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Abstract - Résumé - paila

« ldentification des Archaea halophiles isolées du Chott El Hodna-M’sila, productrices des

biomolécules. »

Résumé

Les Haloarchaea sont des Archaea halophiles, inclus dans un ordre et une famille
uniques, nommés Halobacteriales et Halobacteriaceae, respectivement. Elles survivent dans les
milieux a trés fortes concentrations en sel (NaCl>1,5M).

Actuellement, les Haloarchaea présentent un grand intérét grace a leur capacité de
produire les molécules bioactives telles que les biosurfactants qui ont des applications trés
importantes dans divers domaines de la vie ; vue les propriétés fonctionnelles de ces molécules,
dont les propriétés d’emulsification et la réduction de la tension superficielle.

Dans le présent travail, nous avons effectué un screening de la capacité de produire les
biosurfactants par six isolats des bactéries halophiles extrémes, isolées des sols salins de Chott El
Hodna-M’sila, en utilisant quatre tests. Tous les résultats montrent que les isolats CH2 et CH5,
sont actifs et capables de produire a la fin de la phase stationnaire de croissance, des
biosurfactants extracellulaires, qui demeurent stables aux variations de la température, du pH et
de la salinité . Les concentrations micellaires critiques déterminées sont : CMCch2=280 mg/I et
CMCcH5=80 mg/I.

L’optimisation des conditions physico-chimiques et nutritionnelles qui influencent la
production des biosurfactants a donné les meilleurs résultats a savoir un % RTS=68.54+0.7%
pour I’isolat CH2 ; une valeur qui correspond a une TScH2=20.66+0.1 mN.m™. De méme pour
I’isolat CHS, les meilleurs résultats obtenus sont les suivants : %RTScH5=48.52+0.5% ; une
valeur qui correspond a une TScrs=35.67+0.2 mN.m™.,

L’identification de ces molécules par GC-MS a permis de conclure que les biosurfactants
produits par 1’isolat CH2 et CH5 sont constitués essentiellement d’acides gras. Ces biosurfactants
demeurent capables de décontaminer les sables pollués par le pétrole, en utilisant le modt de
fermentation avec un pourcentage d’élimination de 100% ou les biosurfactants a 2 CMC avec un
pourcentage d’ellimination de 98%.

Les deux isolats fortement actifs ont fait 1’objet d’une taxonomie polyphasique
(caractérisation morphologique, biochimique, physiologique, chimiotaxonomique et séquencage
de ’ADNr16S). Les résultats obtenus ont montré que 1’espéce CH5 faisant partie du domaine des
Archaea, la souche CHS5 est rapprochée a I’espéce Natrinema gari avec un pourcentage de
similarité de 99,4%.

Mots clés

Archaea halophiles, biosurfactants, dépollution, émulsion, screening, tension superficielle.
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« ldentification of halophilic Archaea, isolated from Chott EI Hodna-M’sila, producers of

biomolecules. »

Abstract

Haloarchaea are halophilic Archaea, included within a single order and family, named
Halobacteriales and Halobacteriaceae, respectively. They survive in environnements with very
high salt concentrations (NaCl> 1,5M ).

Currently, Haloarchaea are of great interest due to their ability to produce bioactive
molecules such as biosurfactants, which have very important applications in various fields of life.
seen the functional properties of these molecules, such as emulsifying property and reducing of
superficiel tension.

In this work, we carried out a screening to test the ability to produce biosurfactants by six
strains of extremly halophilic bacteria, isolated from saline soils of Chott el Hodna-M'sila, using
four tests, all results show that isolates CH2 and CH5 are active and able to produce an
extracellular biosurfactants, at the end of the stationary phase of growth. These biosurfactants are
stable in the face of exposure to extreme temperature changes, pH conditions, and salinity. The
critical micelle concentrations are determined: CMCch2 = 280 mg/l and CMCchs = 80 mg/I.

The optimization of physicochemical and nutritional conditions influence the production
of biosurfactants, they produced the best results ie a % RTS = 68.54+0.7 % for the isolate CH2, a
value corresponding to a TSchz= 20.66+0.1 mN.m. Similarly for CH5 isolate, which obtained
the following best results: % RTSchs= 48.52+0.5%, a value that corresponds to a TSchs =
35,67+0.2 mN.m™,

The identification of these molecules by GC-MS concluded that biosurfactants produced
by the isolates CH2 and CH5 consist essentially of fatty acids. These biosurfactants remain able
of decontaminating sands polluted by oil, using the bacterial cultures with a percentage of 100 %
or 2CMC of biosurfactant with a percentage of 98%.

Both isolates strongly active, were the object of a polyphasic taxonomy (morphological,
biochemical, physiological characterization, chimiotaxonomy and sequencing of the 16Sr DNA).
The obtained results, showed that the species CH5 being a part of the domain Archaea, CH5 is
moved closer to the species Natrinema gari with a percentage of similarity of 99,4 %.

Keywords

Halophilic Archaea, biosurfactants, depollution, emulsion, screening, surface tension.
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Introduction

La découverte par le microbiologiste américain Thomas Brock a la fin des années
soixante, des populations microbiennes abondantes, proliférant dans les sources chaudes du parc
national de Yellowstone aux Etats-Unis a des températures comprises entre 50°C et 90°C, allait
ouvrir la voie a une nouvelle ére passionnante de la microbiologie (Guezennec, 2004 ; Willey et
al., 2010). Désormais tous les milieux extrémes de la planete allaient faire I’objet de nombreuses
investigations destinées tant a répertorier les microorganismes capables d’y proliférer, qu’a
repousser les limites de la vie sur terre, avec pour nouvelle frontiére la présence éventuelle de vie
microbienne sur d’autres planétes (Seckbach and Chela-Flores, 2007).

Au cours de cette aventure étalée sur les cinquante dernieres années et se poursuivant
encore aujourd'hui, ces limites ont sans cesse €té repoussees et des microorganismes capables de
se développer a des pH, des salinités, des températures et a des niveaux de radiations extrémes
ont éte découverts et caractérises (Guezennec, 2004).

La diversité des milieux et des habitats extrémes se reflete dans la diversité des
microorganismes qui les colonisent. A [I’instar de ces habitats, les milieux hypersalins
représentent un niche écologique favorable pour la vie des microorganismes halophiles, qui sont
adaptés pour vivre dans des concentrations tres fortes de sels et sous des pressions osmotiques
trés élevées, résultants de la forte salinité de leurs environnements (Oren, 2006).

L’exploration de ces écosystémes a permis la découverte des microorganismes halophiles
qui se sont rapidement affichés comme les acteurs principaux de la vie sur des milieux peu
propices pour d’autres. Souvent, ces microorganismes appartenant au domaine des Archaea, I’un
des trois domaines de la vie, avec les Eukarya et les Bacteria. La découverte des Archaea est
assez récente car, il a été difficile d’imaginer 1’existence d’organismes vivants dans les
conditions hostiles (temperature, salinité, acidité, pression,etc.) (Perry et al, 2004). En réponse a
ces conditions, ces microorganismes ont au cours de 1’évolution, développé des moyens
d’adaptation trés variés afin, non seulement de survivre mais également de s’adapter et de
proliférer dans des niches écologiques variées (Oren, 2008).

Ainsi, les propriétés singuliéres de certaines biomolécules produites par ces
microorganismes, ont trés vite attiré I’attention des opeérateurs des biotechnologies. Cette
biotechnologie, dite des «extrémophiles », a pour objectif de rechercher et d’exploiter ce
nouveau gisement de ressources naturelles en biomolécules, notamment les enzymes, les
biopolymeres et les métabolites secondaires. La recherche sur les bactéries des milieux atypiques

a déja prouvé son potentiel notamment avec la découverte d’enzyme thermostable : la Tag-
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polymeérase, issue d’une Archaea hyperthermophile : Thermophilus aquaticus, qui a rendu la
PCR possible (Willey et al ., 2010).

