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Résumé

Les espéces microbiennes qui se développent @snsndironnements hypersalés sont
parmi les modéles les plus fascinants pour liseleimde nouvelles biomolécules
fonctionnelles dans des conditions extrémes, etteh@nt stables (antibiotiques,
bactériocines, bacteriorhodopcines, osmoregulatenzymes etc....). Leur résistance a ces
conditions leur confére des caractéristiques étot@s, ce qui révele un véritable atout

biotechnologique.

Le milieu des halophiles sont divisés en Thalaakio et Athalassohalins. Ces
microorganismes vivant en ces milieux rencontiifierentes difficultés pour cela ils ont
développé plusieurs stratégies adaptatives dorléeanisme type KCI ou Halobacterial et

I'Osmorégulation.

L'utilisation des bacteries halophiles en bioirtties a ouvert la voie vers une
biotechnologie future, lls représentent donc unerc® potentielle de molécules nouvelles
actives qui peuvent étre utilisées dans plusiewmaihes : médical, pharmaceutique,

alimentaire, agronomique et industriel.

Mots clés: Environnements hypersalés, Halophiles, HaloginBacteriocines, Interets

biotechnologique.
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1. Introduction

Les formes de vie sur Terre sont innombrables,ncentes environnements qui les
abritent. Jusqu’au 20éme siécle, on pensait quevidan’était possible que dans un
environnement «normal», c’est-a-dire la ou les @bk sont compatibles avec la vie de
I’'homme. Puis, les chercheurs ont commencé a traile® organismes qui survivent dans des
conditions hors de ces normes, dans des milieuxctaisés par des conditions physiques

et/ou chimiques extrémes (Peduzzi et al. 2006).

Les organismes qui se développent dans ces bmtipmestiles” sont globalement
qualifiés d'extrémophiles (Costenaro, 2001). Lesmpers organismes extrémophiles isolés
font partie des organismes halophiles, découveatss dun environnement qu'on croyait
dépourvu de vie, d'ou son nom: la Mer Morte. Cgmpismes vivent dans des concentrations

de sels tres élevées (Garcia, 2002).

Un domaine plus prospectif mais prometteur coesst la caractérisation d'enzymes
halophiles, permettant la mise en ceuvre de bigsasldans des milieux ou les enzymes
commerciales ne posséedent que de faibles stabilitéxctivités (Feuga, 1997). La recherche
sur les enzymes hydrolytiques des organismes hiddsph été frayée par Nordberg et Hofsten
a la fin des années 60 (Nordberg et Hofsten, 198@puis, un nombre considérable d'efforts
a été consacré a l'évaluation des enzymes extrlteds produites par les bactéries
modérément halophiles puis leur utilisation dars glecessus biotechnologigues (Ventosa et

al., 1998; Govender et al., 2009).

La plupart des producteurs halophiles d'hydralasetté assignée a la famille des
Halomonadaceae. Elle inclue des membres productdarscellulases, d’amylases, de
xylanases, de protéases et de lipases (Sanchex-&oal., 2003a; Govender et al., 2009;
Rohban et al., 2009). En outre, une partie desmeagydérive de souches bactériennes isolées
des lacs natronés et des marais salants proveerantryironnements athalassohalins d’ou
leur polyextrémophilie, en raison de leur adaptatiode hautes concentrations salines et au
pH alcalin. Elles sont souvent thermostables (Morehal., 2009). Ces propriétés ont fait des
enzymes halophiles d’excellents candidats pouéufites applications biotechnologiques car
elles pourraient catalyser des réactions dans deditons dures, typiques de nombreux

processus industriels (Setati, 2010).




Ces derniéres années, la recherche sur la bisd&enicrobienne des environnements
hypersalins s’est multipliée. Le nombre des étudesnt une compréhension approfondie de
ces écosystemes comme le Grand lac salé, Utah (U&AN)er Morte, les marais salants de
plusieurs pays et les lacs alcalins a savoir le Magadi a Kenya s’est considérablement

développé (Alessandro et al., 2006).

Notre travail est structuré comme suit : les emnements salins et hypersalins, les
microorganismes halophiles qu’ils hébergent, leliversités métabolique et phylogénétique,

leur adaptation osmotique aux fortes salinitégtd applications biotechnologique.




2. Historique

Au XVlle siécle, Antoine Von Leen Wenhook Utiliasn simple microscope pour
découvrir que nous vivons dans un monde microbmg®ercu contenant une population trés

diverses (Jeffrey et melvin, 1996).

Avec l'importance croissante accordée au mondeabiens et les méthodes de plus
en plus performantes mise pour détecter la vieahienne, il est maintenant possible de dire
gue presque tous les environnements de la plaoateonent la vie et que méme les endroits

les plus inhospitaliers contiennent des micro-oigars (Kunzel, 2003)

L’histoire des extremophiles commenca a la finXd¥e siecle alors qu’on découvre
les premiers organismes halophiles, (du grec &), isolés dans un environnement hyper
salé gu’on croyait dépourvu de vie (Oren, 1988)s Geganismes peuvent vivre dans des
concentrations de sel tres élevé tels que lesklés. Les chercheurs ne se sont pas beaucoup
intéressé a ces organismes car les moyens digaésti de I'époque n’était pas
suffisamment développé pour permettre de faire Ueiére sur la structure et le
fonctionnement de ces minuscules amateurs du sgli’f la découverte a la fin des années
1970 par Carl woese et collaborateurs du troisi€lomaaine du vivant : celui des Archaea
auquel ils appartiennent (Fox et al. 1977 ; Woes®or, 1977).

Ces archaebacteries avaient des caractéristigakglares differentes de celle

connues chez les eubactéries et les eucaryotesiiBroDoolittle, 1997).

La découverte de ces organismes dans des envinemte particuliers a des lors
déclencher une sorte de chasse aux extremophiessAjuelques années ces recherches ont
abouti a la découverte d’'une diversité inouie, detement inattendu, dans des milieux

supposés hostile a la vie (Burg, 2003).

L'étude des extremophiles sur Terre peut fourres gparameétres utiles dans la
recherche de la vie n'importe ou dans l'universs[@spéces qui se développent dans des
environnements hyper salés sont parmi les plusin@st modéle pour étudier des
mécanismes de survie loin de notre planéte (DasS2008).




En outre, les extremophiles ne sont pas nécessatitedes Archaebactéries et toutes
les Archaebactéries ne sont pas toutes extrémsphien indique donc que les
Archaebactéries aient pu jouer un rble prépondétans I'évolution que ne l'auraient faits
d’autres procaryotes. Rien ne prouve aussi queajiiw de la vie se trouve dans les sources
hydrothermales, méme si I'hypothése est séduisBei@ucoup de ses hypotheses séduisantes
ne cadrent pas l'idée que 'ARN aurait précedé IMDMais rien ne prouve non Plus que ce

soit la bonne hypothése.

Aujourd’hui quand on parle de l'ancétre commun LAJGNn ne sait toujours pas

vraiment qui pouvait-il bien-étre ?

3. Taxonomie :

Les termes « halobactérie ou haloarchaea » camdspt aux membres d’archaea
halophiles extrémes aérobies de la famille des Wéaheriaceae, de l'ordre des

Halobacteriales formée par Grant & Larsen (1989).

La connaissance des haloarchaea a commencé aviecnmation de deux genres
Halobacterium et Halococcus. lls constituent unugeo monophylétique ou la majorité des
especes ont des valeurs de 83,2 % de similitudesé@gsences d’ADNr 16S, indiquant une

diversité génomique (Wright, 2006).

Les méthanogenes sont le groupe d’'archaea legplogement lié aux halobactéries
(Olsen et al., 1994) avec des valeurs de similgutks séquences d’ADNr 16S de l'ordre de
80 %. La diversité phylogénique des archaea hdepkxtrémes excéde de beaucoup tout ce
qui a pu étre envisagé il y'a a peine une quinzaiamnées. Dans la seconde édition du
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology, 14 gsront été décrits (Grant et al., 2001).

Il est probable que la diversité desohathaea soit plus étendue que le nombre de
genres décrits, si on considére les non cultivalllascomparaison des séquence des genes
16S d’ARNr et 'analyse des lipides polaires memhreges sont actuellement utilisées comme
clées de difféerenciation entre les membres des hatébes (Kamekura, 1998, 1999b ;
Kamekura et al., 2004).




La composition des lipides polaires de la membahengtemps été utilisée comme
un des principaux criteres chimiotaxonomiques deffér@inciation des genres
d’Archaebacteries halophiles (Ross et al., 198hdéaura et kates, 1999 ).

La taxonomie des halobacteria fondée sur la coitiposdes lipides polaires s’est
révélée cohérente avec les données phylogénétiguaestes de la comparaison des séquences
d’ARNr 16S (Grant et al. 2001).

4. Diversité et phylogénétique

A la fin des années 1970 carl Woese et ses ca#gnt révolutionné la phylogénie en
comparant I'évolution conservée des petites sout®(l6S et 18S) des séquences d’ARN
ribosomal. Sur la base de ces comparaisons, tegdermes de vie peuvent étre classées en

trois domaines : Archaea, Bacteria et Eucarya.

L'augmentation de la salinit¢ s’accompagne d'ugduction de la diversité des

communautés microbiennes (Oren, 2002a).

Arbre phylogénétique de la vie

Bactéries Archées Eucaryotes
Bactéries
veries Myxomycites
Spirochétes flamenteuses Amiles Anlmain
Grﬂ:lﬂ Methanosarcing Champignons
Posiives | methanobacterium Halophiles

Froteobactenes Plantes
: Mafhanococcls
Cyanobactéries - Cillas
T, Cinler
Planciompoes rermoprofons Fla ggl'.lég

Pyrodiciicinm
Bactoroidos
Cyraphaga

Trichamonsdos

Microspordes

Thermaloga

Diplomonades
Aguifex

Figure 1. Arbre phylogénétique universel issu d’une anaty@mparative des séquences de
genes ribosomaux (Oren, 2002).




Le domaine des Archaea comprend trois phyla Clesarchaeota Euryarchaeota et
récemment proposé les Korarchaeota. Leur positimfopdément enraciné dans l'arbre
universel indiqgue que les Archaea sont relativenmothes des organismes procaryotes

originaux a partir desquels toute la vie est pré&savoir évoluée.

Un premier temps, les crenarchaeota on été cagsid®mme étant le plus souvent
thermophiles (incapable de croitre a des températunferieures a 60°c) mais la découverte
récente des Archaea dans les environnements tellegueaux de surface des océans indique

gue ce regne est plus varié gu’on ne le pensait.

Les Euryarchaeota comprennent les methanogenedhalephiles extrémes et les

thermophiles extrémes tels que les Archaeogloblisermoccocus (Woese, 1994).

Tableau I: Comparaison entre les Archaeas, Eubacteriesyymiea (Woese et al, 1990).

