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Résumé

Les milieux hypersalins, représentés par les chotts, sebkhas et sols salins, sont un exemple
typique d'environnements extrémes abritant une flore microbienne particulierement
intéressante.

Dans ce travail une approche physico-chimique combinée aux meéthodes culturales et
moléculaires a été appliquée a la recherche d’halobactéries, dans les échantillons de sédiments
et de saumures prélevés de deux sebkhas: Oum Eraneb et Ain El Beida, situées a Ouargla,
dans le sahara Algérien.

Les résultats d’analyses ont en effet revelé que ces milieux inhabituels offrent des conditions
d’aridité, d’alcalinité et d’abondance en sel, aussi bien au niveau des saumures (128 et 1659
/1), qu’au niveau des sédiments (1.71% et 2.26%).

L’exploration microbienne de ces écosystémes particuliers s'est avérée fructueuse. Des
souches archéennes et bactériennes halophiles ont été isolées, purifiées et caractérisées. Les
souches archéennes appartiennent a la famille des Halobacteriaceae 1’ordre des
Halobacteriales. Halophiles extrémes, aérobies, a Gram négatif, ces souches sont alcali-
thermotolérantes. L’étude phylogénétique a révélé leur affiliation aux genres Natronorubrum
et Halorubrum.

La souche bactérienne, aérobie, se présente sous forme de batonnets a Gram positif,
halotolérante extréme, mésophile et alcaliphile. L’analyse comparative des séquences du gene
de I'ARNr 16S, a confirmé son étroite apparentée (96%) au genre Alkalibacillus.

Certes identifiée en Chine et en Inde, notre étude est la premiere a rapporter la présence des
especes Halorubrum litoreum de Natronorubrum bangense ainsi que [’Alkalibacillus

haloalkaliphilus C-5 dans des dépressions salées du Sahara algérien.

Mots cles: Milieu hyper salin, Sebkha, halophile extréme, Archaea, phylogénie, Sahara

algérien.



Summary

Hypersaline environments such as chotts, sebkhas and salty soils are typical examples for
extreme habitats which lodge an interesting microbial flora.

In this work, a physicochemical approach combined with culture and molecular methods has
been adopted in search of halobacteria in both sediment and brine samples of two sebkhas,

Oum Eraneb and Ain el Beida, situated near Ouarglah in the Algerian Sahara.

The results of analyzes revealed that these unusual environments offer the characteristics of
aridity, alkalinity and high level of salt contents in the brines (128 and 165 g/l) as well as in
the sediments (1.71% and 2.26%).

The microbiologicol investigation of these particular ecosystems turned out to be profitable.
Halophilic strains of archaea and bacteria have been isolated, purified and characterised. The
archaean strains belong to the family Halobacteriaceae, orderHalobacteriales. Extremely
halophilic, aerobic, Gram negative, these strains are alkali-thermotolerant. The phylogenetic
examination has revealed them to belong to the genera Natronorubrum and Halorubrum.

The bacterial strain showed aerobic, Gram positive, extremely halotolerant, mesophilic and
alkalophilic rods. The comparative analysis of the 16S rRNA gene sequence showed it's close
proximity (96%) to the genus Alkalibacillus.

Already identified in China and India, our study remains the first report of the presence of
Halorubrum litoreum, Natronorubrum bangense and Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5 in

salt depressions in the Algerian Sahara.

Keywords: hypersaline environments, sebkha, extremely halophilic, archaea, phylogeny,
Algerian Sahara.
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Introduction

La vie habite tous lieux possibles sur Terre interagissant avec I'environnement et en
lui-méme (relations inter-espéces). Dans la nature, il est tres rare qu'un écotope soit habité par
une seule espéce. En régle générale, la plupart des écosystéemes contiennent des communautés
liées fonctionnellement (Pikuta et al., 2007).

Au cours de I'évolution de la Terre, un certain nombre d'écosystemes ont été formeés. Ces
écosystémes different par la grande variéte des facteurs physico-chimiques et biologiques qui
composent notre environnement. Traditionnellement, le pH et la salinité sont considérés
comme des extrémes géochimiques, par opposition a la température, la pression et le

rayonnement que I'on appelle les extrémes physiques (Van den Burg 2003).

Qu’entend-on nous par milieu extréme ? A cette question simple, les réponses ont varié selon
les époques. Il s’agit tout d’abord de milieux hostiles a ’homme et ou toute vie humaine
paraissait impossible. Cette conception a laissé place a une approche basée sur 1’observation
des formes de vie macroscopique. Puis, au cours de la seconde moitié du XXe siécle,
I’inventaire des formes de vie a permis la découverte de micro-organismes vivant dans des
milieux de plus en plus improbables considérés auparavant comme stériles : sources
thermales, hydrothermales, lacs acides, alcalins, hypersalés, sédiments marins profonds,
réservoirs pétroliers, glaciers etc. Ces découvertes ont progressivement reculé les limites
physiques et chimiques connues de la vie sur Terre. A I’heure actuelle, certaines limites ne
sont toujours pas déterminées et les recherches se poursuivent.

Les études phylogénétiques basées sur I’analyse de I’ARN ribosomal 16S ont permis de
mettre en évidence I’existence de trois domaines distincts : les bactéries (ou Bacteria), les
archées (Archaea) et les eucaryotes (Eukarya). Bien qu’établie des 1978 par le
microbiologiste américain Carl Woese, cette classification du vivant ne s’est imposée que tres
lentement, car il a été¢ difficile d’imaginer I’existence d’organismes vivants dans les
conditions trés hostiles (Perry et al., 2004).

Le terme « extrémophiles » a été évoque pour la premiere fois, en 1974, par Mac Elory, dans
un journal intitulé ‘Some comments on the evolution of extremophiles’, il a été interprété de
plusieurs facons pour enfin étre associé aux microorganismes qui peuplent des niches
écologiques extrémes caractérisées par des conditions défavorables pour le développement
d’une vie (Irwin et Baird, 2004).

La plupart des extrémophiles se trouvent dans le monde microbien et la gamme des extrémes
environnementaux tolérés par les microorganismes est beaucoup plus large que les autres

formes de vie (Satyanarayana et al., 2005).
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Selon les conditions extrémes auxquels les microorganismes extrémophiles sont confrontés,
ils peuvent étre thermophiles, halophiles, psychrophiles, alcalophiles, acidophiles et
piézophiles (Irwin et Baird, 2004).

Le concept d’extrémophile a été forgé a partir des travaux de microbiologistes. La découverte
des bactéries thermophiles est généralement attribuée a Miquel (1888), mais Brewer (1866)
avait déja décrit les Chlamydobacteriales thermophiles des geysers de Californie.

Brock découvrit & la fin des années soixante, les premieres especes se développant a des
températures de ’ordre de 70°C dans des sources thermales du parc de Yellowstone aux
Etats-Unis. En 1969, il isola Thermus aquaticus qui sera a la base de la découverte des ADN
polymérases thermostables. A la méme période, Horikoshi, au Japon, mettait en évidence
I’existence de microbes ne se développant qu’a des pH alcalins et passés presque totalement
inapercus auparavant. Des especes hyperacidophiles du genre Picrophilus poussant a des
valeurs de pH bas ont été décrites par Schleper et al. (1996).

Puis les microbiologistes allemands W. Zillig et K. Stetter allaient donner une impulsion
déterminante en explorant systématiquement les milieux extrémes de la planéte, avec une
prédilection marquée pour le chaud et la mise en évidence d’especes ayant un optimum de
croissance supeérieur a 100 °C. Pyrolobus fumari est notamment capable de survivre a 121°C.
De ces travaux et de ceux consacrés a d’autres types d’environnements émergea le concept
d’extrémophile.

Exceptionnels, les « extrémophiles » défient les lois de la biologie et créent la vie la ou
I’homme n’osait I’imaginer (Echigo et al., 2005). Ces microorganismes ne sont pas seulement
tolérants a ces conditions extrémes, mais celles-ci sont requises pour leur croissance et
développement (Pikuta et al., 2007).

Ainsi la vie subsiste sur toute la gamme des concentrations de sel rencontrées dans les habitats
naturels et anthropiques. Les environnements hypersalins sont des habitats extrémes dans
lesquelles plusieurs facteurs, en plus de la teneur élevee en sel, peuvent limiter la croissance
des organismes. Ces facteurs comprennent la température, le pH, la pression, I'oxygéne, la
disponibilité en nutriments et les radiations solaires (Rodriguez-Valera, 1988).

Ces environnements ont une distribution cosmopolite sur notre planéte, représentés par les
systémes aquatiques, en particulier les lacs salés, ainsi que les sols salins (Rodriguez-Valera,
1988; Oren, 2002a, b; de la Haba et al., 2011).

Malgré cette salinité extréme, les environnements hypersalins naturels et artificiels abritent

des densités cellulaires microbiennes remarquablement élevées et diverses (Oren, 2000).
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Les microorganismes qui vivent dans ce type d'habitats sont appelés halophiles (organismes
aimant le sel). Les halobactéries sont les organismes les plus halophiles connus qui forment la
population microbienne dominante lorsque les eaux hypersalines approchent de la saturation
(~ 35% p/v) (Rodriguez-Valera et al., 1981), donnant souvent une coloration rouge aux
saumures que les Chinois ont noté, des I'an 2500 av. J.-C. Ces organismes atteignent des

densités élevées (~ 10° cellules/ml).

L’existence de la vie dans les écosystémes extrémes a conduit a s’interroger sur les stratégies
et les mécanismes cellulaires, moléculaires et génétiques mis en jeu par ces microorganismes
atypiques pour se maintenir dans de tels milieux. La mise en évidence d’une extraordinaire
biodiversité de ces formes de vie montre que I’inventaire de toutes les espéces vivantes sur

terre n’est pas prét d’étre fini.

L’étude de la biodiversité microbienne des écosystémes algériens comme les chotts
hypersalés (Sebkhas), les sources hyperthermales, les eaux de gisement de pétrole et les eaux
prélevées au niveau des zones arides et semi-arides a révelé la présence de nouveaux groupes
microbiens tres particuliers.

En effet; lors de I’étude de la biodiversité procaryote du lac salé d’El Goléa, au Sahara
algérien, des microorganismes extrémement halophiles ont été isolés du site contenant 290g/I
de NaCl (Hacéne et al., 2004). En se penchant sur sebkha Ezzemoul, Kharroub et al. (2007)
révéla au jour de nombreuses especes archéennes et bactériennes halophiles dotées d’activités
hydrolytiques. Sur la méme lancée, d’autres travaux comme ceux de Boutaiba et al. (2011),
Klouche et al. (2013) et Imadalou Idress et al. (2013) se sont succédés en mettant en

évidence de nouvelles especes.

Les milieux hypersalins sont nombreux en Algérie, plusieurs d’entre eux sont considérés
comme zones humides et classés sites Ramsar. De nombreuses études ont porté sur ces
milieux mettant en avant leur diversité faunistique et floristique. Cependant, 1’étude de ces

milieux du point de vue diversité microbienne a été peu explorée.

Au vu des connaissnaces actuelles, aucune recherche de flore bactérienne halophile n'a été
réalisée sur les sebkhas Oum Eraneb et Ain El Beida, dans le désert du Sahara situé a Ouargla,
a 800 km au sud-ouest de la capitale, Alger.
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Nous nous sommes donc attachés au cours de ce travail a appréhender la microflore

bactérienne halophile ‘inhabituelle’ dans ces habitas inhabituels.

Dans un premier temps les échantillons de saumures et de sédiments prélevés des deux sites
étaient soumis a des analyses physico-chimiques, afin de déterminer d’une part le faciés
chimiques des eaux prélevés et de voir, d’autres part, la répartition des eléments majeurs dans
les sédiments.

Dans un second temps, I’identification des isolats, a suivi une approche polyphasique en

combinant une caractérisation morphologique, physiologique, biochimique et moléculaire.

Le premier chapitre de ce travail présente une synthese bibliographique des données
actuelles sur les microorganismes extrémophiles et halophiles, tant au niveau écologique que
taxonomique en insistant sur la biodiversité des environnements hypersalins. Une

documentation des mécanismes d’adaptation a la vie extréme est également présentée.

Apres une description des différentes méthodes de culture et d’analyse utilisées au
cours de ce travail (deuxieme chapitre), nos résultats ont été divisés en deux parties (troisieme
chapitre). La premiére partie rapporte la composition physicochimique des saumures et
sédiments, la deuxieme discute les résultats de la caractérisation microbiologique des souches
isolées les comparant aux données bibliographiques. Une conclusion générale qui reprend les
principaux résultats et perspectives escomptés par la présente étude.
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1. Le monde des extrémophiles

Les environnements normaux, sont ceux dont les facteurs physico-chimiques les plus
importants se situeraient approximativement a des valeurs de température de 4 a 50°C, de pH
supérieur a 5 et inférieur a 9, de salinité entre celle de I'eau douce et celle de I'eau de mer
(3,5%, p/v) et de pression inférieure & 20 MPa. Loin de ces valeurs, le stress environnemental
augmente et la diversité des especes diminue (Kristjansson et Hreggvidsson, 1995). Un
environnement est considéré ‘extréme’ si ses facteurs physiques ou chimiques sont situés en

dehors de la gamme des environnements qualifiés de normaux (Albers et al., 2001).