L’intérét croissant, au cours de ces derniéres années, des microorganismes provenant des
environnements hypersalins, a abouti a la découverte de plusieurs nouveaux genres et espéeces
qui apartiennent aux domaines Bacteria et Archaea.

En effet, les Archaea halophiles extrémes sont un groupe de microorganismes
appartenant au domaine des Archaea, a I’ordre des Halobacteriales, qui contient une seule
famille: Halobacteriaceae (Ozcan et al., 2006 ; Ozcan et al., 2007). Cette famille est constituée
de 47 genres (Oren, 2014a). Les membres de la famille des Halobacteriaceae sont rencontrés
dans les lacs hypersalés, la mer morte (Jordanie), les marais salants (Espagne) et dans les grands
lacs alcalins extrémement salés tels que Oued Natron en Egypte et le lac Mgadi au Kenya. lls
sont egalement fréquents au niveau des sols salins des déserts, des régions arides et semi-arides
(Sebkha et Chott qui se trouvent au sud de 1’ Algérie, la Tunisie et la Turquie) et se développent
aussi dans les produits alimentaires conservés par salaison tels que les viandes et les poissons
(Oren, 2000 ; Oren, 2002). Ces microorganismes sont bien adaptés a des environnements
hypersalins et exigent au moins 1.5 M de NaCl pour leur croissance avec une croissance
optimale a des concentrations variant de 3.5 a 4.5 M, et méme proches de la saturation en sels
(Castillo et al., 2007). Actuellement, la classification taxonomique des Halobacteriaceae est
principalement basée sur les caractéristiques phénotypiques, la composition de la paroi en lipides
polaires, la comparaison des séquences de ’ADNr16S et I’hybridation ADN-ADN (Castillo et
al., 2006).

Cependant, les constituants cellulaires et les biomolécules produites par les Haloarchaea
constituent un modele particulier de stabilité aux conditions de vie extrémes (Campbell and
Reece, 2004). Cette caractéristique leur confére une qualité supplémentaire pour 1’exploitation
en biotechnologie, en qualité de production de nouvelles biomolécules actives comme les
biosurfactants, qui sont des agents tensioactifs, utilisables dans plusieurs domaines. Elles
regroupent une classe de biomolécules amphiphiles, structuralement variées, et communément
syntheétisées par les microorganismes (bacteries, archées, levures et champignons). Ces agents
tensioactifs se localisent préférentiellement a l’interface entre deux milieux fluides ayant
différents degrés de polarité. Cette propriété rend les biosurfactants capables de former des
émulsions entre le milieu huileux et le milieu aqueux (Rone and Rosenberg, 2001 ; Chen et al.,
2007 ; Kebbouche-Gana et al., 2009).

Les biosurfactants sont capables de solubiliser les composés xénobiotiques (polluants
issus des activités humaines) améliorant ainsi leur biodégradabilité et de chélater les métaux
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lourds (e.g. le cadmium, le cuivre, le plomb et le zinc) permettant ainsi leur élimination des sols
contaminés. Récemment, le role et les multiples applications des biosurfactants, comme
détergents, émulsifiants, agents anti-moussants, et agents de dispersion ; principalement les
lipopeptides et les glycolipides (agents antibactériens, antifongiques et antiviraux), ont fait
I’objet d’intenses recherches dans le domaine médical et de la thérapie génique (Maier and
Soberon-Chavez, 2000 ; Rodrigues et al., 2006a).

Aujourd’hui, les biosurfactants ont donné lieu a de nombreuses applications dans
I’industrie du pétrole afin d’extraire le pétrole adsorbé sur la roche du réservoir. Ils peuvent étre
utilisé efficacement dans de nombreux processus, y compris le transport des hydrocarbures dans
les pipelines, le nettoyage des réservoirs de stockage de pétrole, le raffinage et la formulation du
produit (Urum and Pekdemir, 2004 ; Mukherjee et al., 2006). Dans le domaine de la protection
de I’environnement et la bioremédiation, les biosurfactants (les rhamnolipides) sont utilisés dans
la dépollution marine et des sols contaminés par les hydrocarbures ; en agriculture, les
biosurfactants sont utilisés, en particulier, dans les formulations d’herbicides et des pesticides.
D’autres part, les biosurfacatants de structure glycolipidiques peuvent avoir des applications
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires (Banat, 2000 ; Urum and Pekdemir, 2004 ;
Mukherjee et al., 2006).

Les biosurfactants, de par leur faible toxicité vis-a-vis de I’environnement et de la santé
humaine, leur biodégradabilité, leur compatibilité, leur sélectivité pour une classe de polluant ou
une espece pathogéne et pour des milieux extrémes (e. g. variations élevées de températures, de
pH et de salinité), possedent de nombreux avantages par rapport aux surfactants synthétiques. De
plus, une concentration micellaire plus faible, une activité moussante plus élevée, et la possibilité
d’étre synthétisé a partir des ressources renouvelables, la réduction des codts de production par
I’utilisation de procédés de fermentation et la diversité de leurs applications potentielles, rendent
ces biomolécules trés attractives en termes socio-économiques (Chen et al., 2007 ; Nitscheke and
Costa, 2007). Par conséquent, les recherches sur les biosurfactans se sont orientées vers la
découverte de nouvelles molécules, I’é¢tude de leur role naturel, et 1’identification des geénes
régulant leur biosynthese (Satpute et al., 2010). La plupart des tensioactifs utilises actuellement
sont produits par synthese chimique. Toutefois, I’intérét des biosurfactants d’origine
microbienne a considérablement augmenté au cours de la derniere décennie.

Dans I’espoir d’augmenter la probabilité de découverte de nouvelles biomolécules actives
d’intérét a partir de ces microorganismes, le moyen le plus utilisé est le moyen naturel qui

consiste a les rechercher a partir des niches écologiques longtemps ignorées et/ou peu étudiées
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telles que les écosystemes marins et littoraux, les zones humides, les lacs salés, les chotts et les
sebkhas.

Dans cette étude, nous nous somme proposés d’explorer la production des biosurfactants
par des archées halophiles, isolées a partir des sols salins de Chott EI Hodna-M’sila. Le choix de
ce Chott connu par sa richesse floristique et faunistique a été dicté par son importance
géographique qu’écologique, ce dernier fait partiec des zones humides d’importance
internationale comme il fut classé par la convention de Ramsar en 2001(Boumezbeur, 2002). Ces
écosystemes particuliers constituent des milieux riches en microorganismes et dont la
biodiversité revét une importance majeure. La caractérisation de la biodiversité des populations
microbiennes dans ces milieux ne revét pas uniqguement une importance écologique, elle permet
également la sélection de souches a potentiel biotechnologique élevé et leur exploitation dans
divers domaines.

Dans cette thématique, I’objet de ce travail de theése a été :

e Isoler des souches d’archées halophiles a partir des sols salins du Chott EI Hodna-
M’sila ;

e Screening des souches productrices des biosurfactants ;

e Identification des souches actives par des approches culturales et moléculaires ;

e Caractérisation des biosurfactants du point de vue biochimique ;

e Et prouver une utilisation de ces biomolécules.