Caractéristigues  Archaebactéries Eubactéries Eucaryotes
Tailledela  Environ 1 micromeéetre  Environ 1 micrométre Environ 1
cellule micrometre
Membrane Néant Néant Présent

cellulaire

Membrane Néant Néant Présent

nucléaire

ARN de Présente dans la Présente dans

transfert : Absente plupart des ARN de la plupart des

présence de transfert de la plupart ARN de

thymine dans le des especes transfert de 13

bras commun plupart des
especes

Longueur

'ARN 1500 nucléotides 1500 nucléotides 1800

16S ,18S) nucléotides

approximative

Ribosomes : 30S -50S 30S -50S 40S | —

taille des sous 60S

unités

Chaines aliphatiquesChaines aliphatiquesChaines
Lipides des ramifiées avec desramifiées avec desaliphatiques
membranes liaisons ether 2900liaisons ether 2900linéaires ave
nucléotides nucléotides des liaisons

ether 3500
nucléotides

Réaction avec le Pas de réaction Positive Pas de

chloramphénicol réaction




4.1 Eucaryotes halophiles

Dans le domaine Eucarya, les halophiles sont r&medait, le seul microorganisme
eucaryote d'importance, et presque ubiquitaire dées environnements a hautes
concentrations en sel, est l'algue verte Dunalie®rtains membres de Dunaliella
synthétisent de grandes quantité$dmrotene dans des conditions appropriées, unei@r®p
exploitée dans des opérations biotechnologiquesialislla est halotolérante plutdét que
strictement halophile: la plupart des souches seeldgpent sur une large gamme de
concentrations en sel (jusqu'a 1M). On rencontrale¥gent dans ces environnements un

crustacé du genre Artemia (Artemia salina, Artefraaciscana) (Oren, 2002a).

Les moisissures, longtemps négligées dans langduhees halophiles, contiennent un
certain nombre de représentants halophiles faibtesnodérés tels qu€ladosporium,
Aspergillus et Penicillum spp. (Gunde-Cimerman et al., 2000; 2005; Kis-Papd.e2803)
et les levures noires Hortaea werneckii, Phaeothéagulariset Aureobasidiumpullulans
(Zalar et al., 1999; Gunde-Cimerman et al., 200@s protozoaires flagellés ont été observés
dans des étangs artificiels (Cho, 2005).

4.2. Archaea halophiles

Les halophiles du domaine Archaea appartiennémisifamilles:Halobacteriaceae,
Methanospirillaceae et Methanosarcinaceae Les deux derniéeres familles contiennent

également des membres non halophiles (Yachai, 2009)

La famille des Halobacteriaceae (haloaea ou halobactéries) de l'ordre des
Halobacteriales est composée entierement de merhbteghiles extrémes et aérobies. Les
représentants de cette famille se développent dassnvironnements ou la concentration

saline est tres élevére $M) et dont leur optimum de croissance varie dea34,2M (20-25%,

pIv)

lIs exigent la présence de sel pour leur croissabeur paroi cellulaire, ribosomes et
enzymes sont stabilisés par I'accumulation de K€hchai, 2009). Une caractéristique
physiologique intéressante est la présence, cheairees especes d’halobactéries, d'un
photopigment membranaire (la bactériorubérine) gprmet la production d'ATP, quand la
teneur en oxygene dans le milieu extérieur est fadge. Ce composé formé d'une protéine
(bactériorhodopsine) associée a un photopigmenblsdie a un caroténoide (rétinal) est
responsable de la couleur rouge des saumures (20@2a).




4.3. Bactéries halophiles

Les microorganismes aérobies, hétérotrophes, hitdgpet halotolérants du domaine
Bacteria forment un groupe phylogénétique tresrbgéne. lls sont inclus dans 5 phyla:

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spiroclaetes et Bacteroidetes.
4.3.1. Phylum Proteobacteria

Le phylum Proteobacteria a été proposé par Garrity et al. (2005) sur lee bdes
I'analyse phylogénétique des séquences du geneatdddlaNr 16S. Ce phylum contient cing
classes de bactéries a Gram négatifs: Alphaprotésiiea, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria (ou Daitaba) et Epsilonproteobacteria
(Brenner et al., 2005).

Les microorganismes appartenant a ce phylum séstubiquitaires et hétérogenes,
avec des propriétés physiologiques diverses. Uvgra étre isolés de divers environnements
comprenant des habitats marins, hypersalins, afalet acides. La famille des
Halomonadaceae (Franzmann et al., 1988) de laecl@snmaproteobacteria contient le
nombre le plus important d’espéces halophiles maaerCes dernieres ont été isolées de
plusieurs habitats différents, a savoir, les laggebsalins et/ou alcalins, sols salins,

environnements hydrothermiques, gisements de péett. (Kim et al., 2010).

Cette famille comprend également trois genres detébies halophiles extrémes
apigmentées (Maturrano, 2006; Sorokin et al., 2D@6at une des especes a été isolée de la
sebkha Ezzemoul en Algérie (Kharroub et al., 2006a) famille des Alteromonadaceae
(lvanova et Mikhailov, 2001) inclut des protéobaie® halophiles modérées. Le genre

Marinobacter (Gauthier et al., 1992) est le plupanant dans cette famille.

4.3.2.Phylum Firmicutes

Les membres du phylum Firmicutes sont hautementersli aux niveaux
morphologique et physiologique et sont capablesaldier une grande variété

d’environnements, tels que les habitats hypersalins

La famille des Bacillaceae appartenant a ce phydsmla plus importante avec 21
genres incluant des especes halophiles obligat@itebvig et al., 2008) dont Halobacillus est
considéré comme le genre le plus important. Lagrtugies études physiologiques réalisée sur
ce genre a été focalisée sur I'espece type, Halbkmshalophilus.




Plusieurs approches ont démontré I'importance lilorgre non seulement pour la
croissance de cette bactérie mais également poarotdité et la synthese flagellaire, la
germination des endospores, la régulation d’'uneétéarde protéines et le transport de
I'osmoprotecteur glycine bétaine (Roeler et MUIEI98; 2002; Dohrmann et Muller, 1999;
Roebler et al., 2000).

4.3.3.Phylum Actinobacteria

La classe Actinobacteria constitue I'un des ppaax groupes du domaine Bacteria
(Ludwig et Klenk, 2001) répartie en 48 familles (&t al., 2009). Elle contient des bactéries
halophiles incluses dans I'ordre des Actinomycstdfetackebrandt et al., 1997; Zhi et al.,
2009).

4.3.4.Phylum Spirochétes

Quatre especes modérément halophiles des Spiesclait été décrites, toutes
appartenant au genre Spirochaeta. |l s’agit deoSipéreta halophila (Greenberg et Canale-
Parola, 1976), des espéces holoalcaliphiles (Spaeta africana et Spirochaeta alkalica) et de

Spirochaeta asiatica (zhilina et al., 1996).
4.3.5.Phylum Bacteroidetes

Le phylum Bacteroidetes se compose de trois daBseteroidia, Flavobacteria et
Shingobacteria (Garrity et Holt, 2001). Ces demséncluent des espéeces halophiles faibles
et modérées (Denger et al., 2002; Donachie e2@04; Nedashkovskaya et al., 2005) et
uniquement quatre espéeces halophiles extrémesiegreb pigmentées: Salinibacter ruber
(Anton et al., 2002), Salinibacter iranicus, S&adter luteum (Makhdoumi-Kakhki et al.,
2012) et Salisaeta longa (Vaisman et Oren, 2009).

5.Les microorganismes halotolérants et halophiles

Les halophiles et les halotolérants présententguaiede diversité phylogénétique. On
les trouve dans les trois domaines du vivant : Aeeh) Bacteria et Eucarya (Oren, 2002).

Les microorganismes qui peuvent se développebsarge aussi bien qu'en présence
du sel sont qualifiés d’halotolérants et ceux quintscapables de se développer
approximativement au-dessus de 15% (p/v) (2,5M) NBCI sont considérés comme

extrémement halotolérants (DasSarma, 2001).




De nombreuses définitions ont été données daittelature pour qualifier les termes
halotolérant et halophile. La distinction entre ti§érents types a été faite en se basant sur

les seuils de concentrations de sels requisesénantes.

Le terme « Halophile » désigne les bactéries ita@s la présence de sel (NaCl) dans
le milieu pour leur croissance. En revanche, Imé&x halotolérant » signifie que les bactéries
tolérent différentes concentrations en sel durent kcroissance. Les bactéries nécessitant
moins de 1 % (p/v) de sel pour une croissance @time sont pas considérées comme

halophiles.

Larsen (1962) proposa quatre groupes de bactbakegphiles, par contre Kushner
(1993) proposa une classification de bactériesples en fonction de leur réponse au Nacl,
en se basant sur leur croissance maximale. Cingpgsoont été définis motionnés dans le

tableau ci-dessus.

Les bactéries halotolérantes ont une croissancileare dans les milieux qui
contiennent une concentration de sel <0,2 M (-1%ismpeuvent aussi tolérer des

concentrations élevées en sel (Yoon et al ., 2003).

Tableau II: Différentes catégories des bactéries halophilesdek définitions de Larsen
(1962) et de Kushner (1993).

Classification

Classification

de Larsen de Kushner
(1962) (1993)
Catégories NaCl Catégories NaCl
Les non- <2% Les non- ~1%
halophiles halophiles
Les 2 ab% Les 1 a
halophiles- halophiles 3%
légeres légeres
Les 5 a 20%, Les 3 a
halophiles halophiles 15%
modérées modéres
Les 20 a30% Les 9 a
halophiles halophiles 23%
extrémes a bord
extrémes
Les 15 a
halophiles 32%
extrémes
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Il est difficile d’établir des limites qui défirgent I’halophilisme et I’halotolérance car
de nombreux facteurs comme la température, la otrat®n et la présence et la nature de
nutritions disponibles aussi la présence des ag@issmodifient considérablement la réponse
des microorganismes au NaCl (Kushner, 1993 et \sargb al ; 1998).

Comme exemple, pour I'espece Halomonas halopbdacentration saline optimale
de croissance est de 5% a 22 % alors qu’elle e8f53 lorsque la température varie de 32 a
42 C°(Quesada et al ., 1987)

Tableau Il : Différentes catégories des bactéries halotolérgnigsla et al., 2006)

Catégories NacCl

Légérement halotolérantes 6 a 8%
Modérément halotolérantes 18 a20 %
Les halotolérantes extrémes 0 a 30%.

6. Environnements hypersalins

Deux types d’environnements peuvent avoirséd comme facteur agissant sur les

populations microbiennes :le sol et I'eau.

La vie microbienne peut étre trouvée sur un évieet&réme de concentrations en sel;
passant de I'eau douce (contenant moins de O¢e gl dissous), a I'eau de mer et enfin aux
environnements hypersalins (Oren, 1999).

Les eaux marines constituent le plus grand biome rotre planéete avec une
concentration en sel autour de 35g/l, et les enmements hypersalins ont été définis comme
ceux ayant des concentrations salines au-dessusellieci (Oren, 1999; Gerday et
Glansdorff, 2007).