L’extrémophilie est la capacité de certains microorganismes a se développer dans des
conditions physiques et chimiques défavorables pour la plupart des organismes vivants
(Lefebvre, 2005). Le concept d’extrémophilie, a la différence de celui de résistance aux
conditions extrémes, implique que I’ensemble de la machinerie cellulaire soit adapté aux
conditions extrémes et que les cellules fonctionnent de maniéere optimale dans ces conditions
(Gueznnec et al., 2010).

Les premiers microorganismes extrémophiles isolés font partie des halophiles (du grec halo,
sel). Ces derniers vivent dans des concentrations en sels trés élevées et ont été découverts
dans un environnement qu'on croyait dépourvu de vie : la Mer Morte. Une découverte qui n’a
retenu Dattention des chercheurs qu’aprés I’instauration par Woese et Fox (1977) du 3°™

domaine du vivant, celui des Archaea, auxquels ils appartiennent.

Ce groupe de procaryotes atypiques dévoile ses capacités a vivre dans les conditions
extrémes. lls sont en effet présents dans les marais salants (Baliga et al., 2004), les zones
arides et acides (Futterer et al., 2004) ou encore dans les lacs gelés de 1I’Antarctique (De
Long et al., 1994). On le trouve aussi dans les environnements thermophiles et
hyperthermophiles regroupant des espéces physiologiqguement diverses telles que les
Methanoarchaea productrices de methane (Huber et al., 1982; Takai et al., 2004b), les
chimioorganotrophes et les especes sulfito-réductrices, ¢’est également le cas des espéces du

genre Archaeoglobus (Henstra et al., 2007).

Le terme extrémophile est le plus souvent employé pour rapporter des microorganismes

procaryotes, puisque la majorité appartient au domaine des Archaea.
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La découverte de ces microorganismes a des lors déclenché une sorte de chasse aux
extrémophiles, qui a abouti en quelques années, a la découverte d'une diversité inouie,
complétement inattendue, de microorganismes retrouvés dans des milieux supposes hostiles a
la vie (Mesbah et Wiegel, 2008).

2. Diversité des milieux extrémes

Différents milieux extrémes existent, ces biotopes naturels peuvent étre reconnus quand un de
ces facteurs physiques (pression, température...), ou chimiques (acidité, salinité ...) se trouve

dans I'extréme de la gamme.

2.1. Les milieux hypersalés et I’halophilie

Les milieux hypersalés ou sursalés sont ceux dont la teneur en sels dissouts est supérieure a
celle de I’eau de mer (35g/1) (Satayarayana et al., 2005). Parmi ces milieux, on retrouve
divers lacs continentaux des zones désertiques ou subdésertiques, des lagunes maritimes et
des marais salants (Pipkin et al. 1977). Lorsqu’on dépasse les 1009/l en sels, les milieux
deviennent extrémes et inhibent la croissance d’une grande majorité des microorganismes

(Rodriguez-Valera, 1988).

Les plus importants écosysteémes hypersalés étudiés jusqu’a présent regroupent le Grand Lac
Salé dans 1’Ouest des Etats Unis, la Mer Morte au moyen Orient, le Lac de Magadi au Kenya
ainsi que les saumures extrémement alcalines de Wadi Natrun en Egypte (Rappé et
Giovannoni 2003). Les sols salins et les aliments salés sont également des habitats des

microorganismes halophiles et halotolérants (Modigan et Oren, 1999).

Cependant, dans ces environnements ou la concentration en sel est proche de la saturation,
nichent des communautés denses de microorganismes halophiles (Rappé et Giovannoni
2003). En raison de I’absence de la prédation et de la teneur élevée en nutriments, des densités

de 10°-10° cellules/ml et plus ne sont pas rares (Oren, 2002).

Le mot halophile composé de « hals » qui signifie sel et « phil » aime, de ce fait les
microorganismes halophiles sont definis comme étant des organismes qui requierent du sel
pour leur croissance (Ebel et al., 2004). Qualifiées de bactéries extrémes, elles peuplent de
facon quasi-exclusive les marais salants, les lacs salés et les mines de sel ou la salinité est bien

supérieure a celle des océans (Leclerc et Mossel, 1989 ; Ventozaet Nieto, 1995).
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Plusieurs espéces ont été retrouvées dans ces écosystéemes, malgré la faible diversité
taxonomique qui leur est attribuée (Oren, 1994 ; Kamekura, 1998 ; Grant W-D, 1998).

La plupart de ces microorganismes halophiles ont une teneur élevée en pigments, c’est pour
cette raison que les eaux du Grand Lac salé Utah, les étangs cristalliseurs des marais salants
solaires et le Lac Magadi (Kenya) sont souvent de couleur rouge-vif, les eaux rouges sont

mémes parfois trouvées dans la Mer Morte (Oren, 2002).

2.2. Les milieux a hautes températures et la thermophilie

La vie aux températures élevées est designée en termes de thermophile ou hyperthermophile.
Les microorganismes thermophiles se développent a des températures relativement élevées,
entre 45°C et 80°C. Les hyperthermophiles sont des thermophiles particulierement extrémes
pour lesquelles les températures optimales sont au-dessus de 80°C (Madigan et Martino,
2006), telles que les bactéries, Thermotoga maritima et Aquifex pyrophilus g croissent a des
températures de 90°C et 95°C respectivement (Niehaus et al., 1999).

Ces micro-organismes sont retrouvés dans écosystémes qui peuvent avoir une origine
géothermique terrestre, liée généralement a une activité volcanique (Figure 1). C’est le cas des
sources chaudes localisées en Islande, en Afrique ou dans le Parc National de Yellowstone en

Ameérique du Nord.

d (b)

Figure 1 : Cascade du site thermal Hammam Debagh-Algérie (a); Piscines du site
thermal Pamukkale (chateau de coton)-Turkie (b). (https://www.opodo.fr/blog/spa-
sources-chaudes.html).
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Soit une origine hydrothermale océanique profonde : le fluide hydrothermal jaillit au niveau
du plancher océanique au travers de fumeurs noirs et sort a des températures pouvant atteindre
400°C (Figure 2). Les hyperthermophiles les plus extrémes sont des Archaea, appartenant aux
genres Pyrobaculum, Pyrodictium, Pyrococcus et Methanopyrus (Stetter, 1996). Archaea
Pyrococcus abyssi ou « la boule de feu des abysses » collectée au niveau d’une cheminée de
source hydrothermale a 2000 m de profondeur au Nord du bassin Fidjien dans 1’Océan

Pacifique, affiche un optimum de croissance a 96°C (Erauso et al., 1993).

Figure 2 : Cheminée hydrothermale d’anhydrite sur Rainbow, dorsale Médio-
Atlantique (©lfremer) 2010.

La base moléculaire pour I’adaptation a ces environnements extrémes a été étudiée de manicre
intensive. A des températures élevées, des biomolécules, telles que les enzymes se dénaturent
et perdent leur fonction induisant I'arrét du métabolisme. En outre, la fluidité des membranes

augmente de facon significative, ce qui perturbe la cellule.

Les thermophiles s’y adaptent grace a leurs lipides membranaires, qui contiennent des acides
gras saturés et linéaires leur fournissant le bon degré de fluidité nécessaire pour le

fonctionnement des membranes, ce qui n’est pas le cas des mésophiles (Ulrih et al ., 2009).

2.3. Les milieux alcalins et I’alcalophilie

Les alcalophiles sont des microorganismes qui se développent a des valeurs de pH égales ou
supérieures a 9,0, avec un pH optimum entre 10 et 12 (Horikoshi ,1999). Parmi les lacs de
soude les plus stables et productifs se hisse le Lac Magadi au Kenya, avec des valeurs de pH
supérieures a 10 atteignant parfois 12 (Jones et al., 1998).
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Des communautés microbiennes, qui proliferent a un pH de 12,9, ont été isolées des lacs de
soude de Magarin, en Jordanie (Pedersen et al., 2004).

Les alcalophiles sont souvent isolés de milieux naturels qui ont également tendance a avoir
des concentrations élevées en chlorure de sodium (NaCl) ; ceux-ci sont ainsi appelés
haloalcalophiles (Gareeb et Setati, 2009). Quant aux thermo-alcalophiles, ils requierent un

pH alcalin pour leur croissance optimale et une température supérieure a 50°C.

En ce qui concerne les environnements alcalins salés a fortement salés, ce sont des bassins
fermés ou la vitesse d’évaporation est €levée et permet d’atteindre une salinité de 35% en
NaCl pour des pH compris entre 8 et 12. Ces lacs aux couleurs pouvant aller du vert au rouge,
en passant par le rose ou ’orange, se retrouvent sur les tous les continents.. La diversité
microbienne retrouvée dans ces environnements est trés variée mais les bactéries halo-
alcalophiles les plus étudiées sont les cyanobactéries filamenteuses (Spirulina, Anabaenopsis
et Arthrospira) ; et les bactéries pourpres anoxygéniques (Ectothiorhodospira et

Halorhodospira) (Gregoire et al., 2009).

Dans des conditions alcalines, les concentrations des ions d’hydrogene sont trés faibles et les
cellules ont des difficultés a produire de I'énergie. Pour contourner ces problémes, les
microorganismes pompent ces ions et exportent d’autres afin de maintenir leur intérieur a

proximité de la neutralité (Horikoshi, 2006).

Les microorganismes présents dans ces milieux jouent un réle important dans la
reminéralisation de la matiere organique au sein de I'écosystéme. lls sont les principaux
contributeurs a la transformation du carbone organique, du soufre et des composés azotés. Ils

ont aussi un réle important dans les cycles des éléments nutritifs (Sarethy et al., 2011).

2.4. Les milieux acides et ’acidophilie

Les acidophiles sont des microorganismes qui se développent de fagcon optimale a un pH de
2,0 (Morozkina et al ., 2010), et qui existent dans les trois domaines de la vie (Baker-Austin
et Dopson, 2007). Les acidophiles oxydent le soufre élémentaire (dans les zones volcaniques)
ou les minéraux sulfurés pour obtenir de I'énergie, générant ainsi des milieux acides extrémes
(Rohwerder et Sand, 2007).

10
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Les environnements ou sont retrouvés les micro-organismes acidophiles sont souvent riches
en métaux lourds (fer, arsenic, cuivre, zinc, chrome...etc.). L’écosystéme acide le plus étudié
est le fleuve Rio Tinto (fleuve de sang), en Espagne, d’une longueur de 100 km (Figure 3),
avec un pH<2, (da a Ioxydation des ions sulfures en acides sulfurique), une concentration
importante en métaux lourds et un surprenant niveau de diversité microbienne (Fardeau,
Gounant et al., 2005).

Les environnements avec des conditions de pH bas sont un défi a la biochimie cellulaire car
I'acidité extréme conduit a la dénaturation des protéines. Les acidophiles protégent leurs
protéines en incluant les acides aminés neutres et par pompage active des protons hors de la
cellule afin de maintenir les niveaux de pH intracellulaire constants (Baker-Austin et
Dopson, 2007). Le record de I’acidophilie est atteint par I’archée thermoacidophile
Picrophilus torridus dont I’optimum de croissance se situe a pH 0,7 et 65°C, capable de se
diviser a pH 0 et dont le milieu intracellulaire est a pH 4,6. Le séquencage du génome complet
de P. torridus a permis de rechercher les mécanismes d’adaptation a ce pH extréme (Futterer
et al., 2004).

Figure 3: Le fleuve de Rio Tinto-Espagne (https://www.alibabuy.com) 2007.

2.5. Microorganismes piézophiles (barophiles)

Le terme piézophile (en Grec piezo = pression et philo = aimer) a été introduit officiellement
en 1995 pour décrire les microorganismes barophiles (Yayanos, 1995). Les premieres
tentatives pour isoler les micro-organismes adaptés a croitre sous des pressions élevées,
remontent & 1957 (Zobell et Morita, 1957). Ce n’est qu’en 1979, que les premiéres bactéries
barophiles ont été définies comme celles ayant une croissance optimale a des pressions
supérieures a 40 MPa (mégapascal) (Yayanos et al., 1979).

11
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Les bactéries piézophiles vivant dans des conditions abyssales océaniques (>5000 m de
profondeur) sont également des bactéries psychrophiles car la température moyenne a ces
profondeurs est de I'ordre de 4°C. On parle donc de bactéries piézopsychrophiles. La
premiére bactérie piézopsychrophile isolée est la souche CNPT 3, apparentée au genre
Spirillum, retrouvée a une profondeur de 5600 metres. Elle se développe de maniére optimale
entre 2 et 4°C pour une pression de 50 MPa. Une deuxiéme souche, la souche MT 41
collectée a 10476 metres de profondeur, pousse de maniere optimale a 2°C et a 69 MPa
(Yayanos, 1995).