Pour ce fait, ce manuscrit est organisé en quatre chapitres :

e La premiere partie, est une synthése bibliographique subdivisée en deux chapitres, le
premier présentant I’essentielle d’information sur les Archaea halophiles ; suivie d’un
deuxiéme chapitre donnant un concept sur les biosurfactants ;

e Le troisieme chapitre est consacré pour citer le détail des manipulations qu’on a
maitrisées au cours de la réalisation de ce travail ;

e Les résultats obtenus et la discussion font I’objet du quatrieme chapitre.
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I.1. Généralités et caractéristiques spécifiques des Archaea halophiles

Le terme Haloarchaea correspond aux membres d’Archaea halophiles, aérobies de la
famille des Halobacteriaceae, de I’ordre des Halobacteriales qui sont des halophiles extrémes
par excellence (Dassarma and Arora, 2001 ; Oren, 2006).

Cependant, pas tous les membres des Archaea halophiles, appartiennent a 1’ordre des
Halobacteriales, il existe aussi d’autres Archaea considerées comme des halophiles, représentées
par les membres des deux familles d’Archaea méthanogénes: Methanospirillacaea et
Methanosarcinaceae qui peuvent croitre dans des concentrations élevées en sel (Oberwinkler,
2011). Récemment, des études portées sur la biodiversité des microorganismes halophiles des
environnements hypersalins d’Espagne et d’Australiec ont montré qu’il existait un autre groupe
d’Archaea halophiles, appelé les Nanohaloarchaeae, en raison de la petite taille de leurs cellules
sphériques (0,6 pum). Ces Nanohaloarchaea ne sont pas étroitement liés a la famille des
Halobacteriaceae (Hurst, 2016).

Les Haloarchaea croissent sur des sources d’énergie ordinaires, mais ont besoin
d’importantes concentrations en sel pour leur croissance et ne peuvent se développer qu’a des
concentrations élevées en NaCl (3.4-5M). De ce fait, ces microorganismes colonisent les milieux
hyper salins comme : les aliments salés (poissons salés), les marais salants, les sols salins et les
lacs salés (Figure 1), etc. Ces derniers sont divisés en deux types selon la concentration totale en
sels et la composition ionique de chaque type ; le premier est appelé thalassohalin, et le second
est appelé athalassohalin (McGenity et al., 2000; Dassarma and Arora, 2001).

Les milieux thalassohalins contiennent du chlorure de sodium comme étant le sel le plus
dominant et un pH généralement proche de la neutralité a légérement alcalin. Contrairement aux
milieux thalassohalins, les ions les plus dominantes dans les milieux athalassohalins sont: le
potassium, le magnésium ou le sodium (Litchfield and Gillevet, 2002). Le tableau 1 présente
quelques exemples d’Haloarchaea et les milieux hyper salins qu’elles colonisent.

Tableau 1. Genres d’Haloarchaea représentants différents habitats (Chaban et al., 2006).

Habitats Genres représentatifs
Mer morte Halorubrum, Haloferax

Lac salé alcalin Haloarcula, Natronomonas, Natronococcus
Lacs salés Natrinema

Poissons salés Halobacterium

Dépbts anciens des sels Haloarcula, Halococcus, Halorubrum

Sols salins Halorubrum, Haloferax, Haloterrigena

Bassins de sel Halorubrum, Haloarcula, Halogeometricum
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Figure 1. Exemples des milieux hyper salins en Algérie. (1) Chott El Hodna
(Région de Mcif). (2) Chott Ech chergui. (3) Sebkha de Oran. (4) Sols salins.

Les membres de la famille des Halobacteriaceae présentent une grande diversité
morphologique, incluant : des batonnets, des coccus, des cellules pléomorphiques, ainsi que des
cellules triangulaires et en carrés (Figure 2).

Ces formes sont déterminées par les propriétés de la paroi cellulaire et la membrane
plasmique de ces microorganismes. La forme inhabituelle comme celle du triangle et du carré
sont possibles parce que les cellules ne possédent pas une pression de turgescence importante.
Donc, ces formes qui ne peuvent pas étre possible pour d'autres types de microorganismes sont

possibles pour ces halophiles (Oberwinkler, 2011).

Figure 2. Espéces représentatives de la famille des Halobacteriaceae.
(1) Natronomonas pharaonis, (2) Halobacterium salinarum, (3) Haloquadratum walsbyi, (4) Haloarcula

quadrata, (5) Halogeometricum borinquense (Oberwinkler, 2011).
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Les Haloarchaea sont pour la plupart aérobies et contiennent des pigments de type
caroténoides, donc rouges, ce qui donne a leurs colonies des couleurs vives et caractéristiques.
Certaines sont anaérobies et photohétérotrophes grace a la bactériorhodopsine (BR), une pompe
a proton spécifique a ce groupe, utilisant la lumiére comme source d’énergie. Le gradient de

protons généré permet la synthése d’ATP (Figure 3) .

Figure 3. Cheminement des protons a travers la membrane via la bactériorhodopsine (Thomas
and William, 2004).

Quelques espéces des genres : Halobacterium, Haloferax, Halogeometricum, Natrialba,
peuvent dépasser le manque d’oxygeéne en raison de sa faible solubilité dans les eaux salées, par
le développement des vésicules gazeuses (Figure 4), ce qui leurs permet de flotter vers I’interface
eau-air (Pfeifer, 2015).

Figure 4 . Colonies de Halobacterium salinarum (a), cellules de H. Salinarum produisant des
veésicules gazeuses (b,c) (Pfeifer, 2015).

Les Archaea peuvent étre Gram positive ou Gram négative. Elles n’ont pas d’acide
muramique, ni d’acide D-aminé, constituants du peptidoglycane, les Archaea peuvent avoir des
parois cellulaires treés diverses. Par exemple les Archaea halophiles ne possédent pas une vraie
paroi cellulaire rigide. Mais plutot ce qu’on appelle « S-layer » qui se compose de grandes sous-
unités de glycoprotéine qui dépendent d'une forte concentration de sel pour leur stabilité (Figure
5). Quand ces microorganismes sont placés dans une solution hypotonique, leurs cellules seront

7
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lysées. Cette lyse est due a la dénaturation des glycoprotéines plutét que la pression osmotique
(Helmut et al, 2010).

Les exceptions sont les membres des genres: Halococcus et Natronococcus qui
possedent une paroi cellulaire rigide qui ne dépend pas a la forte concentration en sel pour leur
stabilité structurale. En effet, les Halococcus possédent une paroi constituée d’un hétéro
polysaccharide, alors que les Natronococcus ont une paroi faite d’une répétition de poly (L-
glutamine). Aucun membre des Archaea halophiles possédent les composantes classiques de la

paroi cellulaire telle que le D-acide aminé et l'acide téchoique (Helmut et al, 2010).
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Figure 5. Model schématique de I’enveloppe cellulaire des Archaea halophiles (Helmut et al,
2010).

Les Archaea halophiles doivent faire face a des concentrations élevées en sel et pour
certains membres alcaliphiles a un pH élevé (pH=11). Pour survivre dans des conditions
difficiles, ces organismes doivent maintenir 1’intégrité structurelle de la cellule, et des
mécanismes biochimiques sont mis en ceuvre pour soutenir la croissance (Helmut et al, 2010).

Les membranes cellulaires inhabituelles des Haloarchaea sont adaptées pour résister a
des conditions extrémes. L’une des principales caracteristiques qui distingue les archées des
bactéries, est I’abondance des lipides éther qui forment la composante principale des membranes
cellulaires des Archaea. Quatre propriétés structurelles qui caractérisent les différences entre les
lipides membranaires des Archaea, Bacteria et Eukarya sont présentées dans la figure 6
(Oberwinkler, 2011).
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a) Lipides membranaires des 4rchaea

b)

b) Lipides membranaires des Bacteria et Eukarya

Figure 6. Comparaison des lipides polaires entre les archées, les bactéries et les eucaryotes
(Oberwinkler, 2011).