Les environnements hypersalins sont divisés dagbahalins et athalassohalins.
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6.1. Environnements Thalassohalins

Beaucoup d’environnements hypersalins proviendent®vaporation de I'eau de mer,
favorisée par un écoulement restreint, une températievée, de basses précipitations... etc
et thalassohalins (du grec thalasso, la mer),slaa@ls minéraux sont dans les mémes
proportions que celles contenues dans I'eau detarg@rque les seuils de précipitation ne sont
pas atteints (McGenity et al., 2000; Oren, 2002862.

Figure 2 : Habitats thalassohalins. Marais salants de (Rlstaca en Espagne (a droite) et a
San Francisco au USA (a gauche) (Falb et al., 2005)

6.2. Environnements Athalassohalins

Les eaux athalassohalins proviennent de la disold’évaporites par I'eau, cas de la
Mer Morte. Ces environnements ont une composit@mngue saline différente de celle de
'eau de mer. (McGenity et al., 2000; Oren, 200)6).

Cependant, une des différences les plus impogasrige les plans thalassohalins et
athalassohalins est le pH. Comme mentionné préaédein les eaux thalassohalines sont
légérement plus alcalines que I'eau de mer a paetiaquelle elles ont été établies. Cela est
principalement d0 a la précipitation des carbondéesalcium en excés sous forme de calcite.
Dans les systémes athalassohalins, les eaux smgtiéynent déficientes en €aet Mg 2*
ainsi, le systeme tend a générer un pH acide (@tavitGenity, 1998).
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Les proportions des différents sels de ces eankreitement différentes de celle de

I'eau de mer (Tableau4). Leur composition ionigseiefluencée par celle des roches ou l'ion

magnésium prédomine (Greetchen, 2006 ; Ventozi, @088)

Figure3 : Habitats athalassohalins. Le Grand Lac Salé HtablSA (& gauche en haut), le

Lac Magadi au Kenya (a gauche en bas) et le Lae BRak au Sénégal (a droite) (Falb et

al.,2005).
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Tableau IV : Composition chimique de milieux hypesralés thsdmlins et athalassohalins
(Gerday et Glansdorff, (2007).

Environnement

Mer Grand lac Lac Lac Lac
morte Mer salé natrum magadi salé El
lons (USA) (Egypt) (Kenya) Goléa
(Algeri
e)
Na* 10,60 105 142 46 107
40,10
K* 7,70 0,38 6,70 2,30 0,06 Nd
Mg?* 44 1,27 11 <1 <1 0,30
Ca®* 17,20 0,40 0,30 <1 <1
0,40
Cl- 225 18,90 181 155 14 198
Br- 5,30 0,065 0,20 Nd Nd Nd
SO4? 0,50 2,65 27 22,60 Nd Nd
HC 0,20 0,14 0,70 67,00 34,90 Nd
Os
ou
COsz
pH 6,10 8,10 7,70 >11,50 >11,50 9,0
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6.3.Sols salés

Les sols sont considérés comme salins lorsqudifgiennent un exces en sels solubles,
dans la plupart comprenant les chlorures, lestaslifet ledicarbonatesle sodium, de calcium
et de magnésium, leur salinité est supérieur a (W29Ghasseni et al., 1995).

Figure 4: Pseudo-sables trés salés et sodiques de la lahattdabtouh (basse vallée de la
Medjerda) (Hachicha, 2007)

Figure 5: Sols salés et sodiques des sebkhas en Tuniaahigtha, 2007)

7. Physico-chimie des milieux hypersales

Les écosystemes hypersalés (marais, lacs cordimehipersalés) montrent une assez
large variabilité en leur pH, leur composition cigqoe et la concentration en sels dans la
plupart de ces écosystemes, ce sont les ionseN@l qui prédominent en solution comme
I'ont montré des études sur le Grand Lac Salé (Cetal., 2004).

7.1. Température

Les lacssalés sont le plus souvent, trouvés demsébions arides tropicales, mais il
existe dans des régionstempérées et mémepolaatsnpérature des lacs continentaux peut
énormément varier durant 'année ; ainsi la tentpégade la région du Grand Lac Salé varie

de -30°C en hiver a +48°C en été. (Post, 1981).
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La grande majorité de la flore halophile et médeplou thermotolérante leur
température de croissance est comprise entre 88°€t (Imhoff et Triiper, 1977, Lippert et
al., 1993). A linverse, certaines bactéries hail@sh isolées des lacs hypersalés de
I'antarctique sont psychrophiles, mais celles-cstert une exception (Mac Meekin et
Franzmann, 1988, Parry et al., 2002).

La thermotolérance de certains organismes du dwmmales Eubacteria peut
s‘expliquer par la présence de solutés, commetkr®qui protege les enzymes de la chaleur
(Bonaterra et al., 2005). Bien que mésophiles, algaes halophiles du genre Dunaleilla
résistent a des températures élevées ; cetteargsesest attribuée a la présence de glycérol
intracellulaire qui permet une stabilisation enzyimee (Borowitzka, 1981, Irena et al.,
1999).

7.2.L’oxygene

Les systéemes hypersalés sont des environnemeokgyaas en dehors de la surface
des eaux, car les températures élevées et les fea@ités limitent la solubilisation de
'oxygene et engendrent des zones favorables adiéfguation dune flore anaérobie (Por,
1980 ).

Paradoxalement l'aérobiose est assez largememésepée a la surface de ces

environnements.

Aussi l‘agitation des eaux de surfaces par le vesnmet |‘aération et donc la

disponibilité de I'oxygene pour les microorganisraésobies (Litchfield et al., 1998).

Dans les lacs contenant les cyanobactéries I'oxyg#nduit est transféré a la population

aérobie environnante.
7.3.Le pH

Plusieurs lacs (Lac Big Soda, Lac Mono, Lac Sahpgrand bassin de l'‘ouest des
Etats unis, dont la salinité varie de 89 a 10Gw/ht alcalins (pH entre 9 et 10) ; le Grand Lac
Salé UTAH ou la Mer Morte qui contiennent des caricgions en sels totaux de plus de
330g/l ont des pH proches de la neutralité. GraRoss, proposerent en 1986 une hypothese
qui permet d‘expliquer les valeurs de pH observassdces milieux : la précipitation du
calcium sous forme de carbonate de calcium (Ga€&tacelle du magnésium sous la forme de
sépiolite (MgS$08nH0) influencent le pH final du milieu car la formati de la sépiolite
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génere des ions'Het la précipitation du carbonate supprime I‘altiédi du milieu (DasSarma
et Arora, 2002).

8. Adaptation de microorganismes halophiles et halotérants a la salinité

Toutes les bactéries halophiles font partie defalmille d'Halobacteriacea, qui
comprend deux genres, Halobacterium et Halocodoaigt environnement » normal «, ce
sont les lacs naturels a haute salinité, commedaMbrte en Israél et le Grand Lac Salé aux
Etats-Unis. Ces grandes étendues d'eau sont s@ianise intense irradiation solaire, qui est
la deuxiéme caractéristique de I'environnement rehtues bactéries halophiles. Ces
conditions sont extrémes pour les autres organisquepérissent et constituent des éléments
nutritifs pour les organismes Halophiles. Ces miiecomplexes sont a | origine des
caractéristiques métaboliques des especes isoléedags la plupart des cas ne sont pas
capables de croitre sur des milieux simples, pamgie, sur des carbohydrates. (Gibbons, N.
E. 1974)

Les microorganismes vivant en milieux salins gpdrgalins rencontrent différentes
difficultés qui sont la déshydratation, le stresmotique et la faible activité d’eau, pour cela
ilIs ont développé plusieurs stratégies adaptatilegrésentent de ce fait un répertoire de
voies métaboliques et de biomolécules originalas permettant non seulement de survivre

dans ces conditions, mais aussi de se développeesbde maniere optimale.

De ce fait pour étre capable de vivre & hautesartmation de sels et puisque toutes
les membranes biologiques sont perméables a I'lesu,microorganismes halophiles et

halotolérants doivent maintenir leur cytoplasmeserosmose avec le milieu extérieur.

Pour atteindre cet équilibre osmotique deux &fjias existent, elles sont basées sur le
principe de créer une haute pression osmotique ldanygoplasme tout en gardant une faible
concentration en ions sodium (KW Oren, 2002), en I'expulsant grace a un antipikt/H*
localisé au niveau de la membrane cytoplasmiquen((001).

8.1.Mécanisme type KCl ou Halobacterial :

Stratégie adoptée par des groupes phylogénétentenifféerents. Ce mécanisme
implique le maintien d’'une grande concentrationiqae intracellulaire, ou K est en
concentration interne supérieure a la concentragiorNd externe, c'‘est ce qu‘on appelle
meécanisme type KCI ou Halobacterial de prévent®clibc osmotique, par transport d’ions a
travers la membrane par des pompes ioniques. Isial du Na du cytoplasme se fait grace

a un antiport Na/H", localisé au niveau de la membrane cytoplasmi@uer(, 2001).
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Ainsi, la concentration en sels intracellulair&C() est considérée comme un agent
osmorégulateur (Kushner, 1985). L‘ensemble des m®&wees intracellulaires vont

fonctionner en présence d‘un taux élevé de sal{Bignnis et Schimmin, 1997).

passive water efflux

K+ CI Na*

Figure6 : Stratégie « Salt-in » (Bergmann, 2015)

8.2.L’'osmorégulation :

La deuxieme stratégie d‘haloadaptation est basgée la biosynthese et/ou
l'accumulation de solutés organiques compatiblesixDbpérations au colt énergétique éleve
pour la bactérie qui optera généralement pour dasport au lieu de la synthése de ces
composés organiques dissous les «osmolytes »seils déja présents dans le milieu. Les
cellules qui utilisent cette stratégie excluenplies de sels possible de leur cytoplasme. Les
solutés compatibles sont des molécules organigasshydrosolubles qui n‘interagissent pas
avec les protéines et n‘interferent pas, méme ta fmncentration (>1M), avec les fonctions

cellulaires vitales (Sleator et Hill, 2002)

passive water efflux

K* Transport of
compatible
solutes

Figure 7 : Stratégie « Salt-out » (Bergmann, 2015)
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Ces composés agiraient comme des chaperons cleisnign aidant les protéines
cytoplasmiques a conserver leur état de compadareit, 2008 ; Bourot et al., 2000).
L‘accumulation de solutés compatibles en réponsm &hoc hyper-osmotique stabilise la
structure des protéines en améliorant |'état d‘htation et de compaction, participe au
maintien de la pression de turgescence en augnidataolume cellulaire (Canovas et al.,
2000).

Il est important de noter que la stabilisation ldestructure des protéines grace a
I'action des solutés compatibles a pour effet dfaegter la tolérance vis-a-vis du sel mais
aussi vis-a-vis d‘autres facteurs de stress conanhaleur, la congélation et la dessiccation
(Lipper et Galinski, 1992 ; Welsh, 2000).