Les sources hydrothermales océaniques profondes constituent également un habitat idéal pour
les bactéries piézophiles. Situées sur les dorsales océaniques, leur profondeur varie de 800 a
4000 metres et la gamme de température s’étend de 2°C a 350°C. On peut donc y retrouver

des thermopiézophiles (Zeng et al., 2009).

Outre le milieu aquatique marin, il est possible de retrouver de tels micro-organismes dans les
aquiferes profonds, la crolte terrestre ou les réservoirs pétroliers. Parmi les représentants des
piézophiles, on cite les genres: Shewanella, Colwellia, Moritella, Methanococcus,
Pyrococcus et Thermus (Abe et Horikoshi, 2001).

D’autres microorganismes colonisent des milieux extrémes, comme ceux capables de vivre en
présence de fortes concentrations d’ions métalliques (métallophiles), a des niveaux élevés de
rayonnement (radiophiles) ou en absence d'oxygene (anaérobies strictes) (De Champdoré et
al., 2006).

2.6. Diversité des microorganismes halophiles

La capacité de ces microorganismes a se développer dans les habitats hypersalins, est une
propriété captivante qui fait d’eux I’objet d’intenses recherches. IIs représentent un groupe
hétérogéne de microorganismes qui se retrouve dans les trois domaines : Bacteria, Archaea, et
Eucarya, pouvant croitre dans une large gamme de salinité difficile a déterminer, car elle est
trés variable et dépend des conditions de croissance (Température, pH et nutriments)
(Ventoza et al., 1982 ; Madigan et Oren, 1999, Oren, 2002).

En 1985, Kushner a réparti les micro-organismes halophiles en différentes catégories, selon

les gammes de concentrations en sel nécessaire a leur croissance (Tableau 1).
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Il est important de faire la différence entre 1’halophilie obligatoire et 1’halo-tolérance. Le
terme halophilie désigne les microorganismes nécessitant obligatoirement la présence de sel
(NaCl) pour leur croissance. Ces microorganismes ont été classés par plusieurs auteurs,
Kushner (1978), Larsen (1986) et Ramos-Cormanzana (1989), en trois groupes, selon la

concentration en sels qui permet leur croissance optimale (Tang et al., 2002).

D’une mani¢re générale, les halophiles extrémes se développent en présence d’une
concentration de sel entre 20% et 30% et exigent un minimum de 12% a 15% de sel pour la
croissance (Johnson et al., 1986a). Les halophiles modérés ont une bonne croissance entre 3-
15% (p/v) (0.5-2.5M) de NaCl. Les microorganismes halotolérants, méme s’ils n’exigent pas
le NaCl pour leur croissance, se développent en présence de fortes concentrations en sel et
dans des milieux hypersalins (Rodriguez-Valera et al., 1981). Les bactéries nécessitant
moins de 1% de sel pour une croissance optimale ne sont pas considérées comme halophiles
(Ollivier et al., 1994).

Tableau 1.Catégories de micro-organismes halophiles. (Kushner, 1985 in Hedi et al.,

2009).

Catégorie NaCl(M) NaCl (g I'")

Gamme  Optimum Gamme  Optimum
Non halophile 0-1.0 <0.2 0-60 <10
Faiblement halophile 0.2-2.0 0.2-05 10-115 10-30
Halophile modéré 04-35 0.5-20 25-200 30-115
Halophile extréme « borderline »  1.4-40  2.0-3.0 80-230 115-175
Halophile extréme 2.0-5.2 >3.0 115-300 >175
Halotolérant 0->1.0 <0.2 0->60 <10

Concernant les halophiles, nombreuses définitions ont été données par différents auteurs, en

fonction de leur exigence en sel (NaCl) pour une croissance optimale.

Ces gammes de concentrations en sel (NaCl) ont été redéfinies par Lefebvre (2005), et
s’étendent de 3 a 10% pour les procaryotes halotolérants, de 9 a 25% pour les procaryotes

modéreées et de 22 a plus de 40% pour les halophiles extrémes.

I1 est difficile d’établir des limites qui définissent 1’halophilisme et 1’halotolérance car de
nombreux facteurs comme la température, la concentration et la présence de nutriments
disponibles ainsi que leur nature et aussi la présence des autres sels, modifient

considérablement la réponse des microorganismes au NaCl (Kushner, 1993 ; Ventosa et al.,
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1998). Comme exemple, pour I’espéce Halomonas halophila, la concentration saline optimale
est de 5% (p/v) a 22°C alors qu’elle est de 7,5% (p/v) lorsque la température varie de 32 a
42°C (Quesada et al., 1987).

D’autres définitions admettent que :

e Les microorganismes halophiles modérés sont ceux qui se développent d’une manicre
optimale a des concentrations de 3-15% de NaCl (0,5-2,5M) (Echigo, et al., 2007). Parmi
ces especes halophiles modérées appartenant au genre Bacillus : Bacillus aurantiacus
(Borsodi et al.,, 200), Bacillus chagannorensis (Carrasco et al., 2007), Bacillus
coahuilensis (Cerritos et al., 2008), Bacillus isabeliae (Albuquerque et al., 2008),
Bacillus oshimensis (Yumoto et al., 2005), Bacillus polygoni (Aino et al., 2008), Bacillus
gingdaonensis (Wang et al., 2007), Bacillus taeanensis (Lim et al., 2006a) et Bacillus
salarius (Lim et al., 2006b).

e Les microorganismes halophiles extrémes requiérent des concentrations élevées en NacCl,
avec un optimum de croissance entre 15 et 30% (2,5-5,2 M) (Echigo et al., 2005). Comme
exemple I’espéce Bacillus haloalkaliphilus, isolée du Lac Gabara en Egypte qui se
développe a des concentrations supérieures a 4M de NaCl avec un optimum de croissance
a 3M (Weisser et Trlper, 1985).

Le tableau 2, récapitule les différents groupes de microorganismes extrémophiles et les

parametres environnementaux correspondants.

Dans certains marais salants, la concentration en sel (NaCl) peut atteindre 700gl™. Dans ces
conditions, les sels de lithium précipitent apres des cycles de deux ans et ces milieux semblent

abiotiques au vu des connaissances actuelles (Pedros-Alio, 2004).
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Tableau 2 : Conditions extrémes et microorganismes appropriés (Nas et al., 2013).

Parameétres
environnementaux et
types de microorganismes

Description des microorganismes

Références

La salinité
v" Halotolérants

Légéremlent halotolérant

Halotolérants modérés
Halotolérants extrémes

v Halophiles
Légerement halophiles
Halophiles modérés

Halophiles extrémes

v Les non halophiles
Latempérature
Thermophiles
Hyperthermophiles
Psychrophiles
Psychrotrophes

Le pH
Les acidophiles

Les alcalophiles

La pression
Piézophiles

Croissance sans sel avec tolérance a des
concentrations élevées

Tolérance de 6 a 8% (p/v) de NaCl
Tolérance de 18 a 20 %(p/v)
Tolérance de 0% jusqu’a saturation
Nécessitent le sel pour la croissance
2 a5 % NaCl (0.2-0.85M)

5-20% NaCl (0.85-3.4M)

3-15% NaCl (0.5-2.5M)

20-30% NacCl (3.4-5.1M)

15-30% NaCl (2.5-5.1M)

>10% NaCl (1.7M)

Nécessitant moins de 2% de NaCl

Optimum aux alentours de 60°C
Optimum entre 80-110°C

Optimum <15°C pas de croissance
>20°C

Croissance a <15°C optimum a > 18°C

Optimum a pH égale a 2

Croissance a pH 9, optimum entre
10-12

Supportent des pressions > 40MPa

(Echigo et al., 2005)

(Echigo et al., 2005)
(Echigo et al., 2005)
(Echigo et al., 2005)
(Tiquia et al., 2007)
(Olivier et al., 1994)
(Olivier et al., 1994)
(Echigo et al., 2007)
(Olivier et al., 1994)
(Echigo et al., 2005)
(Bowers et al., 2009)

(Olivier et al., 1994)

(Nakagawa et al., 2005)
(Madigan et Martino,
2006)

(Irwin et Baird, 2004)

(Irwin et Baird, 2004)

(Morokina et al., 2010)

(Horikoshi , 1999)

(Yayanos, 1995)

3. Les microorganismes poly extrémophiles

Certains écosystéemes qui combinent plusieurs conditions extrémes, abritent des
microorganismes qui ne sont pas seulement soumis a un facteur extréme, mais a plusieurs. Ils
sont donc appelés poly extrémophiles, telle que 1’espéce archéenne Sulfolobus acidocaldarius
qui se développe a 80°C et a un pH égal a 3 (Satyanarayana et al., 2005 ; Mesbah et

Wiegel, 2008).
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Les communautés microbiennes des mers glaciéres de I’arctique et I’antarctique sont exposées
a différentes concentrations de sel plus élevées que celles des eaux de mer. Ces

microorganismes sont des halo-psychrophiles (Vincent et al., 2004).

Bacillus infernus "le bacille de I'enfer”, est isolé a partir des profondeurs d'environ 2700m en
dessous de la surface de la terre. Ce microorganisme extrémophile est baptisé thermophile
(60°C), halotolérant (concentrations de sel 0,6 M) et Iégerement alcalophiles (pH 7,8) (Boone
etal., 1995).

Natranaerobius thermophilus est une bactérie halophile alcalo-thermophile, elle a été isolée a
partir d’un sédiment du lac alcalin et hypersalin de Wadi EI Natrun en Egypt. Cette bactérie se
développe entre 35°C et 56°C avec un optimum a 53°C. La gamme de pH permettant la
croissance de cette espece est entre 8,3 et 10,6 avec un optimum a pH 9,5 et une température
55°C. A I’optimum de la température et du pH le N. thermophilus se développe a une série de
concentration saline comprise entre 3,1-4,9 M avec un optimum entre 3,3 et 3,9 M (Mesbah
et al., 2007).

4. Origine des environnements hyper salins

Le sol et I’eau sont deux types d’environnements biologiquement importants ou le facteur sel

agit sur les populations microbiennes.

Les sols contenant des quantités supérieures a 2g/l de sels contenu dans la solution des sols
sont considérés comme salins (Kaurichev, 1983). Ils sont trés communs a travers le monde
surtout dans les régions arides ou désertiques (Figure 4). Malgré cette salinité, on observe la
présence de nombreuses plantes halophytes adaptées a ces environnements. Ces sols salins se
caractérisent par un profil simple constitué de matiéres organiques et minérales encrotées de
dépodts de sel précipité comme c’est le cas des Sebkhas, qui sont des dépressions salines

spécifiques des zones chaudes et arides (Grant, 1989 ; Larsen, 1986).

Les eaux sont considérées salees lorsque la salinité dépasse 0.3% (p/v) et sont définit comme
hyper salées quand elles présentent des concentrations en sels minéraux supérieures a celles
de I’eau de mer (3.5%) (p/v) (Edgerton et Brimblecome, 1981).
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En ce qui concerne les ‘Eaux salées’ 1’origine des sels est, le plus souvent, I’eau de mer. La
quantité de sels dissous dans les mers ou océans a été estimée a 4.26 10*° tonnes (Ronov,
1968, Gavrieli et al., 1999). On y trouve principalement 12 ions différents : Na+, K+, Mg*",
K*, Ca**, CI', So,%, Sr**, HCo%, Br', F, et Bos™ (Pipkin et al. 1977).

5
g " -
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L

Figure 4: Chott Melghir, EI Oued-Algérie (Amarouche, 2008).

Méme si certains auteurs estiment que la composition de 1’eau de mer a pu varier au cours de
I’histoire de la terre et que les océans contenaient au départ des quantités équivalentes de Na+
Mg?*, Ca?* et K*, il est admis que depuis 200 millions d’années, la salinité des océans n’a pas
changé et représente environ 35g/l. Les ions les plus représentés sont le chlore et le sulfate
avec respectivement 55,04% et 7,68%, le sodium et le magnésium avec respectivement
30,61% et 3,69% (Oren, 1993).

L’origine des sels, leur type et leur proportion doivent étre pris en considération pour classer
les milieux hypersalés en deux catégories :

Thalassohalins : Ce sont des milieux hypersalés qui ont pour origine les eaux de mer (du grec
thalasso, la mer). Ces environnements aquatiqgues ont une composition en NacCl
prédominante. La quantité des différents sels inorganiques est approximativement égale a
celle de I’eau de la mer (Ventoza et al., 2008). Les marais salants, créés par de nombreux
pays comme la France et I’Espagne etc., afin de produire du sel, le Grand Lac Utah (USA), les

lacs hypersalés de I’arctique..., illustrent ces milieux (Greetchen, 2006).

Athalassohalins : L’eau de mer complétement évaporée est a I’origine des formations de

dépbts de sels qui constituent a travers le temps des évaporites, considérés comme des
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environnements fossiles hypersalés (Figure 5). Présents sur tous les continents, leur
dissolution par I’eau crée de nouveaux milieux comme la Mer Morte, le Lac Rosé au Sénégal

et certaines sebkhas (Rodriguez-valera, 1993).