Q) Adaptation des lipides membranaires des Archaea a des conditions de vie extrémes par des liaisons
éther entre les groupes des tétes polaires et les queux lipidiques, alors que les bactéries et les
eucaryotes utilisent les liaisons ester ;

(i) Des chaines isoprénoides au lieu des acides gras ;

(iii) Stériochimie du glycérol opposée de celles des bactéries et des eucaryotes ;

(iv) Des membranes monocouches uniques chez certaines Archaea, plutdt que des doubles couches

phospholipidiques chez les bactéries et les eucaryotes (non représentées dans la figure 6).

Les lipides polaires (phospholipides et glycolipides) présentent plus de 90 % des lipides
totales des cellules d’Archaea halophiles. lls sont entiérement dérivés de 1’archéol ou de son
dimere (caldarchaéol). L’archéol (Figure 7) est totalement saturé, c¢’est un isoprenoide glycérol
diéther, les Archaea présentent plusieurs variétés de celui-ci (Oberwinkler, 2011).

Le noyau lipidique des membranes des Archaea, représentent le diphytanyleglycérol
diéther (modifié par ajout des groupements alkyles comme C20 et C25, etc). Spécifiquement, les
membranes de Halobacterium salinarum contenant des dérivés d’archaéol avec deux chaines
phytanyl (C20), il existe d’autres constituants isoprenoides tels que squaléne (C30), phytoene
(C40), menaquinone (C40), et dolichol (C60) (Lattanzio et al., 2002 ; Corcelli et al., 2007).

Toutes les Archaea halophiles connues, contenant le dérivé de diether phosphatidyl
glycérol (PG), le methyl ester de phosphatidyl glycérophosphate (Me-PGP), et biphosphatidyl
glycérol (BPG, analogue structurale de la cardiolipine des cellules eucaryotes et des bactéries ;
phosphatidyl glycérosulfate (PGS) (Figure 8), qui est présent chez la plupart des Archaea
neutrophiles comme Halobacterium salinarum. Mais tous les Archaea alcaliphiles semblent
manqguer de PGS. Il a également été démontré que ce phospholipide est nécessaire pour le bon
fonctionnement du cytochrome C et ’activité de I’oxydase chez Halorubrum sp. (Lattanzio et
al., 2002 ; Corcelli et al., 2007).
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Figure 7. Structure de I’archéol (Oberwinkler, 2011).
L’archéol est un double éther du glycérol dont les positions 2 et 3 sont occupées par des résidus phytanyles :
un diterpéne saturé. L'archéol est un étherlipide homologue des di glycérides chez les archées thermophiles. Les

glucides ou les tétes polaires sont fréquemment attachés a la position sn-1 du glycérol.
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Figure 8. Structure des lipides polaires (phospholipides et glycolipides), constituants essentiels
des membranes plasmiques archéennes (Oberwinkler, 2011).
Les Haloarchaea ont développé une large gamme de stratégies de génération d’énergie. Comme
les environnements hyper salins sont souvent riches en nutriments organiques, il est plus

probable que, sous conditions normales, seul le mode chimioorganotrophique, est utilisé par les
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Haloarchaea. Cependant, certains ont développé une multitude de processus de génération
d’énergie pour la survie dans des conditions changeantes (Tableau 2). La plupart des processus
microbiens qui se produisent & des faibles concentrations de sel peut étre trouvée jusqu’aux taux
considérables de salinités, souvent, jusqu’a saturation en NaCl (Oberwinkler, 2011).

Tableau 2. Processus de génération d’énergie utilisées par les halophiles extrémes (Oberwinkler,
2011).

Processus Genres représentatifs
Respiration aérobie (Source de carbone)
Acides aminés La plupart des genres
Glycérol Haloarcula, Haloferax
Sucres Halobacterium, Haloferax, Halorubrum, Natrialba
Hydrocarbures Halobacterium, Haloferax
Respiration anaérobie (Accepteurs terminaux d’électrons)
Nitrate Haloarcula, Haloferax, Halogeometricum
TrimethylamineN-oxide Halobacterium, Haloarcula, Haloferax
Dimethylsulfoxide Halobacterium, Haloarcula, Haloferax
Fumarate Halobacterium, Haloferax
Fermentation de I’arginine Halobacterium
Photosynthése (bacteriorhodopsine) Halobacterium

Les principales raisons pour lesquelles ont été crée trois grands domaines (Archaea,
Bacteria et Eukarya)sont des raisons phylogénétiques. Il est a noter également qu’il existe des
différences majeurs au niveau de leurs modes de vie y compris les vois métaboliques et les
besoins particuliers (Danson et al., 2007). Cela signifie que les caractéristiques particulieres du
métabolisme des Archaea halophiles ne le font pas seulement mais, représentent les
caractéristiques métaboliques ancestrales dans un organisme primitif. En fait, ils illustrent
I’adaptation de I’évolution des micro-organismes a survivre dans une variété de différents
environnements hostiles (Pétitjean, 2013)..

Une caractéristique génomique de ce groupe est la présence de plusieurs chromosomes ou
de nombreux méga plasmides pouvant contenir jusqu’a plusieurs centaines de génes, alors que le
génome de la plupart des archées se trouve sur un seul chromosome et, potentiellement, quelques

plasmides de petite taille (Pétitjean, 2013).
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1.2. Stratégies spécifiques des Haloarchaea pour ’adaptation aux stress environnementaux
1.2.1. Faible activité en eau (aw), stress salin et dessiccation

Les micro-organismes qui sont exposes a un environnement de faible activité en eau,
doivent appliquer des stratégies pour éviter la perte d’eau par osmose. L’activité en eau (aw)
représente la quantité d’eau disponible pour 1’hydratation des matériaux ; une valeur de 1.0
indique 1’eau pure. L’addition de solutés abaisse aw a des valeurs inférieures a 1.0. L’activité en
eau des lacs salés saturés, par exemple, est de 0.75, ce qui leurs rend des environnements
typiques de nombreux halophiles(Becker et al., 2014).

L’intégrit¢ des microorganismes halophiles en milicu salin exige le maintien d’un
équilibre osmotique entre le cytoplasme et le milieu environnant (Figure 9). La plupart d’entre
eux accumulent essentiellement du chlorure de potassium « KCI » pour les archées, ou des
composés organiques de faibles poids moléculaires, dits solutés compatibles pour les bactéries
(Stan-lotter and Frendrihan, 2015). Bien que des travaux récents ont montré que certaines
Haloarchaea peuvent utiliser des solutés compatibles dans certaines situations, et de nombreux
organismes halotolérants accumulent transitoirement des niveaux modérés des ions K*
intracellulaire durant la phase initiale d’osmoadaptation. L’utilisation de tels ou tels mécanisme
d’adaptation, reste utile pour distinguer entre les halophiles obligatoires et les halophiles
facultatifs (Becker et al., 2014).

Les organismes, accumulant dans leurs cytoplasmes de fortes quantités de sel
(principalement le KCI), se soumettent a un nouveau stress cellulaire : le stress salin. Une force
ionique élevée peut avoir deux effets sur la solubilité des protéines d’organismes non adaptes
aux conditions hyper salines : la forte concentration en ion salin va neutraliser certaines charges
ioniques requises en surface pour le maintien de la solubilté des protéines et rentrer en
compétition avec les protéines pour les molécules d’eau disponibles en solution. Quand la
concentration en sel est assez élevée pour priver une protéine des molécules d’eau qui
I’hydrolyse, celle-ci précipite (Marty, 2011).

Cependant, les organismes halophiles ne semblent pas connaitre ce stress, leurs protéines
sont non seulement solubles et fonctionelles (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 (Marty, 2011).