Le tableau ci-dessus résume la diversité degésokkompatibles accumulés par des
microoganismes halophiles. La nature des solutégpatibles accumulées par une bactérie
dépend du niveau de présence de ces composés (lmurdprécurseurs) dans le milieu
extérieur, de l'existence de systemes de transfmrt de synthése) d‘osmoprotectants
adéquats et de l'intensité du stress osmotique euglle doit faire face (Galinski, 1995 ;
Beumer et al., 1994).

Chez d’'autres bactéries, ce sont les acides anunéslérivés et les sucres qui
prédominent. L‘osmoprotecteur le plus fréquemmeiniseové est la glycine-bétaine
(Courtenay et al., 2000), utilisé par de nombrewnrgs : Pseudomonas, Rhizobium,
Agrobacterium, Lactobacillus etc. (Rudulier te Baah 1986 ; Hutchins et al., 1987 ; Csonka,
1989 ; Smith et al.,1990).

Le Desulfo vibrio halophilus accumule la glycinétéiine et le tréhalose (Welsh, 1996
; Caumette et al., 1997). Les cyanobactéries ddisneéats hypersalins comme Aphanothece
halophytica, l‘utilise ainsi que le glucosylglycémmmme solutés compatibles, pour tolérer

des salinités jusqu‘a 5 M/L (Das Samara, 2001).

La plupart de ces bactéries accumulent la géytiétaine par absorption active, en
revanche, chez les microorganismes eucaryotes tilspdu genre Dunaliella, il y a
élaboration du glycérol & partir de ses réserveamidon (DasSarma, 2001). Les voies de
biosynthese des solutés organiques, a |'exceptiotetle de la glycine bétaine, dérivent de la
synthese du glutamate et de I'aspartate (Cauni€igs).
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Tableau V : Solutés compatibles accumulées par les microdsgees halophiles.

Microorganismes

Micro algues

Solutés accumulées

Sucre

Glycérol

Proline

Manitole

Glycine-betaines
Dimethylsulfonio propionate

Références

Grenway et stetter, 1974

Brown, 1976
Ahmad et Hellebust
1984

Blunden et al., 1992

Champignons

Glycérol
Arabitol
Sorbitol
tréhalose

Meikle et al., 1988
Larsson et al., 1990

Cyanobactéries

Sucrose / trehalose
Glycosylglycerol
Glycine betaine

Reed et al.,1993

Bactéries phototrophes

Sucrose — trehalose
Glycines betaine
hydroxycetoine

Welsh et al., 1993

Bactéries sulfacto-réductrices

Trehalose
Glycine betaine

Welsh et al., 1996

Bactéries hétérotrophes

Glutamate

Proline
N-acetylgluminyloglutamine
Amide

Glycine betaine

Actoine / hydroxycetoine
Trehalose

Welsh et al., 2000

Actinomycetes

Actoine / hydroxycetoine
Trehalose
Proline, Glutamine, Alanine

Killham et Firestone

1984

Archaebactéries

Glycine betaine
B-glutamate

Robertson et al., 1990
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9. Diversitémétabolique des halophiles

La diversité phylogénétique dans les environnéseypersalins s’accompagne d’'une
diversité métabolique. De nombreux processus midgies ayant lieu dans les niches
écologiques a faible teneur en sel ne se produpastau-dessus de 100 a 150 g/l (Oren,
2011).

La plupart des microorganismes halophiles et blodnts décrits sont des
hétérotrophes aérobies. Dans les environnementsdmgeconcentrations en sel jusqu’a 200-
250 g/l, les représentants de bactéries sont reaptas de la majeure partie de I'activité
hétérotrophe. Aux fortes salinités, les groupesmentes Halomonadaceae ne fonctionnent
plus et la dégradation aérobie des composés ongssigst assurée par deux groupes de

procaryotes: Halobacteriaceae (Archaea) et Satiteb&Bacteria) (Oren, 2006).

D’autres modes métaboliques existent aussi tedsl@uespiration anaérobie dont les
accepteurs finaux d’électrons utilisés incluent senlement le nitrate et le sulfate, mais aussi
des composés non communs comme l'arséniate etldaiaé. Ce mode est utilisé par
plusieurs membres modérément halophiles de lalohéls Halomonadaceae (Ventosa et al.,
1998).

Certaines Archaea halophiles (Haloarcula marismiorHaloarcula vallismortis,
Haloferax mediterranei) peuvent croitre égalemeantaton anaérobie sur le nitrate s'il est
présent, en formant le nitrogéne gazeux et/oudepyde d’azote (Mancinelli et Hochstein.,
1986). Des halophiles fermentatifs sont inclus ddesgroupes disparates.

Les Archaea de la famille Halobacteriaceae sontidmentalement des aérobies en
utilisant 'oxygéne comme accepteur final d’éleagsoCependant, quelques espéces peuvent
se développer en anaérobiose par la dénitrificabanen utilisant I'énergie lumineuse

absorbée par la bactériorhodopsine.

Les especes du genre Halobacterium peuvent sdoggee dans des conditions
anaérobies a l'obscurité tout en puisant leur éegogr fermentation de I'arginine avec la
production de I'ornithine, de 'ammoniaque et doxdide de carbone (Hartmann et al., 1980).
Un autre représentant des Halobacteriaceae qui &eloppe probablement par la
fermentation est Halorhabdus tiamatea, isolé d'assim anoxique hypersalin profond de la
Mer Rouge. Il se développe seulement sur des substomplexes mais aucun mode de
fermentation n’a été constaté (Antunes et al., 2008
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La fermentation est utilisée par des halophileséntatifs classés principalement dans
les deux familles, Halanaerobiaceae et Halobactaceae (Rainey et al., 1995), en plus de
quelques procaryotes fermentatifs du phylum FirtesyClostridium halophilum) (Antunes
et al., 2009).

10. Structure et compositiondes bacteries halophiles.
10.1. Paroi cellulaire

L’organisation de la paroi cellulaire des halopkihe contient ni acide muramique, ni
acide diaminopimelique (Brown & Chao, 1970 ; Wielah988).

La paroi d’'Haloccocus est constituée par desgamigharides. Elle estformée d’'une
seule couche rigide de 50 nm d'épaisseur et ggstrpas désintégrée en solution salines
diluées. Elle contient le glucose, le mannose, #&adjose, la glycine, le glutamate,
leglucosamine, galactosamine (Reistad, 1972) et acide rare, le 2-amino -2-

desoxyglucuronique (Reistad, 1974).

La surface des halobacilles (haloarcheae de fdracdlaire) est caractérisée par un
assemblage de sous unités hexagonales de glydopsotie 17.5 nm d’épaisseur organisées
en une unique couches réguliere a la surface dslubec et liées a des groupes sulfates
(Larsen, 1963).

Elle est fermement attachée a la membrane plagmdjou I'absence d’espace
périplasmique (Baumeister& Lembcke, 1992). Sa massiaire a été estimée a 200 kDa et

contient 10a 12% de carbohydrates.

Les protéines contiennent un exces d'acides amaoides chargés négativement
(environ 35 % de glutamate et d’aspartate) (Werb@80), ce qui favorise I'hydratation de la
paroi et 'augmentation de la solubilité des nuamnts (Wieland, 1988).

L'exposition des haloarchaea a des solutions eslde plus en plus diluées entraine
une lyse cellulaire. Les batonnets donnent desreplgii ne tardent pas a éclater lorsque la

concentration en NaCl atteint 10 % (p/v).
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10.2. Enveloppe cellulaire

La plupart des especes du genre Halobacteriumnent la forme de béatonnets
malgré l'absence de couche peptidoglycane rigicenti2 part, il a été démontré qu'ils ont
une paroi cellulaire externe. Quand les halobatéont progressivement transférées dans un
milieu a concentration saline plus basse, leur e de batonnet change et elles
deviennent sphériques, avant de lyser. Ces chamgersent accompagnés par la destruction
de I'enveloppe externe. Le principal composantatte enveloppe est une glycoprotéine de
poids moléculaire tresélevé qui contient 10 a 12%eebohydrates. Cette protéine est

extrémement acide (35 moles % d'aspartate et denghie non corrigé pour amides).

L'enveloppe forme une matrice structurale a léasercellulaire et maintient la forme
de batonnet de ces bactéries, la structure etil \mosynthétique de cette glycoprotéine
ressemblent fort a celles de glycoprotéines ddslesleucaryotes et suggérent une origine
commune dans des cellules primitives existant alardivergence des eucaryotes et des

procaryotes (Mescher, Strominger 1978)

10.3.Les lipides et la membrane cytoplasmique

10.3.1. Structure et composition

Le caractére le plus distinctif des membranesf@dgshaea en général, est la nature de
leurs lipides. lIs different de ceux des eucarya@edes bactéries. Ils possédent des chaines
hydrocarbonées ramifiées liées au glycérol parlidesons éthers plutdét que par des acides
gras connectés par des liaisons esters. Les Imisthiers sont plus résistantes que les liaisons
esters a l'effet de la température, a 'oxydatiba & dégradation enzymatique.

Les lipides neutres sont entierement des dérs@gsrénoides, groupés en 4 classes,
isoprénoides C20 (géranylgéraniol et rétinapignoides C30 (squaléne), isoprénoides
C40 (lycopene, néo--caroténe et néo--caroteng)résoides quinones de type ménaquinones
et non de type ubiquinones (MK-8 et MK8H2) et CHbactériorubérine) (Collins et al.,
1981).

Il est trouvé que chez Halobacterium cutirubruetfecbiosynthese est inhibée par la
bacitracine (Basinger et Olivier, 1979).

Halobacterium salinarum qui est capable deffectusme forme unique de
photosynthese, posséde deux types de composatdsntembrane cellulaire, la membrane

rouge et la membrane pourpre. La membrane rougk este de la respiration, et doit sa
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couleur essentiellement a la présence de caroEnoll basse pression d’oxygene et
luminosité intense, cette espéece développe au unideala membrane rouge des zones de
membranes pourpres. Ce type de membrane est céngtittre de lipides, essentiellement de

la protéine bactériorhodopsine.

Les glycolipides sont présents spécialement aiemlembres neutrophiles (Kamekura
et Kates, 1999) et comprennent un triglycosyl $al{&-TGD-1) comme glycolipide majeur

et de nombreux glycolipides mineurs (Kates, 1978).

Le groupe de glycolipides mineurs comprend unlyitmsyl, archeaol galactosyl-
mannosyl-glucosyl (TGD-1) ; tétraglycosyl sulfag TeGD) et sa forme désulfaté (TeGD) ;
un triglycosyl, archaeol glucosyl-mannosyl-glucoéyGD-2) ; un diglycosyl (TGD-2) ; un
diglycosyl sulfaté, mannosyl-6-sulfate-glucosyl&D-1) et sa forme sans sulfate (DGD-1)
; un second diglycosyl sulfaté, archaeol mannossiiate-glucosyl (S-DGD-3) et un
diglycosyl bisulfate (S2-DGD)

Ry~ 2 H 3
O
OR, H >\
HO HO O-CH,
n-zj-u

R

H;

Figure8: Structures des glycolipides caractéristiquesggeses d’haloarchaea (Kates, 1996).