Les proportions des différents sels de ces eaux sont nettement différentes de celle de 1’eau de
mer (Tableau 3). Leur composition ionique est influencée par celle des roches ou I’ion

magnésium prédomine (Greetchen, 2006 ; Ventoza et al., 2008).

5. Physico-chimie des environnements hypersalins

La majorité des eaux hypersalines contient 8 a 10 fois plus de sels dissous totaux que I’eau de
mer (Caumette, 1988). Dans la plupart de ces écosystéemes, le principal sel présent, en
quantité quasi inépuisable dans les mers, les océans, lacs salés et aussi dans les mines de sel,

est le chlorure de sodium (NaCl) .

Dans les environnements thalassohalins, 1’eau de mer est concentrée par évaporation. Tous les
sels présents augmentent leurs concentrations dans les mémes proportions jusqu’au seuil de
précipitation. Les carbonates précipitent sous forme de carbonates de Ca®* dés que la salinité
atteint 6%. Le sulfate précipite et forme des dépots de gypse (sulfate de Ca*) dés que la
salinité dépasse 10%. Au-dela de 25 %, le NaCl commence a précipiter sous forme d’halite et
précipite pleinement a 34% (10 fois la concentration de 1’eau de mer). La précipitation du
Mg2+ et K n’intervient que lorsque ’eau a été concentrée environ 20 fois plus que la

concentration de I’ecau de mer (Blatt et al., 1980 ; Rodriguez-Valera et al., 1985).

Dans les environnements athalassohalins, en plus de 1’ion Na+, d’autres ions prédominent,

comme [’ion Mg2+dans la Mer Morte (Larsen, 1980).

Les lacs hypersalés alcalins présentent une autre variation dans la composition ionique. Il y’a
prédominance d’anions (carbonates et chlorures) et de cations (Na*). Le pH des lacs hyper
salins est genéralement neutre ou légérement alcalin, alors que celui de la Mer Morte est
Iégerement acide (Litchfield, 1998).

Il existe également des lacs salés alcalins tels que le lac Magadi au Kenya, le Lac Wadi
Natrun en Egypte, le Lac Mono et le Lac Owens aux Etats Unis, ayant une composition
ionique différente caractérisée par une absence de cations bivalents (Mg* et Ca®")
(Kharroub et al.,2007).
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(@) (b)

(e) (f)

Figure 5: Habitats thalassohalins : Marais salants de Costa Blanca en Espagne (a), le
Grand Lac Salé Utah aux USA (b), Lac de saumure au fond de la Méditerranée -Est
(©Ifremer) (c). Habitats athalassohalins : Lac Magadi au Kenya (d), Lac Rosé au
Sénégal (e-f) (http://www. jmg.centerblog.net/rub).
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Tableau 3: Composition chimique de milieux hypesralés thalassoalins et athalassohalins
(Boutaiba et al, 2011).

Environnements
ors [ rmone e | O T et
Na* 40,10 10,60 105 142 46 107
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
cr 225 18,90 181 155 14 198
Br 5,30 0,065 0,20 nd nd nd
SO,” 0,50 2,65 27 22,60 nd nd
Hggjﬁ 0.20 0.14 0.70 67.00 34.90 nd
pH 6.10 8.10 7.70 >11.50 >11.50 9.00

a, Gerday et Glansdorff, (2007) ; b Madigan et Martinko, (2006) ; ¢ Boutaiba et al., (2011).

Les concentrations des ions sont en g/l ; nd, non détermine.
- LepH

Plusieurs lacs (Lac Big Soda, Lac Mono, Lac Soap) du grand bassin de 1’ouest des Etats unis,
dont la salinité varie de 89 a 100g/l, sont alcalins (pH entre 9 et 10) ; le Grand Lac Sale
UTAH ou la Mer Morte qui contiennent des concentrations en sels totaux de plus de 330g/I
ont des pH proches de la neutralité. Grant et Ross, proposérent en 1986 une hypothese qui
permet d’expliquer les valeurs de pH observés dans ces milieux : la précipitation du calcium
sous forme de carbonate de calcium (CaCos) et celle du magnésium sous la forme de sépiolite
(MgSi30g.nH,0) influencent le pH final du milieu car la formation de la sépiolite génére des
ions H" et la précipitation du carbonate supprime I’alcalinité du milieu (DasSarma et Arora,
2002).
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- La Température

Les lacs salés sont le plus souvent trouvés dans les régions arides tropicales, mais il en existe
dans les régions tempérées et méme polaires. La température des lacs continentaux peut
énormément varier durant ’année, ainsi la température de la région du Grand Lac Salé varie
de -30°C en hiver a +48°C en été (Post, 1981). La plupart des bactéries hétérotrophes

aérobies isolées de ce lac possedent un optimum de croissance entre 37 et 50°C.

La grande majorité de la flore halophile est mésophile ou thermotolérante. Leur température
de croissance est comprise entre 45 et 50°C (Imhoff et Triiper, 1977, Lippert et al., 1993).
A Dinverse, certaines bactéries halophiles isolées des lacs hypersalés de I’antarctique sont
psychrophiles, mais celles-ci restent une exception (Mac Meekin et Franzmann, 1988,
Parry et al., 2002).

La thermotolérance de certains organismes du domaine des Eubacteria peut s’expliquer par la
présence de solutés, comme la bétaine qui protége les enzymes de la chaleur (Bonaterra et
al., 2005). Bien que mésophiles, des algues halophiles du genre Dunaleilla résistent a des
températures élevées ; cette résistance est attribuée a la présence de glycérol intracellulaire qui

permet une stabilisation enzymatique (Borowitzka, 1981, Irena et al., 1999).

- L’oxygéne

Les systemes hypersalés sont des environnements anoxiques en dehors de la surface des eaux,
car les températures €levées et les fortes salinités limitent la solubilisation de 1’oxygene et
engendrent des zones favorables a la prolifération d’une flore anaérobie. Des études
effectuées en 1980 dans la Mer Morte, révelent la présence de 0,7 a 0,9 ml d’oxygene par litre
d’eau (Por, 1980 ; Levy, 1980). L’agitation des eaux de surfaces par le vent permet 1’aération
et donc la disponibilit¢ de I’oxygene pour les microorganismes aérobies algues ou

cyanobactéries des couches superficielles (Litchfield et al., 1998).

6. Mécanismes d’adaptation des bactéries halophiles

6.1. L’osmorégulation

Le terme "osmoadaptation" décrit I’ensemble des manifestations physiologiques et génétiques

de I’adaptation a un environnement de forte ou de faible osmolarité (Galinski, 1995).
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L’osmorégulation est le processus majeur d’osmoadaptation contrdlant 1’afflux et 1’efflux de
solutés de la cellule dans des conditions de culture osmotiquement stressantes (Csonka,
1989).

La composition ionique des milieux hypersalés change en fonction de I’évaporation ou
d’apport d’eaux (précipitations). Ces brusques variations ioniques conduisent les
microorganismes a s’adapter rapidement a ces nouvelles conditions (Koch, 1982). La vie dans
ces milieux n’est ainsi possible qu’au prix d’une forte spécialisation. En réponse a des teneurs
élevées en sel du milieu externe, la cellule bactérienne maintient une osmolarité interne
supérieure a celle de I’environnement extracellulaire (Pocard et al., 1994). Elle accumule
dans le cytoplasme des molécules osmotiquement actives afin de restaurer une pression de

turgescence cellulaire (Kempf et Bremer, 1998).

La stratégie d’osmoadaptation chez les bactéries halotolérantes et modérément halophiles
consiste en premier lieu en 1’accumulation d’ions K+ et de glutamate (réponse primaire)
(Sleator et Hill, 2001 ; Le Rudulier et al., 2002) puis des solutés organiques, non chargées,
de faible poids moléculaire si le choc persiste ou augmente (réponse secondaire) (Lucht et
Bremer, 1994 ; Bartlett et Roberts, 2004).

En absence de solutés adéquates, 1’eau s’échappe de la cellule afin d’équilibrer I’activité de
I’eau aux deux coOtés de la membrane, ce qui conduit a la réduction du volume de la cellule,
altérant les concentrations intracellulaires des métabolites et I’activité des enzymes (Shindler
etal., 1997 ; Litchfield, 1998 ; Roberts, 2006).

« Salt in cytoplasm » est un mecanisme specifique aux Halobactéries (Martin et al., 1995 ;
Galinski, 1995), grace auquel 1’équilibre osmotique est obtenu en maintenant dans le

cytoplasme une concentration en sel identique a celle du milieu extérieur (Lanyi, 1974).

Cependant, I’accumulation de fortes concentrations en ions dans le cytoplasme est susceptible
de perturber la physiologie cellulaire en provoquant I’agrégation des macromolécules et en
réduisant la disponibilité de ’eau (Lucas et al., 2003). Aussi, les halobactéries ont développé
des mécanismes d’adaptation (Figure 6) qui leur permettent de disposer d’une machinerie
cellulaire capable de supporter de fortes concentrations intracellulaires en ions (Sleator et
Hill, 2002).
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6.2. Mécanisme type KCI ou Halobacterial
Stratégie adoptée par des groupes phylogénétiquement différents. Ce mécanisme implique le

maintien d’une grande concentration ionique intracellulaire, ou K" est en concentration
interne supérieure a la concentration en Na* externe, c’est ce qu’on appelle mécanisme type
KCI ou Halobacterial de prévention de choc osmotique, par transport d’ions a travers la
membrane par des pompes ioniques. L’exclusion du Na® du cytoplasme se fait grace a un
antiport Na*/H", localisé au niveau de la membrane cytoplasmique (Oren, 2001). Ainsi, la
concentration en sels intracellulaires (KCI) est considérée comme un agent osmorégulateur
(Kushner, 1985). L’ensemble des mécanismes intracellulaires vont fonctionner en présence

d’un taux élevé de salinité (Dennis et Schimmin, 1997).

passive water efflux

K* Cr Na*

Figure 6: Stratégie « Salt-in » (Bergmann, 2015)

L’accumulation d’ions a été mise en évidence chez les Eucarya, Bacteria et Archaea. L’ion K*
plus retrouvé que le Na® dont la concentration cellulaire est maintenue faible, le rapport
K*/Na" est trés souvent supérieure a 1 (7.5 pour Dunallilla salina, 11 pour Staphylococcus
aureus) (Castle et al., 1986 ; Flowers et al., 1977). Les micro-organismes halophiles stricts,
accumulent dans leur cytoplasme du potassium ou du sodium (jusqu’a 100 fois plus de K*)
que celle de I’extérieur, alors que le chlore reste dans le compartiment extracellulaire (Kunte
et al., 2005). Une concentration en ion K* de 5,0 M a été mesurée chez Halobacterium
lorsque la croissance a lieu a 4,0 M en ion Na* (Christian & Waltho, 1962 ; Grant et al.,
2001). Cependant, il est trouvé que chez les membres alcalophiles, il y’a accumulation

également du 2-sulfotréhalose (Desmarais et al., 1997).
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Figure 7: Effet de I’osmolarité sur la structure d’une protéine d’une Halobactérie
(Sleator et Hill, in Zadi Karam et al., 2012).

La deuxi¢me stratégie d’haloadaptation est basée sur la biosynthese et/ou I'accumulation de
solutés organiques compatibles. Deux opérations au colt énergétique élevé pour la bactérie
qui optera généralement pour le transport au lieu de la synthese de ces composés organiques
dissous les «osmolytes » s’ils sont déja présents dans le milieu. Les cellules qui utilisent cette
stratégie excluent le plus de sels possible de leur cytoplasme. Les solutés compatibles sont des
molécules organiques trés hydrosolubles qui n’interagissent pas avec les protéines et
n’interférent pas, méme a forte concentration (>1M), avec les fonctions cellulaires vitales
(Sleator et Hill, 2002). Peu d'adaptation des protéines cellulaires sont donc nécessaires pour
cette stratégie (Oren, 2008).

passive water efflux

K* Transport of
compatible
solutes

Figure 8: Stratégie « Salt-out » (Bergmann, 2015)
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Ces composés agiraient comme des chaperons chimiques en aidant les protéines
cytoplasmiques a conserver leur état de compaction (Figure 9) (Streit, 2008 ; Bourot et al.,
2000).

L’accumulation de solutés compatibles en réponse a un choc hyper-osmotique stabilise la
structure des protéines en améliorant 1’état d’hydratation et de compaction, participe au
maintien de la pression de turgescence en augmentant le volume cellulaire (Canovas et al.,
2000). Il est important de noter que la stabilisation de la structure des protéines grace a
I’action des solutés compatibles a pour effet d’augmenter la tolérance vis-a-vis du sel mais
aussi vis-a-vis d’autres facteurs de stress comme la chaleur, la congélation et la dessiccation

(Lipper et Galinski, 1992 ; Welsh, 2000).
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Figure 9 : Repreésentation de la stabilisation de la structure d’une protéine d’une
Halobactérie a forte osmolarité (Sleator et Hill, in Zadi Karam et al., 2012).