Le travail réalisé sur les systemes protéiques au cours des 15 derniéres années a mis en
évidence plusieurs caractéristiques générales de 1’adaptation moléculaires halophiles via la

stratégie de I’accumulation de KC1 (Marty, 2011).
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Du fait de la présence d’une forte concentration en sel dans le cytoplasme, les protéines
halophiles ont nécéssairement développé des mécanismes spécifiques pour la rétension de leur
conformation native et de leurs activités en milieu sature en sel.

Tout d’abord, 1’analyse statistique de 26 séquences de protéines halophiles a montré que
la plupart des protéines halophiles (24 sur 26) sont trés acides (exces des résidus acides par
rapport aux basiques) en comparaison aux protéines non halophiles, avec un potentiel
isoélectrique moyen (pl) pour le protéome halophile proche de 5.

Les structures cristallines de plusieurs protéines halophiles ont montre des surfaces riches
en résidus d’acides aminés riches en résidus acides (Figurel0). L’utilisation de résidus d’acides
aminés chargés negativement conduit & une organisation des ions salins en réseau a la surface
des protéines, qui renforce a la fois les intéractions faibles particules-particules (répulsion) et les
intéractions protéines-solvant. La sélection d’une surface acide est donc nécessaire pour
maintenir la solubilité des protéines dans un environnement contenant des concentrations élevées
en sels. De plus, de nombreuses protéines halophiles ont des sites de liaisons aux ions, souvent a
I’interface de sous-unité. La formation de ponts salins avec d’autres résidus va permettre
d’augmenter la stabilité des protéines (Marty, 2011).

Il a aussi ét¢ démontré qu’une hydrophobicité relativement faible a la surface des
protéines ainsi que dans les parties enfouies (coeur de la protéine) était une autre forme
d’adaptation aux conditions salines. En réduisant 1’hydrophobicité de la surface externe de la
protéine, I’attraction hydrophobe protéine-protéine est également diminuée. Ainsi, la réduction
des résidus chargés positivement (principalement la lysine) permet d’améliorer la solubilité des
protéines en augmentant la charge négative de la surface (déja forte grace aux résidus acides).
La diminution de la surface hydrophobe enfouie entre les monomeéres est de plus suseptibles de
favoriser une plus grande flexibilit¢ des sous unités. Pour I’enzyme malate déshydrogénase
halophile, cette derniere caractéristique augmente la flexibilité des sous unités actives, lui
permettant de garder une activité enzymatique correcte (Marty, 2011).

Enfin, au niveau structure secondaire des protéines halophiles (par rapport aux protéines
non halophiles), il y a une plus grande tendance a la formation de structure de type pelote
statique (random coil) et une faible tendance a la forme de structure de type hélicoidales (hélices
et feuillets). Un pourcentage plus éleve de la structure de type hélice, permet une augmentation
globale de la rigidite de la protéine, par consequence une diminution du pourcentage de structure
de type hélice chez les protéines halophiles rend probablement plus souples ces protéines (Marty,
2011).
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Haloquadratum walsbyi est vraiment inhabituelle parce qu’elle présente des cellules de
forme plate parfaitement carrée. Elle contient de I’halomucine, une trés grande protéine
constituée de 9159 acides aminés, et sa séquence et 1’organisation de domaine sont similaire a
celles des mucines animales, qui sont connues pour la protéger divers tissus contre la
dessiccation. En raison du fait qu’elles sont fortement glycosylées et sulfatées, on pense pour
former une capsule riche en eau autour des cellules et pour protéger contre les conditions de

dessechement ou de I’activité en eau extrémement faible. Un r6le supplémentaire de

Chapitre 1. Archaea halophiles

I’halomucine pourrait étre une barriere contre les phages (Stan-lotter and Frendrihan, 2015).
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Figure 9. Schéma explicatif représantant 1’osmoadaptation des Haloarchaea (Becker et al.,

2014).

(A) Modéle généralisé pour 1’osmoadaptation des Haloarchaea. Durant un choc hyperosmotique, le potassium
est importé par des symports de type Trk H*/K* et le sodium est expulsé, en utillsant une combinaison de
deux antiports de types NhaC H*/Na* et YrbG Ca?/Na*. Durant un choc hypoosmotique, ’excés de

potassium est éliminé par combinaison de I’antiports Kef H*/K* et des canaux mécanosensibles non

spécefiques MscS.
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(B) Le transport des ions ce n’est pas une stratégie codée généralement que par les Haloarchaea. L’exportation
de Na* et I’importation de k* a I’aide des transporteurs ABC (NatABC et KdpABC) peuvent étre moins
énergetiquement efficaces que les systémes de transport secondaires. L’utilisation des symports Ktr K*/Na*
pour 1’absorption de potassium se traduit par accumulation excessive de sodium.

(C) Le systeme de transport des solutés compatibles. Les symports (OpuE et MM_2305) sont omniprésents
dans les Haloarchaea. L’absorption de la glycine bétaine est médié par le symport OpuD avec le Na*, ou
rarement, par I’intermédiaire du transporteur de type ABC OpuC. Le symporteur CFUectoine/Na* est
également tres répondue. Pour les systemes de transport avec plusieurs substrats, un composé représentatif
est montré.

(D) L’absorption du magnésium est médiée par transport primaire active MgtA/B ou plus rarement, par
diffusion facilitée MgTe/CorA.

(E) L’accumulation du potassium est possible, via a la fois le transport secondaire actif (Tribe63) et la diffusion
facilitée (Tribel05). Certaines especes possedent également des transporteurs de potassium dépendant de
I’ATP de type (Co0g3639/PhnD). Les chiffres entre parenthéses représentent le nombre d’espéce
d’Haloarchaea possédant le géne transporteur parmi les 80 souches étudiées. BR : Bactériorhodopsine, HR
: Halorhodopsine, GB : Glycine bétaine, Pro : Proline, Ect : Ectoine. Kef, Ktr et Trk représentent chacun
une classe de transporteur, plutdt qu’un seul homologue. Tribe63 et Tribel05 se référent aux familles des

protéines.

-
Interdimer
surface_ & -~

Figure 10. Structure tétra métrique de la HMDH : les acides aminés acides sont représentés en
rouge et les basiques en bleu (Marty, 2011). Les nombres 1 a 4 désigne les différentes sous-unités de la
protéine
1.2.2. Formation des spheres dans les inclusions liquides

Les inclusions fluides sont de petites cavités a 1’intérieur des minéraux. Ces cavités ont
une taille de moins d’un micromeétre a plusieurs centaines de micrometres. Elles contiennent des
micro-volumes du fluide présent dans la roche @ un moment donné de son évolution. Ils sont
présents naturellement dans les halites et ont été considérés comme des habitats possibles pour
les microorganismes halophiles (Marty, 2011; Stan-lotter and Frendrihan, 2015).
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Une souche d’Halobacterium salinarum a été isolée a partir d’un cristal d’halite agé de
97,000 ans. Les cellules d’une morphologie en forme de batonnet, ont été converties en petites
formes arrondies a I’intérieure des inclusions des fluides, comme il est représenté dans la figure
11. La formation des spheres est apparemment une réponse a une faible activité en eau externe
(aw) de plusieurs espéces d’Haloarchaea. Une caractérisation biochimique initiale a montré que
les sphéres contiennent une teneur d’environ 50 fois plus moins d’ATP, par rapport aux
batonnets. Il semble probable que la diminution du rapport surface —volume fait partie de la
stratégie de survie a long terme (Marty, 2011; Stan-lotter and Frendrihan, 2015).

Figure 11. Balayage au microscope électronique d’un batonnet (a gauche) et des sphéres (a
droite) de Halobacterium du CNRC-1 (Stan-lotter and Frendrihan, 2015).