Genus:
Halobacterium (7) S-TGA-1, Ri= 3-SG-B-GALp R2=H
Halobacterium (7TA) TGA-1, Ri1= B-GALp R=H
Halobacterium (8) S-TeGA, Ri= 3-SQ-p-Galp R = a-Galf
Halobacterium (8A) TeGA-2, Ri= p-Galp R= o-Galf
Haloarcula (9) TGA-2, Ri= B-Glep RH
Haloferax (10) S-DGA-1, Ri=-SQOH R=H
Haloferax (10A) DGA, Ri=H 2R H

R = phytanyl group
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10.4.Enzymes et Protéines :

Les concentrations de sel élevées présentetéabur des halobactéries provoquent
généralement la dissociation d'enzymes composéesodg unités, et ceci entraine leur
inactivation. Il était donc indispensable pour lavee de ces microorganismes que leurs

protéines s'adaptent a I'environnement extrémee(berg, et al., 1977).

En effet, les protéines halophiles non seulemagtént beaucoup plus de sel que les
non-halophiles, mais, dans la plupart des cass edlguirent méme le sel pour leur stabilité.
Une des questions les plus intéressantes serdéamivrir la base moléculaire de la stabilité
des protéines halophiles a des concentrations Idélegées, car cela pourrait élucider les
mécanismes d'adaptation en général. Plusieursimpesi&deux déshydrogénases et une 2Fe-
ferrodoxine, ont été récemment isolées et puriféépartir d'une halobactérie de la Mer Morte
(Eiseuberg, et al., 1977).

Un examen de la composition en acides aminéséééue ces protéines contiennent
environ 10-14 moles % de charges négatives en @asharges positives, par rapport avec
des protéines analogues d'organismes non-halopHhilesst probable que ces charges
négatives sont nécessaires comme mecanisme desdéfai leur permettrait de retenir une
couche d'hydratation aux forces ioniques élevéesitElonné que les groupes acides sont les
plus efficaces en ce qui concerne la capacité chtgtion, ils peuvent lier environ 6-8
molécules d'eau, par rapport a 3-4 dans le cagrdepes basiques, il est possible que, par
sélection naturelle, des protéines négativementrgélea se soient adaptées a leur

environnement salin extréme.

En I'absence d'une telle densité de charge, leetration élevée de sel aurait causé la

déshydratation et la dénaturation des protéinesi{éveet al., 1978).

Les concentrations élevées de sel dont les erzyraphiles ont besoin pour leur
activité ne sont pas les mémes que celles nécessaleur stabilité. Par exemple, la stabilité
des déshydrogénases halophiles montre une dépendandorme vis-a-vis de la
concentration de sel, alors que leur activité pihmle a 1 M, et décroit jusqu'a environ 40 %
a 4 M. Il semble donc que tandis que les conceatrmtde sels élevées sont absolument
nécessaires a la stabilité de ces enzymes, lenit@ct'est pas maximale aux concentrations

de sel présentes a l'intérieur de I'organisme (b, et al., 1977).

Les enzymes halophiles sont quand méme beaucas tplérantes que les non-
halophiles en ce qui concerne leur activité. lité @éémontré que la baisse de concentration
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saline provoque, non seulement linactivation degyees halophiles, mais aussi des
changements drastiques de leur conformation. [@godirt, on a trouvé que les protéines
halophiles sont généralement moins riches en geohpdrophobes que les non-halophiles. I
est donc possible que les protéines halophileg desoin de concentrations salines élevées
pour maintenir une forte proportion d'interactiongdrophobes entre les groupes, qui
normalement aux concentrations de sel préseraes ks organismes non-halophiles ne

forment pas ce genre d'interactions.

En baissant la concentration de sel on affaibdis linteractions hydrophobes
provoquant ainsi des changements de conformatioarganent a l'inactivation. D'autre part,
a concentration de sel élevées (~4M), les déshydiamps sont méme stables a des
températures tresélevées : 601°C et plus (Leieht,,e1978).

On a suggéré que la présence de nomigiewypes acides qui donnent aux protéines
halophiles leur forte densité de charges négateestitue le mécanisme naturel de défense
contre la dénaturationa des concentrations deleseges. Il est intéressant de noter dans ce
contexte que quand on fixe a des enzymes normales chaines contenant des groupes
acides, on observe que ces enzymes sont beaucaspppdtégés contre les effets de
dénaturation thermique que quand les groupes Brés basiques (Goldstein, Woese, et al.
1977).

La protection contre la dénaturation, observéesdaes deux systémes totalement
différents, pourrait donc avoir une origine communkhydratation préférentielle des

groupes acides par rapport aux groupes basiques.

La découverte dans toutes les espéces abatgkrium d'une 2Fe-ferredoxine qui
ressemble fort aux ferrédoxines de plantes sugg&eeod'autres similarités entre
Halobacleria et eucaryotes et que les halobactdaesent d'un ancétre primitif commun
aux eucaryotes et aux procaryotes. Il se peut nredes Halobacleria appartiennent a un
nouveau domaine récemmentproposé d'archae-les;tgui contient les méthanogénes et
qui est ami- voie entre les bactéries et les cgmpks eucaryotes (Gibbons, 1974).

Les enzymes halophiles, qui catalysent les réatibacides nucléiquesont une autre
particularité. Elles sont toutes beaucoup plustgetide 3 a 20 fois) que les enzymes
correspondantes chez les non-halophiles. Il se gqueeitce phénomeéne ne soit pas restreint
aux enzymes des acides nucléiques, mais soit gluérgl pour les enzymes des halophiles

extrémes. Une explication possible de ce phénonsen&it que les protéines halophiles
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contiennent une large fraction de groupes polategue ceux-ci auraient une tendance a

étre concentrésa la surface. (Fir,1978).

10.5.Les ribosomes et leur structure

Les ribosomes des halophiles présentent quelpgugwiétés extraordinaires. La
sous unité 70S requiert en plus du magnésium (Q,ete 3 et 4 M de potassium pour sa
stabilisation. Les tampons normalement utiliséssdas études de ribosomes provoquent la
dissociation de la plupart des protéines et de NARS dans le ribosome de I'halophile
extréme Halobacterium cutirubrum. Une autre caratique est que la plupart des protéines
des ribosomes halophiles sont acides, tandis qee l&s non-halophiles elles sont surtout
basiques (Bayley et Kushner, 1964), De plus, l'bgdobicité des protéines ribosomales

halophiles est beaucoup moins élevée que cellactéies normales, comme E. coli.

La comparaison de la séquence d'une certaineimeotdbosomale d'E. Coli et
d'Halobacterium cutirubrum, et de deux halophilexiérés (croissance optimale entre 0,5-1
M de chlorure de sodium), a démontré qu'il y aem® - 80% d'’homologie entre les
halophiles modérés et E. coli, tandis qu'il n'yue @0 % d'homologie entre I'E. Coli et
I'nalophile extréme et 15 % entre ce dernier ehlephiles modérés, ce qui suggere que les
halophiles modérés ne se trouvent pas sur la vaikeitionnaire entre les halophiles extrémes
et les non-halophiles(Bayley et Kushner, 1964).

D'autre part, il apparait que dans le fragmenehatnal il existe une homologie
entre I'halophile extréme et des espéces eucarymegxemple des levures. Il y aurait donc

au moins trois régions distinctes dans cette pretgi

» Des séguences communes a toutes les protéineslaya@me fonction.

« Des séquences uniques pour les procaryotes.

» Des séquences unigues pour les eucaryotes.

Il est possible qu'il existe aussi une régiomuament halophile, c'est a dire trés
riche en groupes acides. La conformation de cettééipe de I'halophile dépend de la
concentration du sel dans le milieu et change igrastnent entre 1 et 2 M (Matheson et al.,
1978).
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Le modele le plus stable obtenu pour le ARN 5S €Hitirubrum est unique pour

les halophiles extrémes, et ne ressemble ni awrgotes ni aux procaryotes.

Il se peut que cela reflete les changements geesée dus a I'environnement de
force ionique élevé. Mais il semblerait que cerainles propriétés de ce ARN seraient plus

proches des eucaryotes que des procaryotes (Neaar(@978)

11.Métabolisme des bactéries halophiles

Les haloarchaea sont des chimioorganotropheshiagrqui se développent mieux sur
les acides aminés mais leur métabolisme est peanucdén dépit de la réputation des
haloarchaea a avoir une activité métabolique desesuimitée, quelques espéces telles que
Halorubrum saccharovorum (Tomlinson et Hochstei@721; Tomlinson et al., 1974),
Haloarcula vallismortis (Gonzalez et al., 1978)]dflrax mediterranei (RodriguezValera et

al., 1983) et Haloferax volcanii (MullakhanbhaiLersen, 1975) utilisent les sucres.

Les polysaccharides sont d’abord dégradés par lyesolases extracellulaires
spécifiqgues en oligosaccharides puis transportBmtarieur par des transporteurs de type

ABC pour « ATP-binding cassette » ou ils sont ddgs en monosaccharides.

Le glucose est oxydé par une modification de le @Entner-Doudoroff .Le glucose
6-phosphate est absent et le premier intermédigh®sphorylé est le 2-céto-3-
désoxygluconate-6-phosphate qui est converti envaye et en 3-phosphoglycéraldéhyde. Ce
dernier est oxydé en pyruvate par les enzymes ctioveelles de la glycolyse. (Rawal et al.,
1988 ; Johnsen et al., 2001 ; Verhees et al., 2003)

Chez Halococcus saccharolyticus, le glucose &ulktose sont dégradés par 2 voies
différentes. Le premier via la voie modifiée d’EmtrDoudoroff (ED) et le second par une
modification de la voie d’Embden Meyerhof (EM) (dskn et al., 2001).

Les enzymes intervenant dans les deuxsant inductibles.
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Figure9 : Dégradation du glucose et du fructose chez tekaea halophiles (Johnsen et al.,
2001) : 1. Glucose déshydrogénase ; 2. Glucoresieydrogénase ; 3. 2-céto-
3désoxygluconate kinase ; 4. 2-céto-3-désoxy-&phoagluconate aldolase ;

5. Cétohéxokinase ; 6. 1-phosphofructokinaseFruictose-1, 6-diphosphate aldolase
; 8. Triosephosphate isomérase ; 9. 3-phosphogligEhyde déshydrogénase ;
10. 3phosphoglycérate kinase ; 11. Phosphoglycératase ; 12. Enolase ;

13. Pyruvate kinase
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12.La distinction entre les Halobacteries et les autseprocaryotes
Les halobacteries sont un groupe de microesgaes avec beaucoup de caractéristiques
inhabituelles (Fendrihan et al., 2006).

Se distingue des autres procaryotes par les cesdicjges suivantes :

e La structure et la chimie de la paroi sont atypgyu@n note par exemple, I'absence de
peptidoglycane comme chez les Archaebacterie, ceedest remplace par une
structure voisine : la pseudomureine, ce qui lewmfére un caractére de résistance aux
inhibiteurs agissant sur la paroi tel que ; la pdimie (Browns et Cho, 1970 ; Kanlder
et Hipo, 1977).