Selon Bremer et Kramer (2000), la gamme de solutés compatibles (ou osmoprotectants)
identifiés est composée: (i) d’acides aminés (glutamate) et de dérivés d’acides aminés
(ectoine), (ii) de petits peptides (N-acetylglutamine amide), (iii) d’ammonium quaternaires
appelés bétaines (GB) et de dérivés d’ammonium quaternaires (proline bétaine), (iv) de sucres
(tréhalose). Le tableau 4 résume la diversité des solutés compatibles accumulés par des
microoganismes halophiles. La nature des solutés compatibles accumulées par une bactérie
dépend du niveau de présence de ces composes (ou de leur précurseurs) dans le milieu
extérieur, de I’existence de systémes de transport (ou de synthése) d’osmoprotectants
adéquats et de I’intensité du stress osmotique auquel elle doit faire face (Galinski, 1995 ;

Beumer et al., 1994).
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Tableau 4 : Solutés compatibles accumulées par les microorganismes halophiles

(Boutaiba et al., 2005).

Microorganismes

Solutés accumulées

Références

Micro algues

Sucrose

Glycerol

Proline

Manitole

Glycine-bétaine
Dimethylsulfonio propionate

Grenway et Stetter, 1979
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\ tréhalose
Glycosylglycerol
Glycine bétaine

Reed et al., 1984

Bactéries phototrophes

Sucrose- tréhalose
Glycine bétaine
Hydroxycetoine

Welsh et al., 1993

Bactéries sulfacto- Tréhalose

réductrices Glycine bétaine Welsh et al., 1996
Glutamate

Bactéries hétérotrophes | Proline

N-acetylgluminylnglutamine
amide

Glycine bétaine

Actoine \ Hydroxycetoine
Tréhalose

Welsh et al., 2000

Actinomycetes

Actoine\ Hydroxycetoine
Tréhalose
Proline, Glutamine, alanine

Killham et Firestone, 1984

Archaebactéries

Glycine bétaine
B-glutamate

Robertson et al., 1990

Les études menées sur les Bacteria et en particulier les cyanobactéries ont montré que 1’on
pouvait classer ces organismes en trois groupes selon leur halotolérance. Les moins
halotolérants accumulent principalement des disaccharides et du tréhalose, alors que les plus
halotolérants accumulent des bétaines (glycine ou glutamate bétaine) comme soluté majeur
Chez intermédiaire, on retrouve le

intracellulaire. les cyanobactéries a tolérance

glucosylglycerol (Reed et al., 1986).
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Chez d’autres bactéries, ce sont les acides aminés ou dérivés et les sucres qui prédominent.
L’osmoprotecteur le plus fréquemment observé est la glycine-bétaine (Courtenay et al.,
2000), utilisé par de nombreux genres: Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium,
Lactobacillus etc. (Rudulier te Bernard, 1986 ; Hutchins et al., 1987 ; Csonka, 1989 ;
Smith et al.,1990). Il est également répondu parmi les microorganismes halophiles et
halotolérants tels que Haloanaerobacter salinarius (Mouné et al., 1999), chez les bactéries
pourpres (Imhoff, 1988) et les bactéries fermentaires (DasSarma, 2001). Le Desulfo vibrio
halophilus accumule la glycine-bétaine et le tréhalose (Welsh, 1996 ;Caumette et al.,1997).
Les cyanobactéries des sédiments hypersalins comme Aphanothece halophytica, 1’utilise
ainsi que le glucosylglycérol comme solutés compatibles, pour tolérer des salinités jusqu’a 5
M/L (Das Samara, 2001).

La plupart de ces bactéries accumulent la glycine bétaine par absorption active, en revanche,
chez les microorganismes eucaryotes halophiles du genre Dunaliella, il y a élaboration du
glycérol a partir de ses réserves en amidon (DasSarma, 2001). Les voies de biosynthese des
solutés organiques, a ’exception de celle de la glycine bétaine, dérivent de la synthése du

glutamate et de I’aspartate (Caumette, 1998).

Des exemples proposés par Roberts (2005), d’halophiles et d’halotolérants pour chaque

soluté organique compatible, sont représentés dans le tableau (Annexe 1).

Le mode d’action des osmoprotecteurs est loin d’étre clair. Ils pourraient n’étre simplement
que des solutés compatibles inoffensifs, ou au contraire, pourraient jouer un réle protecteur
actif interagissant avec les protéines et les protégeant de cette fagon de I’action destructrice
due a osmolarité (Galinski, 1993 ; Papageorgion & Murata, 1995 ; Welsh, 2000). Leur

osmoadaptation est également moins codteuse du point de vue énergétique (Oren, 1999).
Adaptation des protéines a ’hypersalinité

En accumulant dans leur cytoplasme des quantités de sel proches de la saturation, les
organismes halophiles empéchent effectivement la sortiec de I’eau mais se soumettent a un
nouveau type de stress cellulaire : le stress salin. Dans de telles concentrations en KCI, des

protéines « normales » deviennent insolubles et précipitent (Madern et al., 1992).

Cependant, ces organismes ne semblent pas connaitre ce stress. Leurs protéines sont non

seulement solubles et fonctionnelles (stables, actives et flexibles) a de telles salinités, mais en
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plus elles se dénaturent dés que la concentration en KCI diminue en dessous de 1,0 & 2,0 M.
En ce sens, on peut dire que ces protéines sont elles-mémes halophiles (Brown-Peterson &
Salin, 1994; Madern et al., 2000).

La nature halophile des protéines souléve un grand nombre de questions. Depuis 1980, les
scientifiques cherchaient a identifier les processus qui permettent aux enzymes d’organismes
halophiles de fonctionner et ce en défiant toutes les lois de la biochimie conventionnelle. En
effet, une protéine est naturellement constituée d’une chaine d’acides aminés qui doit se
replier de fagon précise dans 1’espace pour assurer la stabilité de 1’ensemble. Ce repliement
permet a la protéine d’assurer sa fonction dans la cellule. Or pour qu’une protéine puisse se
replier de fagon précise dans I’espace pour assurer la stabilit¢ de 1’ensemble elle doit &tre
hydratée a sa surface. Ainsi, si une protéine « normale » non halophile est plongée dans un
solvant trés salé, la couche d’hydratation nécessaire au repliement ne peut se former car les
molécules d’eau sont toutes piégées par le sel du solvant. La protéine devient insoluble et
précipite. Il a été démontré qu’au contraire, les protéines halophiles concentraient fortement le

sel prés de leur surface.

Ainsi, une proteine halophile associe environ 10% de sa masse en KCI et de 40% en eau. Des
mesures équivalentes sur des protéines non halophiles donnent 0% en KCI et 20% a 40%
d’eau. Des lors, au lieu de se protéger du sel comme les protéines conventionnelles, elles
I’associent a leur structure et 'utilise pour capter les molécules d’eau nécessaires a leur
repliement, leur stabilisation et leur solubilité. Ce phénomene est rendu possible par une
abondance d’acides aminés ‘acides’ connus pour interagir fortement avec les molécules d’eau

et les cations tels que K* (Danson et Hough, 1997 ; Lozach, 2002 ; Demirjian et al., 2001).

En 1995 et 1996, les premieres structures cristallographiques de protéines halophiles issues de
la Mer Morte, la malate déshydrogénase de Halorcula marismortui et la ferrédoxine du
méme organisme, ont montré que ces deux protéines se distinguent de leurs homologues non-
halophiles principalement par la nature chimique des acides aminés situes a leur surface. Elles
sont en effet recouvertes d’acides aminés ‘acides’ (aspartate et glutamate) c'est-a-dire chargés
négativement et moins de résidus basiques (lysine) que leur homologue non-halophile, mais
aussi plus de petits résidus hydrophobes (alanine, glycine et valine) et peu de résidus
aliphatiques (Lanyi, 1974 ; Madern et al., 1995 ; Ebel et al. ; 1999, Madern et al., 2000 ;
Lozach, 2001; Oren & Mana, 2002).
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D’autres cations et anions peuvent également contribuer dans la stabilisation et
particuliérement les ions divalents tels que le Mg?* (Lanyi, 1974, Madern et al., 2000).
L’accumulation de résidus acides est donc un mécanisme d’adaptation aux fortes

concentrations de sels.

Les études ultérieures ont montré que ce phénomeéne est généralisé a 1’ensemble des protéines
halophiles. Ces groupements hérissent les contours des protéines et servent d’attracteurs pour
maintenir a leur surface une couche de sel hydraté (Dominique et Zakai 2004 ; Sugimori et
al., 2000 ; Adrian et Andrew, 1998 ; Henryk, 1995).

Pour évaluer le r6le d’un acide aminé de surface, une méthode consiste a le modifier, on
fabrique alors une protéine mutante. Sur la malate désyhdrogénase halophile, le remplacement
d’un seul résidu acide de surface suffit a déstabiliser la structure repliée de I’enzyme. Tout se
passe, en effet, comme si la perte d’un seul site interrompait le réseau d’hydratation et
réduisait 1’affinité globale de la protéine pour le sel. Ces expériences montrent que
I’adaptation des protéines aux conditions salines extrémes ne se résume pas a une simple
augmentation d’acide aminé acide en surface. La répartition des points d’ancrage de I’eau et
du sel a la surface de la structure tridimensionnelle de la protéine joue également un réle
important (Zakai et al., 1995).

La biochimie des organismes halophiles est si intimement dépendante du sel que 1’on est tenté
d’abandonner le terme « adaptation ». En effet, personne ne peut dire si les protéines
halophiles sont le résultat d’une adaptation a un environnement extréme ou bien si elles

représentent la survivance de condition de vie primitive « salées ».

Certains travaux suggeérent que les océans primitifs avaient une salinité élevée. Sur un plan
purement thermodynamique, la présence d’une interface constituée de sel et d’eau a la surface
d’une protéine est une situation avantageuse puisque c’est le solvant qui fournit une partie
importante de I’énergie de stabilisation. Par ailleurs, cette propriété étend considérablement la
gamme de concentration et de température dans lesquelles les protéines halophiles restent
stables, alors que les protéines non-halophiles fonctionnent dans des conditions bien plus

restreintes.
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On peut donc supposer que les organismes halophiles ont réussi a survivre mieux que les
autres dans les milieux fluctuants en salinité comme en température et qu’au contraire ce sont
les organismes non halophiles qui ont di s’adapter pour survivre dans des environnements de

faible salinité (Stan et al., 2003 ; Moeva et al, 2002 ; Vreeland et Rosenzweig, 2002).

7. Diversité phylogénétique

Les organismes halophiles peuvent étre rencontrés dans les trois domaines de la vie
(Figure 10) : Archaea, Bacteria et Eucarya (Oren., 2008). Le terme «halobactéries» est le
nom informel utilisé pour décrire les membres de la famille Halobacteriaceae, la seule
famille dans I'ordre Halobacteriales (Grant et Larsen, 1989). La plupart des halobactéries
ont besoin de NaCl 1,5M pour leur croissance et sont donc souvent décrites comme des

archéobactéries extrémement halophiles (Ross et al., 1981).

7.1. Archaea halophiles :

Les halophiles du domaine Archaea appartiennent a trois familles : Halobacteriaceae,
Methanospirillaceae et Methanosarcinaceae. Les deux dernieres familles contiennent
également des membres non-halophiles (Yachai, 2009). La branche méthanogéne des
Euryarchaeota contient des halophiles dont 1’activit¢é méthanogeéne est possible a des seuils
proches de la saturation en NaCl : Methanohalophilus, Methanohalobium, Methanospirillum
(Kamekura, 1998 ; Oren, 2002).

D’un point de vue phylogénique (Figure 10), le domaine des archaebactéries est actuellement

divisé en quatre regnes (Woese et coll., 1990 ; Barns et coll., 1996 ; Huber et coll., 2002).

1. les crenarchaea regroupent les organismes thermophiles soufre-dépendant (Sulfolobales,

Pyrodictiales, Thermoprotéales)

2. les euryarchaea comprennent les Thermococales, les Methanococcales, les

Méthanobactéries et les halophiles extrémes
3. les korarchaea vivent dans les sédiments des sources chaudes

4. les nanoarchaea regroupent des organismes de petite taille, vivant en symbiose avec

certaines crenarchaea des fumées noires sous-marines.
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Figure 10: La distribution de microorganismes halophiles dans I'arbre du vivant
(Oren, 2008).

Les groupes marqués par un cadre bleu contiennent au moins un représentant halophile.

D'autres, comme les Halobacteriales, sont entierement constitués d'halophiles.

La famille des Halobacteriaceae (haloarchaea ou halobactéries) de 1’ordre des
Halobacteriales est composée entiérement de membres halophiles extrémes et aérobies. Les
représentants de cette famille se développent dans des environnements ou la concentration
saline est tres élevée (= 5M) et dont leur optimum de croissance varie de 3,4 a 4,2M (20-25%,
p/v). Leur paroi cellulaire, ribosomes et enzymes sont stabilisés par I’accumulation de KCl

(Yachai, 2009).