Les spheres ont été formées a ’intérieur des inclusions fluides des halites cultivé au laboratoire et ont été

obtenues apres la dissolution des cristaux de sels.
1.2.3. Environnements oligotrophiques

Oligotrophes sont des organismes qui peuvent vivre dans des environnements pauvres en
éléments nutritifs. Ils se développent lentement et ont de faibles taux de métabolisme, qui
conduisent a une faible densité de population. Les oligotrophes se produisent dans des sédiments
profonds océaniques, les grottes, les glaciers, des environnements souterrains profonds, les eaux
océaniques et les sols lessivés. La concentration du carbone organique totale dans ces
environnements est de 1’ordre de quelques milligrammes par litre (Stan-lotter and Frendrihan,
2015).

L’adaptation a la limitation des nutriments par de nombreux micro-organismes
oligotrophiques consiste a augmenter le rapport de la surface au volume de la cellule, ce qui
augmente la capacité d’absorption des nutriments par rapport au volume cellulaire. De cette
maniere, la capacité de I’organisme a récupérer des substrats générateurs d’énergie disponibles

sera augmente (Stan-lotter and Frendrihan, 2015).
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Haloguadratum walsbyi gére 1’augmentation de la surface d’une maniére un peu
différente, a savoir par un aplatissement trés élevé. Les bactéries marines sont connues pour
croitre sur ’ADN externe dissous, en l’utilisant comme source de carbone, d’azote et du
phosphore. Récemment, il a été montré que Haloferax volcanii utilise I’ADN externe comme
source d’¢éléments nutritifs et, en fin de compte, I’ADN méme interne en tant que source de
phosphate (Stan-lotter and Frendrihan, 2015).

1.2.4. Résistance aux radiations

Une remarquable résistance aux rayonnements ionisants a été rapportée pour
Halobacterium salinarum, qui a montré une valeur de D10 de 5 KGy (Dose physique
correspondant a 10% de survie ou la dose qui réduit la survie d’une population a 90%, exprimée
en Gy) ; une valeur d’un ordre de grandeur similaire de celle de 1’Archaea Thermococcus
gammatolerans (6 KGy) et de la bactérie Deinococcus radiodurans (12 KGy). Deux mutants
d’irradiation dérivés de H.salinarum présentent des valeurs de D10 proches de celle de
D.radiodurans (Stan-lotter and Frendrihan, 2015).

Geénéralement, la dessiccation et I’irradiation provoquent des cassures au hiveau des
doubles brins de la molécule d’ADN. En effet, une explication de la résistance a ces conditions a
été établie; la présence de plusieurs chromosomes est a ’origine de la régénération des
fragments épars a partir des fragments intacts.

Une protéine, Ral (tucHOGO0456) de Halobacterium de CNRC-1, a été proposé pour
fonctionner dans la réparation des cassures de I’ADN double brin et de la tolérance a la
dessiccation et aux rayonnements et un faible nombre de «cible » UV dans leurs génomes
(thymines) (Stan-lotter and Frendrihan, 2015).

En effet, la plupart des archées halophiles sont colorées en rouge-orange. Cette couleur
est due a I’incorporation des caroténoides dans leurs membranes cellulaires.

Ces molécules (antioxydants) contribuent a la photoprotection, permettant aux cellules de
vivre dans un environnement avec d’intenses radiations d’UV. Certaines espéces ont aussi une
couleur pourpre, dans ces cas-la la membrane incorpore de la bactériorhodopsine (chromo
protéine pourpre) ou d’autres rhodopsine-chromo-protéines.

L’exposition a la lumiére UV est nécessaire pour I’activation de la bactériorhodopsine. Le
role de cette proteine est de créer un gradient de proton entre le cytoplasme et le milieu
extracellulaire afin de synthétiser de I’ATP. Certaines espéces d’archées comme Halobacterium
sp., pour utiliser au mieux la quantité d’UV du milieu produisent aussi des vésicules de gaz.
Cette technique leur permet de flotter a la surface de la colonne d’eau ou la lumicre (UV) et
I’oxygeéne sont facilement accessibles afin d’activer au mieux leur systeme de production
d’énergie (Marty,2011; Pfeifer, 2015).
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1.2.5. Déficience en oxygene

La solubilité de I’oxygéne moléculaire est fortement réduite a des concentrations élevées
en sel. Les Haloarchaea ont développé une stratégie pour s’adapter a ces conditions. Certains
halophiles comme Halobacterium salinarum, sont capables de former des vésicules de gaz qui
diminuent la densité cellulaire, leur permettant de monter vers I’interface saumure-air (Pfeifer et
al ., 2002).

En effet, les vésicules de gaz sont des accessoires de flottation microbiens intracellulaires
qui se composent principalement d’une protéine GvpA. Ils fournissent aux cellules une
flottabilité vers la surface ou la présence de I’oxygeéne et de la lumiére est favorable pour leur
croissance (Pfeifer et al ., 2002).

Outre la possession des vésicules de gaz, ces microorganismes ont développé aussi
d’autres stratégies d’adaptation aux milieux pauvres en oxygene Oz . En raison de la présence de
la protéine rétinal « la bactériorhodopsine BR », ces microorganismes peuvent utiliser la lumiere
directement pour conduire les processus bioénergétiques (metabolisme photoorganotrophique).

Les BR peuvent étre prévues pour étre particulierement trés importantes, dans les habitats
stressants dans lesquels la lumiere intense est combinée avec la déficience de 1’oxygene ; une
situation que les Haloarchaea peuvent rencontrer pendant des jours ensoleillés dans des
saumures saturés en sel. Plusieurs études ont montré que les BR ne sont produits que lorsque le
taux de croissance est faible. De plus, le taux bas de ’oxygene joue un role de stimulateur de
production des BR (Pfeifer et al ., 2002).

Méme dans des conditions totalement anaérobies, il a été démontré que Halobacterium
salinarum peut se développer en utilisant un métabolisme phototrophe. Généralement, les
Haloarchaea peuvent utiliser un nombre de composés alternatifs comme un accepteur final
d’¢lectrons pour la respiration comme : le nitrate, le diméthylsulfoxyde, le triméthylamine N-
oxyde, le fumarate, le soufre et les thiosulfates (Pfeifer et al ., 2002).

1.3. Taxonomie de la famille des Halobacteriaceae (jusqu’au Février 2014)

Les Halobacteriaceae sont considérées comme un excellent groupe pour montrer
comment, la classification des microorganismes a changé au cours du temps suite aux
changements des concepts taxonomiques qui conduisent au développement de nouvelles
méthodes d’identification (Oren, 2014).

La famille des Halobacteriaceae est la seule reconnue dans 1’Ordre des Halobacteriales
qui appartient a la classe Halobacteria et le phylum Euryarchaeota. Cette famille est constituée
de 47 genres et 165 especes. Quelques genres ont un grand nombre d’espéces (Halorubrum : 25 ;
Haloferax : 12; Haloarcula : 10), mais la plupart d’entre eux ne renferme que quelques espéces

seulement (Oren, 2014).
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I.4. Nomenclature

L’existence de trois domaines a Créé une ambiguité en ce qui concerne la terminologie
utilisée pour désigner les microorganismes halophiles y compris les bactéries et les archées
comme étant tous des Halobacteria, pour faire la distinction entre les deux groupes, DasSarma
and DasSarma , (2008) ont proposé de réserver la nomenclature des Halobacteria que pour les
bactéries halophiles appartenant au domaine « Bacteria » et de créer la nomenclature
Haloarchaea pour les membres halophiles appartenant au domaine « Archaea ».