* On note également que la structure lipidique desionanes consiste en longues
chaines d’alcool isopreniques attachées au glycganl les liaisons ether ce qui
favorise leur résistance aux conditions extrémesnfpérature , salinité , Ph ...) alors
que les autres organismes synthétisent les lipldeleurs membranes en assemblant
deux chaines d’acides gras avec molécules de glygar l'intermédiaire d'une
liaison esther ( Itoh et al., 2001 ; Litchfield@ten, 2001).

» Dautrepart,le chromosome des Archaea est ciraulair de type bactérien mais |l
comporte des genes en mosaique similaires a cesixedearyotes. Quand aux
protéines qui interviennent dans le processus ddicaion de I'ADN,elles
ressemblentacelles rencontrées chez les eucaffRapkawski, 2000).

» Leur croissance a de forte concentration de Na&tlessite au moins 1.5 M  (0.8%).
La plupart posséde une croissance optimale a 39 420.8 — 26.1%), d’autres

peuvent supporter jusqu’a 5.2M (30%).

* Enfin, les Archaea se distinguent des Eubactériesles Eucaryotes par leur
métabolisme particuliers : La voie d’Embden Meyddes haloarchaea varie de celle
des bactéries uniguement dans I'étape de formaditiofmuctose-1-phosphate (Johnsen
et al., 2001).
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13.Biotechnologie des bactéries halophiles

Ces microorganismes constituent un outil perfortnper les sciences fondamentales
du fait gqu’ils représentent un modele unique dbikté des biomolécules dans des conditions

extrémes de I'environnement (salinité excessivateheempératures et hautes pressions).

L'utilisation de ce type de microorganismes enrigastrie a ouvert la voie vers une
biotechnologie future. lls représentent donc unerce potentielle de molécules nouvelles
actives (antibiotiques, bactériocines, bacteriodpsihes, enzymes etc.....) qui peuvent
étreutilisées dans plusieurs domaines : médicalinpaiceutique, alimentaire, agronomique et
industriel. (Jean Guézennec, 2014)

Ces dernieres années un intérét croissant est park microorganismes halophiles.

Leur utilisation est envisagée dans différentsesgst:
13.1. Production d’exopolysaccharides

Les microorganismes halophiles produisent des tanbss polymériques
extracellulaires (EPS) qui ont d’excellentes pré@@s rhéologiques et résistent a des
températures, salinités, et pH extrémes. Ces mébgeuvent étre utilisés en tant
gu'agentsémulsifiants et surfactants et ils ont laxge application dans les industries et
pharmaceutiques (Herbert, 1992).

13.1.1Les exopolysaccharides et 'agroalimentaire

Peut-on envisager des applications sur ces pobsrigactériens dans le domaine de
'agroalimentaire ? En théorie oui, considérant [@®priétés rhéologiques de ses bio
polymére, (pouvoir stabilisant, gélifiant, émulaift ou encore épaississant), les propriétés
recherchées dans le secteur de I'industrie. Undgremmbre de polysaccharides bactériens
d’origine marine possede des propriétés rhéologigoemparables, voire supérieures a celle
du xanthane ou du gellane Mais il est difficile ‘@elre actuelle d’envisager leur

développement pour ce seul secteur industriel.

La raison est principalement économique car I&sscde production des biopolymeres
marinsrestentactuellement sans aucune mesure aee8 du xanthane et autres

polysaccharides.
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Propriétés/Applications des EPS
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Figure 10 Potentiel des exopolysaccharides dans diffé@mtsaines de I'agroalimentaire.
(Jean Guézennec, 2014)

13.1.2. Les exopolysaccharides et la santé

Le potentiel des Exopolysaccharides bactériensdest leurs dérivés pour des
applications en santé humaine est trés large,tallasimple dispositif médical a la molécule
thérapeutique en passant par les biomatériaux \etderisation de principes actifs. L’acide
hyaluroniqgues bactérien en est un bon exemple g applications en chirurgie
ophtalmologique, chirurgie esthétique, et médeciggnératrice. Le dextrane et la cellulose
bactérienne, sont également couramment utiliséségtecine, les alginates bactériens ont des
applications connues notamment chez les jeunesitsnfaur des problemes de reflux gastro-

ocesophagien.

Quant a I'héparine, il s'agit tout simplement denholécule la plus utilisée pour ses
propriétés anticoagulantes. Les sucres jouent lena$sentiel dans I'organisme participant
aux communications entre cellules et au fonctiorer@ndu systéme immunitaire, luttant
contre certains organismes pathogenes et pouvanefrla progression de certains cancers, il

est donc évident qu’ils constituent une cible pégiée pour le développement de nouveaux
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médicaments et approches thérapeutiques. Cett®nnate glycobiologie de < sucre

médicaments > et l'utilisation de polysaccharidasifs et/ou modifier apparaissent comme

un axe de recherche de plus en plus exploré pandede médical et par la recherche

pharmaceutique.

Cicatrisation / hydratation

Pansement

Modulation de I'angiogénése

Anticoagulant/
Antithrombotique

Propriétés/Applications des EPS

Régénération N
tissulaire / osseuse
?
%

Domaine
médical

Vaccins

Activité
antirétrovirale

Modulation du
systéme
immunitaire

Figure 11 potentiel des exopolysaccharides dans différdosaines de la sante (Jean

Guézennec, 2014)

13.1.3.Les exopolysaccharides en cosmétiques et endermaitetique

Il s’agit des secteurs économiques en forte sapise correspondant & une demande

sociétale évolutive. La cosmétologie/Dermo-cosnogfiel est un domaine toujours en quéte

de molécules innovantes

, tant pour leurs histoet origines que pour leurs propriétés

physico-chimiques et leur efficacité .Le milieu mase présente alors comme un domaine de

recherche tout a fait en adéquation avec I'ensendblges criteres.
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Parmi les produits les plus recherchés, il y auneiement les molécules anti-
age,(agent hydratant, raffermissement de la passage, antirides, réparation cellulaire,
régénération des cellules dermique, protectionreoleis UV etc..). Ces produits anti-age
comprennent les vitamines pour plus de 50 % dmarehé : vitamines A, B5, C et E) mais
aussi des polysaccharides acides hyaluroniquessam et du Luc haine glucanes) pour plus
de 20 %. A ses produits majoritaires, il conviefdjalter les peptides et protéines, les
enzymes et co-enzymes les extraits naturels etrés® produits comme les hydroquinones,
amino-acides, etc. A cet énorme marche vient égalérse joindre celui des systemes de
délivrance et libération contrdlées des actifs adgmes sous forme de nanoparticules

nanoémulsions microcapsules et millicapsules gjusiles patchs.

D’autres pistes de développement sont envisageapieutiliseraient la propriété de
polysaccharides a fixer certains ions spécifiqaegdnts, cuivre, zinc, et titanes) intervenant

par exemple dans le traitement de I'acné ou aaffestions dermiques.

Bien que la classe de polysaccharides soit déja keprésentée en cosmétique et
dermo-cosmétique, la demande persiste pour de hesiv@olécules caractérisées par la
diversité de leur provenances, l'originalité dest@ésisaccharidiqgues et de leurs propriétés
physico-chimiques, biologie et rhéologique permettiienvisager des applications sous des
formes galéniques variées. Les algues(brunes, soag&ertes) constituent actuellement la
principale ressource de polysaccharide en cosngiol®’autres sources sont actuellement
évaluées pour leur potentialité des avantages (@pendance vis-a-vis d’aléas
environnementaux, climatique Ou méme géopolitiquéu titre de ses nouvelles
Opportunités, On retrouve tout naturellement le rodoganisme compte source

d’exopolysaccharide Bactériens originaux (EPS).

La durée de vie approximative (enterme de marcliecemmercialisation) de ses
nouveaux produits se situe généralement entre5aud ; elle induit une recherche constante
de nouvelles molécules et pistes de valorisatioaisNeur développement en cosmétologie
doit tenir compte de I'évolution probable de laiségfion, quant a l'utilisation De produits
naturels, la disponibilité de la ressource, lalifii@cde mise en ceuvre et, naturellement, le cout

de production.(Jean Guézennec, 2014)
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Propriétés/Applications des EPS
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Figure 12 potentiel des polysaccharides en cosmétique deano-cosmeétique(Jean
Guézennec, 2014).
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13.2. Production d’Enzymes

Les enzymes halophiles sont des extremozymes pesdrar les bactéries halophiles;
ils ont des caractéristiques similaires aux enzyardmaires mais des propriétés différentes,

principalement structurelles et tres utiles a tdghnologie.

Parmi ces propriétés se trouve un besoin élev&ekpour les fonctions biologiques.
Ces dernieres années, différentes études se socgricees sur la détection des halophiles
dans les milieux salins afin d'isoler et de carészé de nouvelles activités enzymatiques.
Cela a entrainé la description de plusieurs hydesldalophiles, y compris des amylases, des
lipases et des protéases. De plus, la découveetezyahes capables de dégrader les
biopolymeres offre une nouvelle perspective dansaiéeement des résidus des gisements de
pétrole, dans des conditions typiqguement élevéesldet de température, tout en donnant des

informations précieuses sur les processus hét@tmroen milieu salin.
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Plusieurs chercheurs ont également examiné ledérimx halophiles par
I'électrodéposition directe sur les milieux d’agaodifiés avec des substrats spécifiques pour
les enzymes d’intérét. La plupart des productealgghiles d’hydrolases ont été assignés a la
famille des Halomonadaceae. Ses membres sécréteat ethzymes hydrolytiques
extracellulaires aussi comme les amylases, leségges, les lipases, les DNases, les
pullulanases et les xylanases (Sanchez-Porro, 208l3b; Govender et al., 2009; Rohban et
al., 2009).

Une plus grande activité hydrolytique est génénal® observée pour des bactéries
modérément halophiles a Gram positifs (SanchezeRaral., 2003b; Rohban et al., 2009).

Les bactéries halophiles sont métaboliqguement yeusatiles que les archées, et leurs
activités enzymatiques sont plus diverses. D’aiflela plupart des enzymes haloarchéennes

exige au moins 10 a 15% (p/v) de sel pour leurilggabt leur activité (Kamekura, 1986).
13.2.1Amylases

Les amylases (Catégorie:EC 3.2.1) sont des mmadézules appartenant a la classe des

protéines globulaires, de type endoglycanases diasae des hydrolases qui agissent sur les
liaisons (1,4) de I'amidon. Elles catalysent la rdéigtion des polymeres d’amidon pour
produire des Revue bibliographique 14 dextrinediéferents gluco-oligosaccharides de

longueurs variables.

Les amylases sont parmi les enzymes les plusrtamtes en biotechnologie actuelle
(Gupta et al., 2003). Cette classe d’enzymes ingllss joue un rdle important dans la
dégradation d’amidon et a constituée en 2007, en\26 a 33% du marché mondial (Saxena
et al., 2007). elles ont une gamme étendue d’agtics dans beaucoup de champs tels que
les industries de la saccharification d’amidon,teleile, des aliments, de boulangerie, de

brassage et de distillation (Gupta et al., 2003).