La plupart des halobactéries sont colorées en rouge ou en orange ou encore en pourpre, mais
certaines souches sont incolores, tandis que celles contenant des vésicules gazeuses forment
des colonies opaques, blanches ou roses. Cette caractéristique physiologique intéressante est
due a la présence d'un photopigment membranaire (la bactériorubérine) qui permet la
production d'ATP quand la teneur en oxygéne dans le milieu extérieur est trop faible. Ce
composé formé d'une protéine (bactériorhodopsine) associée a un photopigment semblable a
un caroténoide (rétinal) est responsable de la couleur rouge des saumures (Oren, 2002a).
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La famille des Halobacteriaceae comprend des halophiles aérobies, répartis au sein de 27
genres (De la Haba et al, 2011): Haladaptatus, Halalkalicoccus, Haloarcula,
Halobacterium, Halobaculum, Halobiforma, Halococcus, Haloferax, Halogeometricum,
Halomicrobium, Halopiger, Haloplanus, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum,
Halosarcina, Halosimplex, Halostagnicola, Haloterrigena, Halovivax, Natrialba, Natrinema,
Natronobacterium, Natronococcus, Natronolimnobius, Natronomonas et Natronorubrum .
Avec la description de Halonotius (Burns et al., 2010), de Halopelagius, Halolamina,
Halorussus, Halogranum, Halobellus, Halorientalis (Cui et al., 2010a; 2010b; 2010c;
2011a), Halomarina (Inoue et al., 2010), Halarchaeum (Minegishi et al., 2010) et de
Natronoarchaeum, Salarchaeum (Shimane et al., 2010; 2011), le nombre est passé a 38

genres .

Avec le développement des techniques de la biologie moléculaire, de nouvelles especes
bactériennes halophiles et halotolérantes ont été isolées dans divers environnements salins et
hypersalins (Tableau 5), elles sont incluses dans les 5 phyla du domaine des Bacteria :

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes et Bacteroidetes (Oren, 2002).
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Tableau 5 : Environnements athalassohalins et diversité microbienne (Raval et al., 2014).

NaCl M
Organismes Site d’isolement ou%o (p/v) pH Remarques Références
ou g/l
Oceanobacillus limi sp.nov. Echantillon de boue du lac hypersalin 7.5% 7 Bactérie modérément halophile | Amoozegar et al.
d'Aran-Bidgol en Iran (2014)
Marinobacter persicus Lac hypersalin Aran-Bidgol en Iran 7,5-10% 7 Gram negatif, bactérie Bagheri et al.
Sp.nov. modérément halophile (2013)
Natronococcus roseus Sédiments du lac de soude Chagannor 30% 9,5 Bactérie halophile Corral at al. (2013)
Sp.nov. en Mongolie, Chine
Desulfohalophilus Environnements extrémes du lac 55-330¢/I 9,25 Bactérie halophile Blum et al.(2012)
alkaliarsentis gen.nov.sp.nov. | Scarles, Californie
Alkalibacillus haloalkaliphilus | Echantillons de sol salin Sambhar Lake 10% 8 Aérobie, Gram positif, Rawal et al.(2012)
sp.nov. Rajasthan organisme en batonnéts
Desulfonatronovibrio Sédiments anoxiques de lacs hypersalins 2M 7,5 Bactéries réductrices de sulfate | Sorokin et al.
halophilus sp.nov. de chlorure et de sulfate dans le Kulunda moderément halophiles (2012)
Steppe Atlai, Russie
Bacillus iranensis sp.nov. Lac hypersalin Aran-Bidgol en Iran 5-7,5% 7,5 Bactérie moderément halophile | Bagheri et al.
2,5-15% 7-10 (2012)
Haloarchaeobius iranensis Lac salé d'Aran-Bidgol, en Iran 3,5 7,5 Archaea extrémement halophile, | Makhdoumi-
gen.nov.sp.nov. (6-8) pigmente rouge orangé Kakhki et al.
(2011)
Salinivibrio sharmensis Lac salin du parc Ras Mohammed, 10% 9 Bacterie haloalcaliphile Romano et al.(
Sp.nov. Egypte (6-16%) 6-10 2011)
Marinospirillum celere sp.nov. | Lac Mono, Etats-Unis 2% 9,5 Bacterie haloalcaliphile Namsaraev et
al.(2009)
Bacillus persepolensis sp.nov. | Lac hypersalin Howz-Soltan, Iran 10% 8,5 Bactérie moderément halophile | Amoozegar et al.

(2009)
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Bacillus aidingensis sp.nov. Echantillons de sédiments provenant du 12% 7,2 Bactérie a Gram positif, Xue et al. (2008)

lac salé d'Ai-Ding, Chine halophile
Halomonas cerina sp.nov. Sol salin, Espagne 10% 8 Bacilles a Gram négatif Ganzalez-

halophiles modéreées, Domenech et al.
encapsulées et non mobiles (2008)

Halomonas saccharevitans Lac salé, Qinghai-Tibet dans le bassin 7,5% 8 Bactéries a Gram négatif, Xu et al.(2007)
sp.nov. Halomonas arcis de Si-Chuan, Chine aérobies, neutrophiles et
sp.nov. et Halomonas 5% 8 halophiles
subterranea sp.nov. 504 )
Halomonas mongoliensis Isolés des lacs de soda en Mongolie et 28¢/I 9.3 Modérement halophiles Boltyanskaya et al.
sp.nov.z-7009 et Halomonas au Kenya 289/ (8-10,5) (2007)
kenyensis sp.nov., AIR-2 (7,5-10,6) | Haloalcaliphiles

Lacs de soude en Mongolie (Hotontyn, | Total salts | 9,2-10,5 Foti et al. (2006)
85 souches différentes du Dzunundzin, Sharburdiin, Golyntsagan, Bactéries haloalcaliphiles,
genre Thioalkalivibrio Gurbany, Behiin) Kenya (Nakaru, | 50-360g/I | 9,5-11,0 chimiolithoautototrophes,

Magadi, Bogoria, Cratére  Lke, oxydant le soufre

Elementcita), Californie, Lac Mono | 20-220g/l | 9,7

Egypte (Wadi Natrun, Gaara, Umm-

risha, Hamra, Beida, Fezdah, Zugm, 90g/I 9,5-10,3

Ruzita, Khadra) et la Sibérie (Hadyn,

Tantar IIl, Elongated Lake, Narrow [ 200-380g/I | 9,2-10,6

Lake, Borzinskov, Stamp Lake,

Tsaidam) 10-380g/1

34




Synthese bibliographique

Haloalkaliphilic strain z-7026 Sediments d’un lac de soude 2,69/ 8-8,5 Bactérie anaerobie obligatoire Zvereva et al. (2006)
isolé sur milieu | et production 10g/1 8,8 sécrétant de la cellulose
de cellulase optimisee sur appartient au groupe 111 de
milieu 11 Clostridia a faible teneur en G +
C
Quatre souches haloalkaliphiles Lac de soude Kenya, lac Total salts 10,5 Aérobies obligatoires, capables | Sorokin et al.(2006)
appartiennent au groupe Magadi Mongolie: un 240g/1 95.103 de croitre anaérobiguement avec
échantillon mixte de deux lacs ’ ’ de l'acétate en utilisant soit le
Alkalispirillum-Alkaliliminocola | hypersalins et un échantillon | 200-390¢/I 10,2 nitrate soit le N,O comme
du lac salé Gurvany Nur un 509/l 0,2-10,2 | accepteurs d'électrons
échantillon mixte de huit lacs
Wadi Natrun en Egypte 220-360g/1
Haloalkaliphiles appartenantt a Lacs de soude 0,5-1M 10 Chimolithotrophe, oxydant le Soirokin and Kuenen
Thioalkalimicrobium, soufre, réduisant les nitrates (2005)
Thioalkalivibrio et Thioalkalispira
Haloalkalicoccus tibetensis Lac Zabuye, plateau tibétain, 3.4M 10 Archaea haloalcalophile Xue et al. (2005)
gen.nov.sp.nov. Chine
Halobiforma lacisalsi sp.nov. Lac salé Xinjiang, Chine (2,6-4,3M) 75 Souche a Gram négatif, mobile, | Xu et al. (2005)
neutrophile et extrémement
halophile
Halobacillus dabanensis sp.nov. Lac salé Xinjiang, Chine 10% 7.5 Bactéries modérément Liu et al. (2005)
et (0,5-25%) (5-11) halophiles, a Gram positif
10% 75 format des spores
Halobacillus aidingensis sp.nov. (5-20%) (6-10)
Halkalibacillus salilacus Lac Al-Ding dans la province 10-12% 8 (7-9) Bactérie strictement aérobie, Jeon et al.(2005)
de Xin-Jiang en Chine. (5-20%) halophile,_s_porulée, mobile et a
Gram positif
Halobacillus dabensis D-8T Lacs salés, région de Xinjing 10% 7,5 Bactérie halophile, aérobie, Liu et al. (2005)
Halobacillus aidiengensis AD6T en Chine. (0,5-25%) hétérotrophique, formant des
10% 7,5 spores
(0,5-20%)
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Marinococcus halotolerans sp.nov. | Sol salin situé a Qinghai, au 10% 7-7,5 Bactéries a Gram positif, Liu et al.(2005)
nord-ouest de la Chine modérément halophiles
Aeromicrobium alkaliterrae Sol alcalin -Corée <9% 11 Bactéries alcaliphiles a Gram Yoon et al. (2005b)
positif
Thialkalivibrio Sediments d’un lac de soude 0,3-1,8 9,6-10 Bactérie oxydant le soufre Sorokin et al. (2004)
thiocyanodenitrificans
Halorubrum alkaliphilum sp.nov. | Lac de soude, Xinjiang, 20% 10% Archées haloalcaliphiles Feng et al. (2004)
Halorubrum xinjiangense sp.nov. | Chine.
Thialalkalivibrio halophiles Lac hypersalin alcalin dans la 0,2-5M 7,5-8,9 Bacteérie Banciu et al. (2004)
sp.nov. steppe de I'Altai, Russie chimiolithoautototrophe
oxydant le soufre. Glycine
betaine comme solutés
compatibles clés
Halorubrum tibetens sp.nov. Lac Zabuye au Tibet, Chine 3,4M 9,5 / Fan et al. (2004)
Halomonas compisalis Z-7398-2 Lac Magadi (Kenya) 1M 8,8-9,5 Modérément halophile, Boltianskaia et al.
alcaliphile (2004)
mobile en forme de batonnét
Methylophaga natronica sp. nov. Lac de soude, Tranbaikal 2-3% 8,5-9 Bactérie alcaliphile et Doronina et al.
modérement halophile (2003a)
Methylophaga alcalica sp.nov. Lac de soude Mongolie 3.4% 9-9,5 Bacilles courts mobiles a gram | Doronina et al.
négatif G + C, 48,3% (2003b)
Spirochaeta americana sp.nov Lac Mono hypersalin alcalin 2-12% 8-10,5 Gram négatif en forme de Hoover et al. (2003)
Californie, Etats-Unis spirochéte mobile, anaérobie
obligatoire
Halobacillus salinus sp.nov. Lac salé sur la cote de la mer 2-10% 7 Bactérie a Gram positif, Yoon et al.(2003)
de I'Est en Corée halophile
Tindallia californiensis sp.nov. Lac Mono, Californie, Etats- 3,5% (1-20%) | 9,5 (8- Extrémement haloalcaliphile, Pikuta et al. (2003)
Unis 10,5) strictement anaérobie, bactérie a

formation de spores a Gram
positif, batonnets mobiles
légérement incurvées. Mole G +
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C; 44,4%
Halobacillus karajensis sp.nov. Sol salin du Karaj, Iran 1-24% 6-9,6 Puissant producteur d'amylase Amoozegar et al.
(2003)
Ectothiorhodospira Lac Mono, Californie, Etats- 70-90g/1 9,8 Anaérobie facultative, Oremland et al.
Unis chimioautotrophe oxydant (2002)
I'arsénite
Thioalkalivibrio Thiocyanoxidans | Lacs de soude dans le sud-est 4M 10 Bactéries oxydant le soufre, Sorokin et al. (2002a)
sp.nov. Thioalkalivibrio paradoxus | de la Sibérie, au Kenya et en autotrophes, capables de croitre
sp.nov. Egypte avec le thiocyanate (SCN-)
comme unique source d'énergie
et d'azote
Thioalkalimicrobium cyclicum sp. | Lac alkalin Mono, Californie, (3-4%) 10 Bactéries oxydant le soufre Sorokin et al.(2002b)
nov. et Thioalkalivibrio jannaschii | Etats-Unis
sp.nov.
Salinicoccus alkaliphiles sp.nov. Lac de soude, Chine (0-25%) 6,5-11,5 | Gram-positif alcaliphile et Zhang et al.(2002)
modérément halophile
Thioalkalispira microaerophila Les lacs de soude du sud-est (0-25%) 10 Autotrophe, oxydant le soufre, | Sorokin et al. (2002c)
gen.nov.sp.nov. de la Sibérie, du Kenya et de capable de croitre sur le
I'Egypte thiocyanate
Thindallia magadiensis Dép6t de soude, souche type (0,51-1)M 8,5 (7,5- | Bactéries haloalcaliphiles, Kevbrin et al.(1998)
isolée du lac Magadi 10,5) strictement dépendantes du Na
+ pour une croissance optimale
Halomonas meridian sp.nov. Lacs hypersalins de Vestfold ND ND Bactéries non pigmentées James et al. (1990)

Hills, Antarctique

halotolérantes
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7.2. Eucaryotes halophiles :

Avec quelques exceptions notables, les microorganismes eucaryotes forment un groupe
tristement négligé, tant par 1’étude de leur distribution dans des environnements hyper-salins
que leur adaptation physiologique. Les algues vertes unicellulaires du genre Dunaliella sont
examinées de facon détaillée, étant donné qu’ils sont les principaux ou uniques « acteurs »
dans beaucoup d’environnements hypersalins (Oren, 2008). Ils sont d’avantage halotolérantes
que strictement halophiles et tolerent une large gamme de salinité. On rencontre également
dans ces environnements un crustacé du genre Artemia (Artemia salina, Artemia franciscana)
(Oren, 2002a).