En plus, au niveau de la taxonomie, 1’ordre des Halobacteriales doit prendre la
nomenclature Haloarchaeales, et la famille des Halobacteriaceae deviendra Haloarchaeacaea.
Finalement, le genre Halobacterium sera mieux nommé Haloarchaeum pour refléter son
appartenance au groupe des Archaea que le groupe des bactéries (DasSarma and DasSarma,
2008).

1.5. Phylogénie des Haloarchaea

Des ¢études phylogénétiques précédentes ont décrit deux majeurs clades d’Haloarchaea et
plusieurs groupes plus petits avec des relations mal définies avec ces clades. Une mise a jour des
travaux antérieurs, basée sur une phylogénie construit en utilisant un ensemble concaténé de 40
genes fortement conservés. Les clades précédemment décrits sont étendus comme suit : une
espéce est considérée comme appartenant au méme clade, si un membre du genre ou elle a été
affectée déja, fait partie de ce clade et ce genre ne soit pas ni paraphylétique ni polyphylétique,
en incluant aussi toute espéce qui peut se grouper avec ce clade avec un support d’au moins 75%
de parenté (Becker et al., 2014).

Gréace a ce processus pour la détermination des relations entre les clades, la résolution de
la phylogénie des marqueurs multiples est accrue, ce qui a permi d’assigner Halovivax au clade
1. En se basant sur le méme processus, un troisieme clade a été crée et qui comprend les genres :
Halobacterium, Natronomonas, Halorhabdus, Halosimplex, Halomicrobium et le genre
Haloarcula (Figure 12).

Des études précédentes ont fait la remarque sur la relation mal résolue entre les genres
Haloterrigena et Natrinema, qui ont été initialement désignés sur la base de la composition des
lipides de leurs parois et ’hybridation ADN-ADN. Bien que Tindall, (2003), suggére que les
difficultés d’affectation au niveau des genres de certaines espéces de Haloterrigena et
Natrinema, soient simplement le résultat d’une erreur expérimentale (y compris les données
erronées d’hybridation ADN-ADN) (Becker et al., 2014).

Les résultats suggerent que ces genres, tels que définis actuellement, sont en fait
polyphylétiques. Les especes appartenant a ces genres doivent donc étre reéaffectées en utilisant

des indicateurs phylogénétiques modernes (Becker et al., 2014).
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La phylogénie multi-marqueurs a également contribué a la résolution d’autres paraphilie
et polyphilie au niveau des genres apparentés. Ceux-ci comprennent les genres Natronorubrum
et Halobiforma, qui semblent étre non-monophyletique, quand il y a une considérable similitude
au niveau de rpoB ADN ou les protéines (Becker et al., 2014).

1.6. Méthodes de détermination des nouveaux membres de la famille des Halobacteriaceae

Conformément a la recommandation 30b du code international de nomenclature des
bactéries qui appelle a 1’élaboration des normes minimales pour la description de nouvelles
especes. Oren et al., (1997), ont proposé des normes minimales pour la description des nouveaux
taxons dans I’ordre des Halobacteriales.

Les normes minimales incluent des informations sur les caractéristiques suivantes :
morphologie cellulaire, mobilité, pigmentation, exigence en sels pour éviter la lyse cellulaire,
optimum de croissance sur des concentrations différentes en NaCl et MgCl», détermination de
I’optimum de croissance a différentes valeurs de pH et de température ; croissance anaérobie en
présence de nitrate ou de 1’arginine ; la production d’acide a partir d’une gamme de substrats
carbonés, I’aptitude a croitre sur des sources de carbone et d’azote simples, tests de 1’oxydase et
de la catalase, I’hydrolyse de I’amidon, de la caséine, et du Tween 80 ; sensibilité aux
antibiotiques, et ’analyse des lipides polaires.

La description d’un nouveau taxon devrait étre compatible avec la phylogénie, qui est
généralement fondée sur les informations des séquences nucléotidiques de I’ADNr 168, ainsi que
les données de 1I’hybridation ADN-ADN dans le cas d’une description des nouvelles especes.
Cette proposition a été approuvée par les membres du sous-comité de la taxonomie des

Halobacteriaceae du comité international de la systématique en bactériologie (Oren et al., 1997).
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Figure 12. Arbre phylogénétique des Haloarchaea.

Phylogénie multi-marqueurs incluant 80 génomes et d’autres génomes d’Haloarchaea, recueillies auprés IMG.

L’arbre déraciné a été construit a partir d’un alignement concaténé de 40 marqueurs PhyEco utilisant PhyML. Le

dossier complet de I’arbre peut étre consulter par Dataset S19. Les cases noires représentent les clades

haloarchéenne comme décrit dans le paragraphe. Les racines des arbres de Methanocella (non représentées)

(Becker et al., 2014).

21



Chapitre 1. Archaea halophiles

1.7. Applications biotechnologiques des Haloarchaea

Outre leur role dans les environnements hyper salins , ce groupe de procaryotes a un
intérét considérable en raison de leurs potentiels d’utilisation dans diverses applications
biotechnologiques et industrielles (Rothschild and Mancinelli, 2001).

Cependant, certains métabolites, tels que certaines protéines, enzymes extracellulaires,
des substances osmotiquement actives (solutés compatibles), exopolysaccharides et des lipides
spéciaux ont des applications potentielles dans 1’industrie (Schiraldi, 2002). En effet, les Archaea
halophiles semblent étre une tres bonne source de diverses biomolécules et peuvent ouvrir les
portes vers la valorisation et le développement de nouveaux produits qui peuvent résister a des
conditions hostiles a cause de leurs propriétés uniques (Rothschild and Mancinelli, 2001).

1.7.1. Enzymes

Les enzymes tels que les amylases, amyloglucosidases, protéases et lipases qui
fonctionnent a une forte concentration saline, peuvent étre utiles dans des processus
biotechnologiques exigeant une concentration elevée en sels pour la dégradation des
macromolécules (Fukushima et al., 2005).
1.7.1.1. Glycosidases

La production des exo-enzymes tels que les amylases et les amyloglucosidases qui
fonctionnent a une forte concentration saline, peut étre utile dans des processus
biotechnologiques exigeant une concentration élevée en sels pour la dégradation des
macromolécules glucidiques. L’exemple de 1’espéce Haloferax mediterranei qui sécréte o-
amylase lorsqu'elle est cultivée sur l'acétate d'ammonium comme source de carbone et d'azote.
Cette amylase a une masse moléculaire d'environ 58 kDa avec une activité maximale a 3 M de
NaCl. La température optimale est comprise entre 50 et 60°C, mais contrairement aux amylases
décrites jusqu’a présent, cette amylase garde 65% de son activité maximale a 80°C avec un pH
optimal entre 7 et 8 (Carol, 2011).
1.7.1.2. Lipases

L’isolement et la caractérisation des lipases stables a des concentrations élevées en sel,
provenant des bactéries halophiles, font 1’objet d’un intérét croissant. La disponibilité de ces
enzymes faciliterait les procédés industriels qui requierent une activité puissante a une forte
concentration en sel et sous une basse activité en eau (Guzman et al., 2008).

Les lipases peuvent étre des phospholipases, c.-a-d., elles hydrolysent le groupement
phosphate a partir des phospholipides, ou ils peuvent étre actifs contre 1’un des acides gras sur
les phospholipides ou les triglycérides.