En raison de l'importance industrielle de cettezyeme, un intérét est porté a
I'isolement de nouvelles amylases appropriées @icapipns industrielles nouvelles (Burhan
et al., 2003) . A cet égard, des amylases halapbiie été isolées et caractérisées de diverses
archées telles que Haloferax volcanii (Kobayashail.et1994), Haloferax mediterranei (Pérez-
Pomares, 2003), Haloarcula sp. (Fukushima et GD5R ainsi que de plusieurs bactéries

halophiles modérées a savoir Halomonas meridianeo(fado et al., 2000), Halobacillus sp.
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(Amoozegar et al.,, 2003), Halothermothrix oreniiitjM et Patel, 2002; Tan et al., 2008),
Chromohalobacter sp. (Prakash et al., 2009a) deMgdkonia sp. (Shafiei et al., 2010).

Ces enzymes montrent généralement de larges optnmd et demeurent actives et stables
aux températures au-dessus de 50°C et aux fortie#tésa(jusqu’'a 30%, p/v) (Prakash et
al., 2009b).

13.2.2 Protéases

Les protéases hydrolysent les protéines en libétas peptides plus petits, selon la
nature de leur site catalytigue elles sont classfedrois groupes: sérine-, cystéine- ou

métalloprotéases (Rambaud et al., 2004).

Les protéases microbiennes sont I'une des claksagzymes les plus intensivement
étudiées et largement appliguées dans les procésdustriels. Elles sont généralement
utilisées comme additifs dans les détergents dechisserie, dans la transformation des
produits alimentaires, pharmaceutiques et dansidestries de tannage de cuir aussi bien que

dans la gestion des déchets (Amoozegar et al.,, XG0Balaei-Heidari et al., 2009).

Des archées halophiles extrémes productricesatégses comme Halogeometricum
borinquense (Vidyasagar et al., 2006) et Natriaflagadii (D’Alessandro et al., 2006) ont été
isolées. De telles enzymes ont également été satearactérisées de plusieurs especes
bactériennes comprenant Bacillus sp. (Setyoriil.et2006; Shivanand et Jayaraman, 2009),
Pseudoaltermonas sp. (Sanchez-Porro et al., 20@&2tnivobrio sp. (Amoozegar et al.,
2007), Salicola sp. (Moreno et al., 2009), Halolhagispp. (Karbalaei-Heidari et al., 2009),
Revue bibliographique 15 Filobacillus sp. (Hiraga at, 2005), Chromohalobacter sp.
(Vidyasagar et al., 2009), Nesterenkonia sp. (Bakhet al., 2005) et Virgibacillus sp.
(Sinsuwan et al., 2008).

Ces enzymes exercent une activité optimale erepcésde NaCl et restent stables sur
une large gamme de pH (5 a 10). Elles ont été twaisgées d’enzymes haloalcaliphiles
(Gupta et al., 2005). En outre, elles sont souaetives a des températures comprises entre
40 et 75°C (Vidyasagar et al., 2009).
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13.2.3Xylanases

Les xylanases (nom systématique [i-B-xylane xylanohydrolase, EC.3.2.1.8) sont
les enzymes qui hydrolysent les liaisghgl, 4) entre deux résidysD-xylanopyranoses.
Elles sont utilisées dans l'industrie de boulareygour améliorer les propriétés de la pate,

dans le bioblanchiment de papier et de pulpe eication de café (Mamo et al., 2009).

Cependant, I'application efficace des xylanas@ssde bioblanchiment exige que ces
enzymes soient alcaliphiles et thermotolérantes.daetéries halophiles sont la source la plus
susceptible des enzymes avec de telles propriBtén. que la recherche dans cet axe soit
encore limitée, seulement quelques xylanases hiédspbnt été décrites. Elles incluent les
enzymes dérivées des bactéries marines et hypmsaélles que Glaciecola mesophila (Guo
et al., 2009), Chromohalobacter sp. (Prakash e2@09a) et Nesterenkonia sp. (Govender et
al., 2009).

Une partie de ces enzymes montre une grandditstatsins un intervalle large de pH
(6 a 11) et reste active a des températures ausledes60°C (Wejse et al., 2003; Guo et al.,
2009; Prakash et al., 2009b).

13.2.4Cellulases

Les cellulases se distinguent des autres glyessid/drolases par leur capacité a

hydrolyser les liaisong-osidiques entre les résidus glycosyliques (Lynal.e2002).

La majorité des cellulases microbiennes étud#es des glycoprotéines, avec un
taux élevé en acides aminés acides (Beldman €t9#5) et ne sont pas des métalloprotéines
(Saha et al., 1994). Elles ont généralement unetstie modulaire avec deux domaines
fonctionnels distincts: le site catalytique etite sle fixation du substrat, habituellement reliés
entre eux par un peptide glycosylé flexible riche %€rine, proline et thréonine appelé

«linker» (Hasper et al., 2002; Receveur et al. 2200

Les cellulases sont principalement utilisées ddimdustrie textile pour le
bioblanchiment des tissus, aussi bien que danddesgents de blanchisserie pour ramollir
les tissus (Aygan etArikan, 2008). L'intérét auxidases augmente également dans la
production du bioéthanol comme les enzymes qui smployées pour hydrolyser les

matériaux cellulosiques prétraités pour les sulmasentescibles (Wang et al., 2009).
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Actuellement, des cellulases halophiles dérivéeBarillus sp. (Aygan et al., 2008) et
de Salinivibrio sp. (Wang et al., 2009) ont étéactgrisées. Elles sont thermostables et
également stables a l'alcalinité et a la salingéqai fait d’elles des candidats idéaux pour

différentes applications industrielles.
13.2.5 Estérases et lipases

Les triacylglycérol acyl-hydrolases (catégorieC.£1.1.3), ou lipases, sont des
enzymes atypiques par leur mécanisme d’actioruesigécificité de substrats. En fonction du
microenvironnement de I'enzyme, elles peuvent agitant qu’hydrolases en milieu aqueux

ou comme catalyseurs en synthése organique.

En tant qu’hydrolases, elles sont responsablesatabolisme des triglycérides en
acide gras et en glycérol. Il existe deux groupeaaymes tres connues dans la famille des
hydrolases d’esters carboxyliques: les lipasesse¢s$térases (Ghanem, 2007).

Les estérases se distinguent des lipases pgori&fiérence pour les acyl esters a chaine
courte (inférieure a 10 atomes de carbone) et nes actives sur les substrats qui forment
des micelles. Elles ne requierent pas de cofactgésentent une bonne chimiosélectivité,
régioseélectivité et énantiosélectivité. Bien querledle physiologique ne soit pas toujours
connu, les estérases et les lipases ont trouvé udigpies applications dans les industries
médicales et agroalimentaires, dans la productiendétergent et de biodiesel, dans la
synthese d’'ardmes, etc. Elles constituent 'unealleles majeures des travaux de recherche
en biocatalyse et le nombre d’articles qui leur @stsacré s’accroit tres rapidement. Ces
travaux ont montré que les réactions catalyséedegalipases sont plus sélectives et plus
efficaces que beaucoup de réactions homologuekianecorganique. L'utilisation de lipases
en biocatalyse asymétrique constitue une voie piteose pour obtenir des composés

énantiomériquement purs ou enrichis (Ghanem, 2007).

Pour l'instant plusieurs études ont permis de leFvglusieurs activités lipolytiques
dans le monde des halophiles. Les souches ontétdifieces comme membres des genres
suivants: Salicola, Halovibrio, Halomonas, Oceawdhs, Thalassobacillus, Halobacillus,
Virgibacillus, Gracilibacillus, Salinicoccus, Pibekillus (Rohban et al., 2008), Salinivibrio
sp. (Amoozegar et al., 2008), Staphylococcus (Jos¢@l., 2006; Esakkiraj et al., 2010) et
Bacillus (Ghasemi et al., 2010).
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Ces microorganismes produisent des lipases actier présence de fortes

concentrations salines (Rohban et al., 2008).
13.2.6. Nucléase H

Une des quelques enzymes halophiles appliquéesldamprocessus industriels est la
nucléase H isolée de Micrococcus varians subsmpphilis et utilisée dans la production

commerciale de 'agent aromatisant: I'acidgbanylique (5GMP)

Cette enzyme dégrade I'ARN a 60°C et en présencue (p/v) de sel (Kamekura et al.,
1982)

13.2.7. Lesp galactosidases

Les B-galactosidases des microorganismes halophilesétintcaractérisés pour la
premiere fois chez Haloferax alicantei, I'enzymesg@rle une activité optimale a 4 M de
NaCl. Une série de 4B-galactosidases ont été secrétées par des is@aRlamhococcus

sp.isolées de l'antarctique (Kamekura et al., 1995)
13.2.8. Glycosylhydrolases

Les glycosylhydrolases sont utilisées pour desoras multiples : la dégradation de la
cellulose et de I'hnémicellulose, I'agar, 'agarotatose et amylose(Woodward et Wiseman,
1984).

13.3. Fermentation des aliments

La production de certains aliments fermentés tiatiels en Extréme-Orient, tels que
la sauce a poissons et la sauce de soja, impligcievité d'une variété de microorganismes

halophiles et/ou fortement halotolérants (Oren,22()0

Dans certains cas, la concentration en sel pendaptocédé de fermentation est
suffisamment haute pour le développement des asadeta famille Halobacteriaceae.

La premiere archée halophile obtenue a partiradsalice a poissons ressemblait a
Halobacterium salinarum (Thongthai et McGenity, 299 deux nouvelles espéeces,
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Halococcus thailandensis et Natrinema gari, ontég@lement décrites (Tapingkae et al.,
2008).

13.4.Biodégradation

Les environnements salins et hypersalins sorquégment contaminés par des
composés organiques en raison d’activités indlissigOren et al.,, 1992; Margesin et
Shinner, 2001).

La contamination de ces habitats constitue un |ened écologique sérieux
principalement en raison de la toxicité élevée mnpar quelgues composés organiques.
Dans la plupart des cas, la biodégradation comstieu mécanisme principal pour se
débarrasser des contaminants. Cependant, les pnogsde biodégradation sont difficiles a

étre exécutés sous des conditions salines (Omn é092).

Une alternative pour surmonter ce probléme, eslidation des bactéries halophiles
adaptées a ces conditions. Plusieurs études ontréntm dégradation bactérienne des
composés aromatigues en conditions salines (Pibdadet al., 2000; Margesin et Shinner,
2001; Mellado et Ventosa, 2003; Peyton et al., 2004

Des archées halophiles appartenant aux genagsb&tterium sont capables de
métaboliser les hydrocarbures (Kulichevskaya etl&92). La souche Haloferax sp. D1227
est la premiére archée rapportée capable de dédesmdacides aromatiques comme l'acide
benzoique, I'acide cinnamique et l'acide 3-phémypponique (Emersonet al., 1994). Une
souche archéenne halophile nouvelle (Haloarcullgpest trouvée capable de se développer
en conditions aérobies sur I'acide 4-hydroxybenzeigomme source unique de carbone et
d'énergie (Fairley et al., 2002).