Les moisissures, longtemps négligées dans la recherche des halophiles, contiennent un certain
nombre de représentants halophiles faibles et modérés tels que Cladosporium, Aspergillus et
Penicillum spp. (Gunde-Cimerman et al., 2000; 2005; Kis-Papo et al., 2003)

Enfin, parmi les eucaryotes, des levures osmotolérantes (Rhodotorula mucilaginosa et Pichia
guilliermondii) isolées de bassins d’évaporation d’effluents pharmaceutiques croissent a 15%
de sel et méme au-dela (Lahav et al., 2002 ; Dan et al., 2003). Des levures noires Hortaea
werneckii, Phaeotheca triangularis et Aureobasidium pullulans (Zalar et al., 1999; Gunde-
Cimerman et al., 2000). Des protozoaires flagellés ont été observés dans des étangs artificiels
(Cho, 2005).

7.3. Bactéries halophiles :

Le domaine des Bacteria regroupe la plus grande diversité des halophiles, la plupart étant
halophiles modérées plutét qu’extrémes. Ces microorganismes aérobies, hétérotrophes,
forment un groupe phylogénétique tres heétérogene. Ils sont inclus dans 5 phyla:

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes et Bacteroidetes.

7.3.1. Phylum Proteobacteria :
Le phylum Proteobacteria a été proposé par Garrity et al. (2005) sur la base de 1’analyse

phylogénétique des séquences du gene codant I’ARNr 16S. Les microorganismes appartenant
a ce phylum peuvent étre isolés de divers environnements comprenant des habitats marins,
hypersalins, alcalins et acides.

La famille des Halomonadaceae de la classe Gammaproteobacteria contient le nombre le

plus important d’espéces halophiles modérées (Franzmann et al., 1988).
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Ces derniéres ont été isolées de plusieurs habitats différents, a savoir, les lacs hypersalins
et/ou alcalins, sols salins, environnements hydrothermiques, gisements de pétrole etc. (Kim et
al., 2010). Cette famille comprend également trois genres de bactéries halophiles extrémes
apigmentées (Maturrano, 2006 ; Sorokin et al., 2006a) dont une des especes a été isolée de
sebkha Ezzemoul (Ain M’Lila) en Algérie (Kharroub et al., 2006a).

La famille des Alteromonadaceae (Ivanova et Mikhailov., 2001), inclut des protéobactéries

halophiles modérées dont le genre Marinobacter (Gauthier et al., 1992).

7.3.2. Phylum Firmicutes :

Les membres du phylum Firmicutes sont hautement diversifiés au niveau morphologique et
physiologique et sont capables d’habiter une grande variété d’environnements tels que les
habitats hypersalins. La famille des Bacillaceae appartenant a ce phylum est la plus
importante avec 21 genres incluant des espéces halophiles obligatoires (Ludwig et al., 2008).
Le genre Halobacillus, a particuliérement retenu I’attention, des études physiologiques
réalisées sur ce genre se sont focalisées sur 1’espéce type Halobacillus halophilus. Plusieurs
approches ont démontré 1’importance du chlorure non seulement pour la croissance de cette
bactérie mais également pour la motilité et la synthése flagellaire, la germination des
endospores, la régulation d’une variét¢ de protéines et le transport de 1’osmoprotecteur
glycine bétaine (Roeler et Muller., 1998, 2002 ; Dohrmann et Muller, 1999 ; Roeler et al.,
2000).

7.3.3. Phylum Actinobacteria :

La classe Actinobacteria constitue 1’un des principaux groupes du domaine Bacteria (Ludwig
et Klenk., 2001) répartie en 48 familles (Zhi et al., 2009). Elle contient des bactéries
halophiles incluses dans 1’ordre des Actinomycetales (Stackebrandt et al., 1997; Zhi et
al.,2009).

7.3.4. Phylum Spirochetes :

Quatre espéeces modérément halophiles des Spirochétes ont été décrites, toutes appartenant au
genre Spirochaeta. II s’agit de Spirochaeta halophila (Greenberg et Canale-Parola, 1976),
des espéces holoalcaliphiles (Spirochaeta africana et Spirochaeta alkalica) et de Spirochaeta
asiatica (Zhilina et al., 1996).
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7.3.5. Phylum Bacteroidetes :

Ce phylum se compose de trois classes Bacteroidia, Flavobacteria et Shingobacteria
(Garrity et Holt, 2001). Ces dernieres incluent des espéces halophiles faibles et modérées
(Denger et al., 2002; Donachie et al., 2004; Nedashkovskaya et al., 2005) et uniqguement
quatre espéces halophiles extrémes aérobies et pigmentées: Salinibacter ruber (Anton et al.,
2002), Salinibacter iranicus, Salinibacter luteum (Makhdoumi-Kakhki et al.,2012) et
Salisaeta longa (Vaisman et Oren, 2009).

8. Usages biotechnologiques

8.1. Utilisation de cellules entiéres d’archées en biotechnologie

L’une des premiéres applications possibles est la biolixiviation (utilisation de
microorganismes pour transformer les minéraux solides en forme soluble), utilisée
essentiellement pour concentrer les métaux (cuivre, or et uranium) lorsque les concentrations
initiales de minerais sont faibles et les procédés chimiques conventionnels non rentables.
Cette approche, développée en Afrique du Sud, au Brésil et en Australie, fait en général appel
a des cultures de bactéries mésophiles des genres Thiobacillus, Acidithiobacillus et
Leptospirillum. Toutefois, différents travaux ont mis en évidence I’intérét des archées
Pyrobaculum, Pyrococcus, Sulfolobus et Metallosphaera. Bien qu’inadaptées a des
traitements en milieu ouvert, ces especes hyperthermophiles et thermocacidophiles satisfont
aux exigences de fonctionnement a haute température en réacteurs contrblés pour le

traitement de certains minerais comme la chalcopyrite ou la pyrite (Williams YJ et al., 2009).

Un second type d’application est directement li¢ aux caractéristiques de certaines archées
halophiles extrémes, aptes a étre utilisées en bioremédiation en cas de contamination par
divers produits chimiques, métaux lourds, radionucléides ou composés halogénés. Ainsi,
Haloferax mediterranei est capable d’utiliser le pétrole brut, Halobacterium sp. peut dégrader
les n-alcanes a chaines carbonées comportant 10 a 30 carbones a des teneurs de 30% en NaCl.
Ces mémes genres et Haloarcula peuvent dégrader les composés halogénés comme les

trichlorophénols et le lindane.

Les halophiles sont une source importante d’enzymes ayant des activités optimales dans
différentes concentrations en sel. Les enzymes de ces halophiles sont non seulement

halotolérantes mais aussi pour la plupart thermo-tolérantes (Sanchez-Porro et al., 2003).
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Les technologies de I’ADN recombinant reposent sur I’utilisation d’enzymes trés diverses :
enzymes de restriction, ADN polymérases, ADN ligases...etc. Les ADN polymérases
thermostables jouent un role fondamental dans les techniques d’ingénierie du vivant grace a
leur aptitude a amplifier un géne donné a des millions de copies in vitro par PCR,
amplification isotherme, etc. L’enzyme la plus utilisée en PCR est la Taq polymérase, isolée
de la bactérie Thermus aquaticus. Les ADN polymérases des archées hyperthermophiles
Pyrococcus et Thermococus occupent le deuxiéme rang, avec 30% du marché (Palud et al.,
2008).

Les protéases alcalines constituent un groupe trés important parmi les enzymes des
microorganismes alcalophiles (Rao et al., 1998). Horikoshi fut le premier, en 1971, a
démontrer que le genre Bacillus sp. (Souche 221) secréte des protéases alcalines. Depuis,
plusieurs protéases alcalines isolées a partir d’autres espéces ont été étudiées, caractérisées et
commercialisées (Schallmey et al., 2004). Elles ont une grande importance grace a leur

stabilité a différentes conditions environnementales (Kazan et al., 2005).

Les archées constituent un gisement extrémement vari¢ d’enzymes intéressantes pour la

dégradation de I’amidon : amylases, glucoamylases et a-glucosidases.

Les a-amylases de plusieurs espéces d’archées hyperthermophiles appartenant aux genres
Sulfolobus, Thermococcus, Pyrococcus et Methanocaldococcus sont caractérisées par leur
thermostabilité extréme et leur optimum de température compris entre 80 et 100°C. Certaines,

comme celles de Pyrococcus et Methanocaldococcus, sont actives jusqu’a 130°C.

Dans un autre registre, les a-amylases de certaines halophiles, telles que Haloarcula, sont
actives en solutions a concentrations élevées en NaCl ainsi que dans des solvants (benzene,
toluéne, chloroforme...etc.). De méme, il existe des amylases issues d’alcaliphiles
fonctionnelles a pH 10. Si les amylases sont bien représentées chez les archées, les
glucoamylases y sont relativement rares. Faisant figure d’exception, les archées
thermoacidophiles Thermoplasma et Picrophilus possédent ces glucoamylases, dont
I’optimum d’activité se situe a pH 2 et a 90°C (Egorova, Antranikian in Garrett et Klenk,
2007).
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Autre ingrédient majeur & convertir, le xylane, constituant principal de I’hémicellulose.
Jusqu’a présent, la présence de xylanases chez les archées reste relativement exceptionnelle.
Isolées et caractérisées chez Pyrodictium abyssi, Sulfolobus solfataricus et Thermosphaera
aggregans, elles sont actives a haute température (100°C) et trés thermostables, ce qui leur
confére un vaste potentiel d’applications (traitement de la pate a papier...etc...) (Nordon et

al., 2009).

Les lipases : qui catalysent I’hydrolyse des triglycérides présentent ainsi un intérét potentiel
pour I’industrie des détergents. Boutaiba et al. (2006) ont pu mettre en évidence ’activité
lipolytique d’une archaebactérie halophile extréme, Natronococcus sp. qui hydrolyse le gras,

ayant un intérét biotechnologique.

La premiére carboxylestérase de Sulfolobus acidocaldarius, en 1988, depuis, de nombreuses
estérases d’archées ont été isolées, notamment chez 1’archée hyperthermophile Archaeoglobus
fulgidus. Les pH optimaux s’échelonnaient entre 6 et 9, mais celui de la lipase d’A. fulgidus
atteint 11. La majorité des carboxypeptidases issues d’archées hyperthermophiles affichent
une excellente thermostabilité et une activité optimale a des températures comprises entre 70
et 100°C.

Une proportion importante de ces estérases est stable en présence de solvants organiques.
C’est le cas des EstA et EstB, isolées de Picrophilus torridus, qui présentent une activité
optimale de 55 a 70°C et a pH 6,5-7, remarquablement bien conservées en présence de
détergents, d’urée et de solvants organiques d’usage courant (Hess et al., 2008 ; Levisson et
al., 2009).

8.2. Production de polymeéres Production de plastiques biodégradables pouvant remplacer le
dérivé d’huile thermoplastique, dérivant du pétrole, dans plusieurs domaines (Margesin et
Schinner, 2001), par exemple : béta-hydroxy acide butyrique, produit et accumulé par
Haloferax mediterranei a partir de n-butyrique, sa récupération est facilitéee par la lyse

cellulaire causée par de faibles concentrations en sel (Ventosa et Nieto, 1995)

Deux types de molécules présentent un interét particulier : les polyhydroxyalkanoates (PHA),
intracellulaires, peuvent étre utilisés comme plastiques biodégradables, tandis que les
exopolysaccharides (EPS) ont de multiples applications dans I’agroalimentaire, la cosmétique

et la santé.
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Plusieurs espéces d’archées peuvent synthétiser des PHA, dont Natrialba aegyptiaca et
Haloferax mediterranei, chez qui I’accumulation peut atteindre 60% du poids sec cellulaire et
pour laquelle la récupération est effectuée par simple lyse cellulaire en milieu dessalé.