Bhatnagar et al., (2005), ont fait le screening de 1’activité lipolytique (activité contre le p-

nitrophényl butyrate et le p-nitrophényl palmitate) d’une collection des souches Algériennes.
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La plupart des 35 souches testées, a montre une activite contre les deux substrats et 12%,
ont montré une activité contre I’huile d’olive. Ces auteurs ont choisi I’espéce Natronococcus sp.,
une Archaea halophile alcaliphile pour une étude approfondie, 1’activité enzymatique est trouvée
a une concentration de 3M de NaCl avec une tempeérature de 40°C. des études ultérieures ont
montré que 1’activité optimales est trouvée a 4M de NaCl, et il n’y a pas une activité en absence
de sel. Cette lipase est thermostable lorsqu’elle est incubée a 50°C pendant 60 minutes, mais
seulement 50 % de I’activité enzymatique est conservée lorsque 1’enzyme est incubée a 80°C,
pendant 76 min. Cette lipase de Natronococcus sp. hydrolyse I’huile d’olive et contient dans son
site actif la serine. Ces enzymes peuvent étre utilisées dans la production des produits chimiques
spéciales. Cependant, a ce jour, il n’y a pas d’applications industrielles connues pour I’une de ces
enzymes (Guzman et al., 2008).
1.7.1.3. Protéases

Les protéases microbiennes sont I’une des classes d’enzymes les plus intensivement
étudiées et largement appliquées dans les processus industriels. Elles sont généralement utilisées
comme additifs dans les détergents de blanchisserie, dans la transformation des produits
alimentaires, pharmaceutiques et dans les industries de tannage de cuir aussi bien que dans la
gestion des déchets (Ayad, 2011).

Les protéases qui ont été produites par Halobacterium spp., Haloferax mediteranei,
Natrialba asiatica, Natrialba magadii, Natronococcus occultus et Natronococcus pharaonis, ont
été purifiées et caractérisees. Par exemple ; la sérine-protéase d’Halobacterium salinarum était la
premiere hydrolase extracellulaire identifiée a partir d’une Archaea extrémement halophiles, elle
nécéssite 4M de NaCl pour une activité catalytique et une stabilité optimale avec un rendement
allant jusqu’a 76% dans un milieu dont I’activité en eau (aw) est faible (Stuti and meenu, 2015).
1.7.2. Archaeosomes et lipides des Haloarchaea

Les lipides membranaires des Haloarchaea, sont distinctement différentes de celles des
bactéries par le type de la liaison éther entre le glycérol et le groupement d’hydrocarbures de
nature isoprénoides. Ainsi, les groupements de glycérol sont chélatés par des groupements
phosphates. Ces qualités inhabituelles permettent de les utiliser comme des archaeosomes
(liposomes obtenus avec les membranes lipidiques a partir des cellules d’Archaea).

Ces archaeosomes présentent plus de stabilite a des conditions différentes (stress
oxydatifs, température basse ou élevée, pH acide ou alcalin, I’action des phospholipases et des
sels biliaires) par rapport aux liposomes classiques (Enache et al ., 2015).

Les lipides tels que le di-éther de glycérol peut trouver une application comme un additif

alimentaire, servir d'un remplacant gras pauvre en calories (Enache et al ., 2015).
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1.7.3. Production des biosurfactants

Certaines especes d’Haloarchaea, sont capables de produire des agents tensio-actifs dits,
biosurfactants, hautement stables dans des conditions extrémes de pH, de température et de
salinité. Ces biomolécules peuvent étre utilisés dans plusieurs domaines (pétroliers,
pharmaceutiques, alimentaires, agronomiques et dans la bioremédiation des sols) (Carol, 2011 ;
Kebbouche-Gana et Gana, 2014).

1.7.4. Production des halocines

La diversité biologique du milieu marin, en particulier, offre un énorme champ
d’application pour la découverte de nouveaux produits naturels, dont plusieurs sont des cibles
potentielles pour les développements biomédicaux. Les extrémophiles ont été reconnus comme
des sources précieuses de nouveaux bioproduits et cela pourrait bien inclure les agents
antimicrobiens (Fiedler et al., 2005).

Les halocines sont des protéines bactériocines-like ou peptides produits par de
nombreuses especes des Halobacteriaceae ; Haloferax mediterranii et Haloferax gibbonsi, qui
agissent contre des microorganismes phylogénétiquement proches et qui colonisent la méme
niche écologique (Platas et al., 2002 ; Yun et al, 2003). Ces substances ont une large application,
notamment dans la conservation des produits alimentaires par salaison (viande, poisson, etc.)
(Oren, 1999).

1.7.5. Production des biopolymeéres (PDG), (PHA) et (PHB)

Ces polymeres sont des hétéropolysaccharides qui se composent essentiellement du
mannose, mais comprennent aussi du glucose, galactose, des sucres non identifiés, des acides
aminés, de I’acide uronique et des sulfates. Anton et al., (1988) ont également rapporté les
propriétés rhéologiques montrant une plasticité et une viscosité élevée a faibles concentrations.
Bien qu’elle soit connue pour produire dans le domaine Bacteria, le poly-y-D-glutamate (PDG)
extracellulaire n’est pas couramment produit par les Haloarchaea. Cependant, le PDG est
produit par Natrialba aegyptiaca S40. Sa production est dépendante de la croissance sur un
milieu de culture contenant 20% (p/v) de NaCl et la concentration maximale a eu lieu aprés 90 h
de sa croissance. Il en résulte 470 mg/l de PDG (Ventosa and Nieto, 1998).

Le premier rapport qui prouve la production des polyhydroxyalcanoates (PHA) par les
Haloarchaea par Fernandez-castillo et al., (1986). Lorsqu’ils ont noté que les deux espéces
Haloferax mediteranei et Haloferax volcanii, peuvent produire jusqu’a 3 a 8 g/l d’un
héteropolysaccharide acide avec une haute viscosité aux concentrations relativement basses et
résistant aux conditions extrémes (concentrations élevées en sel, pH et T). La structure de ce

polymére a été récemment élucidée (\Ventosa and Nieto, 1998).
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Ils produisent aussi, le polyhydroxybutrate (PHB) a 17 et 7% en poids sec,
respectivement. 1ls ont également montré que la concentration en sel fait une différence, en
influencant la quantité du PHB produite avec une production maximale de 35 a 38 % du poids
sec, survenant a des concentrations de 15 a 20% de sel. Des concentrations plus élevées de sel
diminuent ces taux de moitié (\Ventosa and Nieto, 1998).

Parmi les inconvénients qui limitent 1’utilisation des bio polymeéres par les Haloarchaea
est le codt relativement élevé du milieu de culture des organismes producteurs des PHA, ce
dernier est utilisé principalement pour la production de plastiques biodégradables.

En effet de tels polymeres peuvent étre employés pour modifier les propriétés
rhéologiques des systemes aqueux, pour la stabilisation de la viscosité en tant que des agents
d’épaississement, de gélification et d’émulsification et peuvent trouver des applications dans la
récupération assistée du pétrole par les micro-organismes (\VVentosa and Nieto, 1998).

1.7.6. Dégradation des hydrocarbures

Plusieurs expériences ont été réalisées dans lesquelles les Haloarchaea ont été testés pour
leurs capacités de dégrader les polluants. La plupart d’entre elles ont été menées sous forme de
cultures mixtes sauf pour le travail de Bertnard et al., (1990) et d’Emerson et al., (1994) et pour
la dégradation des hydrocarbures.

D’autres études importantes ont été effectuées par Woolard and Irvine, (1995) et Kargi
and Uygur, (1996) pour I’assainissement des eaux usées salines ; par kulicheveskya et al., (1992)
pour I’oxydation des hydrocarbures, et le brevet délivré pour Patzelt et al., (1998) pour une
partielle décomposition des hydrocarbures halogénés. La dégradation des hydrocarbures par les
archées halophiles peut s’avérer utile dans la bioremédiation des fuites de pétrole (Litchweld,
2011).
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