D’autres especes halophiles nouvelles telles gadandbacter spp., Erwinia ananas,
Bacillus spp. (Diaz et al., 2000; 2002), Cellulom®spp., Bacillus marisflavi, Dietzia maris,
Halomonas eurihalina (Riis et al., 2003), aussinbmue des bactéries des familles
Ectothiorhodospiraceae et Methylophilaceae, ontrépértées comme capables de dégrader

des hydrocarbures et quelgues composants de pBtubléKleinsteuber et al., 2006).

L'utilisation de phénol par des especes bactéaemmodérément halophiles comme
Halomonas organivorans et Thalassobacillus devoearégalement été décrite (Alva et

Peyton, 2003; Garcia et al. 2004; 2005)
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13.5. Biolixiviation

L‘'une des premieres applications possibles, d’asitisation des microorganismes
pour transformer les minéraux solides en forme kdeluUtilisée essentiellement pour
concentrer les métaux (cuivre, or et uranium) loesbps concentrations initiales de minerais

sont faibles et les procédés chimiques conventisrman rentables.

Cette approche, développée en Afrique du Sud, @silBet en Australie, fait en
général appel a des cultures de bactéries méssptiles genres Thiobacillus,
Acidithiobacillus et Leptospirillum. Toutefois, f#rents travaux ont mis en évidence l'intérét
des archées Pyrobaculum, Pyrococcus, SulfolobMettllosphaera.

Bien gu‘inadaptées a des traitements en milieleduees espéces hyperthermophiles
et thermocacidophiles satisfont aux exigences aetiftnnement a haute température en
réacteurs contrélés pour le traitement de certaingrais comme la chalcopyrite ou la pyrite
(Williams YJ et al., 2009)

14.Autres applications potentielles

Les bactéries halophiles peuvent avoir de nondeuwutilisations potentielles
supplémentaires en biotechnologie, ainsi que dgaudomaines, mais restent a exploiter. Il a

éte affirmé quelles peuvent étre utilisés :

» Pour éliminer le phosphate des environnementsssatimmme une alternative moins
codteuse aux approches chimiques.

» Pour la récupération de saumures residuelles hglpers dérivées de l'industrie de
I'huile d'olive.

» Pour le processus de durcissement du cuir ou fdeiteure.

» Pour la production des plastiques biodégradablestéipes adjuvantes, vésicules
lipidiques ainsi que les halocines.

» Yakimov et al , Récemment isolé un halophile modgué synthétise un nouveau
glycolipide appartenant a une nouvelle classe potesde biosurfactants. La bactérie
(souche MM1, membre des Halomonadacées) a été iaghartir d'échantillons d'eau
salée et de sédiments par enrichissement sur rdéexae. Le tensioactif purifié est
un puissant agent tensioactif, montrant un foreteffositif sur dégradation des

biphényles chlorés, probablement due a la solalitie de ces composés dans l'eau.
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> De nombreux microorganismes halophiles modérésusedt des colonies orange ou
rose, probablement en raison de la production deé@@ides comme mécanismes contre les
processus de photooxydation. Les caroténoidesemapplications majeures dans l'industrie
alimentaire comme colorants alimentaires et additifans les produits alimentaires
diététiqgues. Par conséquent, les enquétes suis#tion d'halophiles modérés en tant que

producteurs de caroténoides pourraient étre damdgntérét.

Enfin, on peut noter qu'au cours des derniéregemnun effort économique a été fait
pour faciliter I'exploitation des potentialités degcro-organismes extrémophiles tels que les
bactéries halophiles. Ainsi, en Europe, un consortde 39 des équipes financées par le
programme BIOTECH de la Commission a recemmentw@che projet de trois ans visant a

isoler et / ou sélectionner ces microorganismestdgameilleur potentiel pour l'industrie.

15. Bacteriorhodopcines

Pour extraire I'énergie ainsi que les informatiftmgnies par la lumiére et sa composition
spectrale, les halophiles possede un ensembleialeegprotéines rétiniennes apparentées
dans la membrane cellulaire: la bactériorhodopg¢BiRe), I'halorhodopsine (HR) et deux

rhodopsines sensorielles (SRI et SRII).

Bactériorhodopsine (BR), trouvéehez certaines archées , est au centre de beaucoup
d’intérét , elle est le dispositif de conversidéngrgie biologique le plus simple connu , elle
convertit I'énergie de la lumiere «verte» (500—6®0) en un gradient électrochimique de
protons, qui a son tour est utilisé pour la proguctd' ATP par I'ATP-synthases, elle assure
également le transport secondaire des acides amairdes ions, comme dans de nombreuses
autres cellules procaryotes et dans les mitochesdet les chloroplastes. Ainsi, la
bactériorhodopsine offre aux organismes une altiema la chaine respiratoire, d'importance
lorsque l'oxygéne (a faible concentration au départaison de sa faible solubilité dans son

hypersaline, c'est-a-dire >20% NaCl, environnemesitgpuisé dans une culture dense.

L'halorhodopsine est impliquée dans le maintienlide-osmolarité du cytoplasme

pendant la croissance cellulaire en transportasmtates chlorure dans la cellule.

La rhodopsine sensorielle |1 et Il, dautre partédmtise le comportement
phototactique, permettant ainsi a la cellule d&vies effets nocifs et la lumiere UV et de

s'accumuler dans des régions favorables a la pjmitesse (Annu. R., 1999).
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Bien que ce ne soit pas un récepteur de signahdeeriorhodopsine a été considérée comme

le prototype de la structure des récepteurs ligpantéines G.

15.1.Importance de la bacteriorhodopcines

v Utilisé au Kennedy Space Center de la NASA pouglécommande et détection de
fuites de gaz (Peale RE, et al., 1997). Ce typ#lmeest séduisant car il ne nécessite

pas de développement chimique et peut étre uéilig@sieurs reprises.

v' Les films de bactériorhodopsine ont égalemenpdeentiel a étre utilisé comme
biopuces qui pourraient passer signaux, remplagardi les circuits intégrés des
ordinateurs modernes (Hong et Biosystems, 19863qBe la bactériorhodopsine peut
convertir la lumiere en impulsions électriquespdlut également étre utilisé comme
lumiére capteur (une fine pellicule de pigmentmatée entre une électrode a oxyde
et un électriquement conducteur gel. Lorsque laiduenfrappe le capteur, la charge
déplacée par la bactériorhodopsine est transmisélextrode) (Vsevolodov NN,
Dyukova, 1994).

v Il a méme été suggéré que la bactériorhodopsineqgbétre utilisée pour donner la

vue aux robots industriels (Chen Z, et Birge RR33)9

16. Production de substances antibactériennes

16.1. Antibiotiques de nature protéique :

16.1.1 Bactériocines
16.1.1.1. Historique

La production bactérienne de substances antagerasix autres bactéries a été connue
depuis 1925, avec la découverte d’antagonisme desreespeces d’Escherichia coli, ces
substances ont été nommées « Colicines ». Le duax@as fut découvert en 1927 par
Lactococcus lactis, dénommée « Nisine ». Plusieléennies plus tard, de nombreuses
peptides eucaryotes (Eucaryocins) ont été dé@itsdnnor et Shand, 2002).
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16.1.1.2. Définition

Difféerentes définitions des bactériocines ont é@nnées au cours du temps.
Cependant, la définition qui reste la plus largenaecseptée est celle de Klaenhammer (1988)
qui définit les bactériocines comme des protéires,complexes de protéines, avec une
activité bactéricide contre des especes prochda deuche productrice. Les bactériocines
représentent une large classe de substances aistagajui varient considérablement du point
de vue de leur poids moléculaire, de leurs progsi®iochimiques, de leur spectre d'action et

de leur mode d'action (Klaenhammer, 1988)
16.1.1.3. Intérét et Applications

Les bacteriocines ont un immense potentieisdies domaines pharmaceutiques et
agroalimentaire. Outre leur applications antibaeteres, les bacteriocines on été montree
utiles comme spermicides, hypotenseurs aterielsje® agents antiviraux, anti-tumoraux et

anti- inflammatoires (Martin, 2000)

16.1.2. Halocines

16.1.2.1. Définition

Les halocines sont des antibiotiques protéiquedyits par les bactéries halophiles
extrémes ou elles détruisent ou inhibent d’autr@®archaeons (Price L.B et Shand R.F,
2002). Elles ont été découvertes pour la premiere par F.Rodriguez-Valera en 1982
(Rodriguez-Valera F et al., 1982). La productiorpdetides ou de protéines antibiotiques est
connue dans les trois domaines du vivant ; lesébast produisent des bactériocines, les
eucaryotes des eucaryocines, les Archaea des aotheg dont les halocines des Archaea
halophiles (O’Connor et Shand, 2002 ; Shand et &e2007).

16.1.2.3. Intéréts et Applications

Les halocines ont un réle écologique exercant fiet ele sélection qui permet
I'’émergence d’organismes résistants, et donc d'amngen la diversité (Torreblanca et al.,
1994). L'utilisation des halocines comme agentsmabihérapeutiques, actifs contre les
germes pathogenes humains ou animaux n’a pas @&éeeroncréetisée, mais vu les centaines
de différentes halocines qui restent encore noacténsées, suggere que d’'autres halocines
puissent avoir des applications cliniques (Shardcegva, 2007). Halocine H7 a de multiples
applications dans le domaine meédical-pharmaceutcprame diurétique, antihypertensif,
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agent protecteur contre I'ischémie cardiague etengse, agent pour réduire la résistance a
l'insuline et inhibiteur de la sécrétion d’acidelaihydrique dans la membrane de la
muqueuse gastrigue (Escoms et al., 1996). Ellewvegm¢uservir de traitement pour le
myocarde contre les effets nocifs de I'ischémialieminuant la taille de l'infarctus. Ceci sert
d’application pour la réduction des dommages liéas tiansplantation d’organes (O’Connor
et Shand, 2002 ; Shand et Leyva, 2007).
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i@dusion

L’interets des bactéreies halophiles en ngiostrie a permis louverture d’'une voie vers
une biotechnologie future, lls représentent dore source potentielle de molécules nouvelles
actives telles que les antibiotiques, bactériggimacteriorhodopsines, enzymes etc..... qui
peuvent étre utilisées dans plusieurs domainesdical¢ pharmaceutique, alimentaire,

agronomique et industriel.

Ces dernieres années un intérét croissapbe® a ces halophiles qui sont productrices
de substances propablement interessantes afin deutiéser pour usage alimentaire,
therapeutique ...etcs tels que les exopolysachaamgessont agents émulsifiants et
surfactants et ont une large application dans tekistries pharmaceutiques, differents
enzymes, et egalement les bacteriocines qui nepsantles antibiotiques mais possedent des

proprietes d’antibiotiques.
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