - % % % + % +

- Gélatine - % + % - -/nd -

- Tween 80 - % % % nd -/nd -

Glycolipides S-TeGD, TGD2 TGD1 SDGD1 SDGD1 SDGD3 DGD1

caractéristiques STGD1

GC (%) 54,3-71,2 62-65 59,5-67 59,1-65,5 70,0 62,7-72,1 65

1, Halobacterium; 2, Haloarcula; 3, Halococcus; 4, Haloferax; 5, Halobaculum; 6, Halorubrum; 7,

Halomicrobium.
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Tableau 27. Caractéristiques différenciant les genres d’halobactéries (suite).

Propriétés 8 9 10 11 12 13 14

Pigmentat. Rouge Rose- Rouge Rose Rose- Rouge Rouge
rouge rouge

Morphologie Bét. Bét. Bét.ou bat. Bét. ou bét Cocciou  Cocciou Bét.

cellulaire pléomo. pléomorphe  pléomorphe  batonnet  batonnet

Taille 0,5-1,0 x 2- nd 0,6-1 x 1-6 1-2x1-3 15-20o0u 05-15x  0,5-0,7 x

cellulaire 10 1-4 x 2- 2-8 10-15

(um) 13

Gamme de 1,5-5,2 3,4-5,2 nd 2,5-5,2 >2 3,4-5,2 2,0-5,2

NaCl (M)

Optimum de 3,4-4,3 4,3 3,4-4.3 3,4-4,3 2,5-4,3 4,3 3,0

NaCl (M)

Exige Mg* + + + + + + -

Temp. 50 37-40 37-40/nd 40 37-50 37-40 37

optimale (°C)

pH optimum 7-7,5 7 7,2-7,6 7,0 7,0-7,5 nd 9,5

Crois. en

anaérobiose :

- Nitrate + nd nd + nd + -

- L-Arginine - - nd - - - nd

Crois. sur les + + nd + % + -

sucres

Prod. d’acides + + - nd + + -

a a partir de

sucres

Hydrolyse de :

- Amidon - - - - - - -

- Gélatine - - + + % + +

- Tween 80 nd nd nd nd % + nd

Glycolipides STGD1, S,DGD, non identifié GL S,DGD STGD1, non

caractéristique TGD1 STeGD TGD1 identifié

GC (%) 64,0 64,4 69,9 59,1 59,2-60,1 66,9 65,0

8, Halorhabdus ; 9, Halosimplex ; 10, Natrinema ; 11, Halogeometricum ; 12, Haloterrigena ; 13, Halobiforma ;

14, Natronobacterium.
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Tableau 27. Caractéristiques différenciant les genres d’halobactéries (suite).

Propriétés 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Pigment. Rouge Rouge claire Rouge  Rouge Rose Rouge Rose Rose
clair
Morphologie Cocci Pléom Bét. Béat.ou  Cocci Bét. ou Bat., Béat. ou  Cocci
cellulaire bat. bat. disques bat.
pléom. pléom. pléom.
Taille 1-2 nd 05-1x 0,8x1- 1-3 0,4-0,5x 0,5 x 0,5-1 x 1,0-
cellulaire 1-5 3 4-5 1,5-6 1-3 15
(Hm)
Gamme de 1,4-52 1,752 2052 2052 2052 2543 1,752 2550 0,8-
NaCl (M) 51
Optimum de  2,3-3,8 3,5 2,5-3,8 35 34 34 2,5 34 3,1
NaCl (M)
Exige Mg* - - - - - - - - +
Temp. 35-45 45 35-45 45 40 37 37-43 37 25-30
optimale (°C)
pH optimum 9,095 9,095 9095 8595 8,5- 7,0-7,5 9,0 7,0-80  6,0-
10,5 6,5

Crois. en
anaérobiose :
- Nitrate nd - -/nd + nd - % - -
- L-Arginine nd - nd - - - - - -
Crois. sur les nd + -/nd nd + - + +
sucres
Prod. d’acides nd - nd nd nd % nd V +
a a partir de
sucre
Hydrolyse
de:
- Amidon % - % - - - - + +
- Gélatine nd Y% +/nd + - + - - +
- Tween 80 nd - nd nd - + + - +
Glycolipides
caractér. - - S,DGD - - Nouv. - Nouv.  Nouv.

1 GL GL GL
GC (%) 63,5- 59,9- 60,0- 61,2- 65,0 60,3 59,0- 61,0 60,5

64,0 60,1 63,1 64,3 63,0

nd, non déterminé ; v, variable ; GL, glycolipide ; bat, batonnet ; +, positif ; -, négatif.

15, Natronococcus ; 16, Natronobacterium ; 17, Natrialba; 18, Natronomons; 19, Halalkalicoccus ; 20,

Halovivax ; 21, Natronolimnobius ; 22, Halostagnicola, 23, Haladaptatus.
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Annexe 10. Courbes de quantification des sondes

3,54

Absorbance a 405 nm (D.O.)

y = 0,0006x + 0,1608
R? = 0,9989

0 2000

ADN (pg)

4000

6000

Figure 32. Courbe étalon de quantification de I’ADN marqué de la souche 5.1.
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Figure 34. Courbe étalon de quantification de I’ADN marqué de la souche S1.
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Figure 40. Courbe étalon de quantification de I’ADN marqué de la souche B2.