Haloferax peut également produire des EPS dans certaines conditions (Querellou J, 1999).
8.3. Production de substances antibactériennes

Les halophiles produisent des substances antibactériennes appelées «halocines» qui présentent
un large mode d’action (inhibition de la transcription et de la réplication de I’ADN,
bactériolyse et déstabilisation de la membrane cellulaire) (Oren, 1999).

Par contre, leur spectre d’action est étroit : elles n’agissent que sur les microorganismes

phylogénétiquement proches de la souche productrice.
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« L'extraordinaire se trouve sur le chemin des gens

ordinaires. »

P.Coelho.
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1. Présentation de la région d’étude
1.1 Localisation géographique :

Ouargla, I'une des principales oasis du Sahara algérien, est située au Sud-est du pays, a 800km
de la capitale Alger. Elle s’étend sur une superficie d’environ 154 300 km?. Elle est limitée au
Nord-est par la wilaya d'El Oued, au Nord-ouest par la wilaya de Djelfa, au Sud-est par la
wilaya d'Tllizi et a 1’Ouest par la wilaya de Ghardaia (Figure 11). Ses coordonnées
géographiques sont : les longitudes 5°15' et 5°25' Est et les latitudes 31°55' et 32°00' Nord,
avec une altitude moyenne de 140m (Halassa, 2007 ; Negais, 2007).

1.2. Concepts des Chotts et Sebkhas

Ces vastes depressions endoreiques (du grec ancien: endo : en-dedans, et rhein : couler); un
terme d'hydrologie décrivant un bassin versant clos retenant les eaux (superficielles ou non),
sont synonymes de Chotts ou Sebkhas en Afrique du Nord, en Amérique du Nord et au
Proche-Orient. En Afrique du Sud, aux Etats-Unis et en Australie ; ¢’est I’équivalant de Salt
pans alors qu’en Amérique du Sud Salinas ou salures, au Mexique Playa, en Asie leur
appellation différe d’une région a une autre, a titre d’exemple en Iran connues sous le nom de
Kévin et en Mongolie Nor (Joly, 2006 ; Schultz et al., 2002, in Demmati et al., 2013).

Au Maghreb, on emploie volontiers le terme de Chott pour les désigner (Incorvaia, 2004).

Dubost (2002), décrit le Chott comme une zone salée entourant la sebkha, qui est le fond
humide de la dépression. Le mot sebkha, issu de 1’arabe, désigne des dépressions fermées au
Sahara, en forme de cuvette, périodiquement inondées et dans lesquelles se produit une
accumulation de sel. Malgré quelques divergences dans la définition de ces milieux (Chott,
Sebkha, Garaet), les géographes, les scientifiques, les biologistes s’accordent pour les

considérer comme des dépressions fermées qui sont équivalent des lacs salés.
- Présentation du site d’Oum Eraneb

Le chott d’Oum Erraneb est une zone humide situé a environ 7 km au Nord-est de la ville de
Ouargla. Localisé entre 1’agglomération de Sidi-Khouiled (Chef lieu de la commune du méme
nom) au sud et ’agglomération d’Oum-Er-Raneb au Nord. Le Chott est allongé selon une
direction Nord-sud, d’une profondeur qui n’excéde pas un métre et une superficie qui varie de

900 a 1400 hectares en fonction du niveau de 1’eau (Negais, 2007).
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\ i _ Site1: Oum Eraneb

Figure 11: Situation géographique de la wilaya de Ouargla et sites d’étude (ANRH-Ouargla 2019)
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Entouré par des formations dunaires au Nord, a I’Est et au Sud, ses coordonnées
géographiques sont : Latitude 32° 01 31 ; Nord, longitude 2°21 51 ; Est (I.N.C.T, 2006).
Trés pauvre en végetation, ce site recoit les eaux usees en partie traitées de la ville Ouargla,

ainsi que les eaux de drainage agricole.
- Preésentation du Chott d’Ain El beida

Le chott d’Ain El Beida constitue le point bas de la ville de Ouargla. Se situe a 6Km a 1’Est
du chef-lieu de la wilaya. Il couvre environ une superficie de 1000 hectares. Allongé en
direction Nord-ouest, Sud-est sur une longueur de 5,3 km, sa largeur varie de 1 a 1,5km, ne
dépassant pas 1,50m de profondeur (Ramsar, 2005). L’alimentation en eau du chott se fait a
partir de la nappe phreéatique dont le niveau varie en fonction de la saison et des actions de

I’homme (drainage de la palmeraie et irrigation).

Le Chott d’Ain El Beida est divis¢é en quatre zones distinctes par 1’implantation
d’infrastructures plus ou moins récentes. Le canal de drainage des eaux de la palmeraie sépare
longitudinalement le chott (BG, 2004). Les coordonnées géographiques sont : Longitude
5°22°42°7 a 5°21°52”Est, latitude 31°57°30°* a 31°59°2”” Nord.

2. Prélévement des échantillons

Les échantillons sont collectés a partir de 1’eau et des sédiments. L’isolement est effectué a
partir des deux biotopes. L’accés aux sites est souvent entravé par le niveau de I’eau élevé

(période de rejet des eaux usées) ou par un sol qui s’effrite en période chaude de 1’année.

Les compagnes de préléevement étaient organisées durant les six mois de I’année 2013,
précisément du mois de janvier au mois de Juin. Les prélevements sont effectués sur 4 points
espacés le long de chaque sebkha. Le positionnement GPS (Global Position Satellite) des
points d’échantillonnage et de I’altitude, sont donnés dans le tableau 6. L’image des sites
montrant les stations de prelévement sont illustrés dans les figures 12 et13 (Google Earth,
2013).

Au moment du prélevement, un flacon en verre stérile de 250ml et une bouteille de 500ml
sont remplis, le premier destiné aux analyses bactériologiques, le second soumis aux analyses
physico-chimiques. Les échantillons sont pris a différents niveaux a une profondeur allant de
10 a 30cm.
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Les sediments sont raclés a la surface sur 10cm pour I’analyse microbiologique et environ
250gr sont prélevés pour I’analyse physicochimique (Fardeau et al., 2006). Les échantillons

sont acheminés le jour méme au laboratoire.

Tableau 6: Localisation des points de prélevements au niveau des deux sites

Points de prélévement Localisation
OR1 X=1725744m Y= 3546023m, Z= 131m
OR2 X=1725283m Y= 3546026m, Z=130m
OR3 X=724647m Y= 3546977m, Z=129m
OR4 X=724068m Y= 3547595m, Z=128m
AB1 X=724722m Y= 3538307m, Z=130m
AB2 X=723937m Y= 3538489m, Z=130m
AB3 X=723547m Y= 3539048m, Z=128m
AB4 X=1723826 m Y= 3538275m, Z=129m

3. Analyses physico-chimiques :

La salinité totale, la composition ionique et le pH sont importants a déterminer car ils influent

sur la population microbienne dans tout environnement hypersalin (Grant, 2004)
» LepH:

C’est une mesure de la concentration des ions hydrogéne en solution. Dans les eaux
naturelles, le pH dépend de 1’origine de ces eaux et de la nature géologique du sous-sol. Pour
les échantillons d’eaux de chaque site, cette mesure a été effectuée sur place par méthode

¢lectro métrique a I’aide d’un pH métre de terrain de type WTW, pH 3L5i.
» Latempeérature :

Il est important de connaitre la température de I'eau avec une bonne précision. En effet, celle-
ci joue un réle dans la solubilité des sels et surtout des gaz, dans la dissociation des sels
dissous et donc sur la conductivité électrique et dans la détermination du pH (Rodier 2005).

Elle est mesurée in-situ a ’aide d’un thermométre intégré au pH métre de terrain (Annexe 2).
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Figure 12 : Sebkha Oum Eraneb positionnement des points d’echantlllonnage (a)
(Google Earth-2013), exemples des pomts de prélévement (b)

ylae3 2000

™)
0

ST 344 30 1

c I L /N :
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» Laconductivité et la salinité totale (TDS) :

La conductivité ¢€lectrique (CE) est une expression numérique de la capacité d’une solution a
conduire le courant électrique. Elle est mesurée pour évaluer la minéralisation globale des
eaux de la sebkha. La plupart des sels en solution sont de bons conducteurs. La conductivité
électrique standard s’exprime généralement en mil-siemens par cm (mS/cm). Elle augmente
avec la teneur de I’eau en sels dissous et avec la mobilité des ions. Elle a ét¢ mesurée a I’aide

d’un conductimétre modéle Delta OHM- (HD 3406.2).

La salinité découle de la présence des solutés minéraux majeurs dissouts dans les eaux ou

dans les sols. C'est la mesure de la totalité des sels dissouts ou salinité totale (Slama, 2004).

La TDS des échantillons d’eaux des deux sites a été calculée a partir de la Cg, via la formule

de conversion suivante :
TDS ¢au = 0,8163CE,,, (Forkutsa et al., 2009)

Le contenu en sel : les principaux anions (chlorures, carbonates et les sulfates) et cations
(Potassium, Calcium, Magnésium et Sodium) ont été déterminés simultanément a partir des
échantillons d’eaux selon les techniques décrites par Roddier (1996). Le magnésium (Mg®")
par complexometrie utilisant 1’éthyléne diamine tétra-acéticacid (EDTA). Les carbonates
(CO3") et les bicarbonates (HCO3) par colorimétrie a 497nm. Les nitrates (NO3’), les sulfates
(SOy) et les chlorures (CI') par méthode colorimétrique (multi-paramétres spectrophotometre
(DR2000), a une longueur d’onde de 520nm pour (NO3’), 495nm pour le SO, et 497nm pour
le CI'. Le calcium (Ca?"), le sodium (Na+) et le potassium (K+) ont été déterminés par
spectrophotométre a flamme DR 2000 (HACH) (Annexe 2).

> Classification des eaux

Le diagramme geochimique de Piper permet de représenter le facies chimique des eaux grace
a la disponibilité des éléments majeurs de ces eaux. Il est composé de deux triangles
spécifiques et un losange dans lesquels des anions et des cations d’un échantillon sont
représentés. Les cotés des triangles témoignent des teneurs relatives en chacun des ions
majeurs par rapport au total de ces ions. La position relative d’un résultat analytique sur

chacun de ces deux triangles permet de préciser en premier lieu la dominance anionique et
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cationique. Le point d’intersection sur le losange, des deux lignes issues des points identifiés,

permet de préciser le facies de I’échantillon d’eau concerné (Piper, 1944).

L’analyse physicochimique des échantillons de sédiments a été réalisée au niveau du Centre
International des Technologies de I’Environnement de Tunis (CITET). Un prélevement de
250gr de chaque échantillon de sédiment soumis a 1’analyse, représente le mélange de 4
échantillons prélevés par point et par site. Les paramétres ont été déterminés suivant les

méthodes référenciées.

L’electrochimie a été appliquée aussi bien pour la mesure du pH des échantillons suivant la
norme (NF T 90-008 2001), que pour la détérmination de la conductivité et salinité suivant la
norme (ECw EN 27 - 888 1994). Calcium et Magnésium ont été dosés par minéralisation,
quant au sodium et potasium, ils ont été estimés en aplliquant I’Emission Atomique-ICP
suivant la norme ISO 11885 2007). Le dosage des sulfates et chlorures s’est fait par extraction
selon la méthode 1/5 (10g dans 50ml d’eau). La chromatographie ionique adoptée pour le
dosage des nitrates (ISO 10304-1 2007) et finalement la méthode par calcimétre de Bernard

pour la mesure des carbonates.

» Analyses statistiques

Durant la période de 1’étude, le faciés physico chimique des saumures et des sédiments des
deux dépressions salées a été appréhendé a partir de la mesure de variables physicochimiques.
Pour tirer de plus amples informations sur les corrélations qui peuvent exister entre ces
paramétres, une analyse en composantes principales (ACP) de I’ensemble des données

recueillies a été effectuée.

4. Recherche des bactéries halophiles cultivables

4.1. Isolement, purification et conservation des souches

> Enrichissements

Comme rapporté par plusieurs auteurs (Kanekar et al., 2008 ; Meknaci et al., 2008 ; Hedi
et al., 2009), une technique d'enrichissement a été appliquée pour isoler les bactéries aérobies

halophiles des échantillons de sediments et de saumures prélevés.
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Pour les échantillons de sédiment le milieu utilisé indiqué pour les halophiles est composé de
(par litre) : NaCl : 250g ; MgClI,6H,0 :13g ; MgSO,7H,0 : 20g ; KCI : 4g ; CaCl,2H,0 :1g;
Na Br: 0,59 ; NaHCOg : 0,29 ; extrait de levure : 5g ; tryptone : 8g et glucose : 1g. Le pH est
ajusté a 7,2 avec NaOH 4M (Fardeau 2006; Schnegourt et Vreeland 2012).

Pour les échantillons liquides, I’enrichissement se fait sur milieu Shegal Gibbon (1960),
composé (par litre): NaCl: 250g; Na,Co310H,0:5g; Citrate trisodique: 39;
Casaminoacide : 7,59 ; Chlorure de potassium KCI: 3g; Sulfate de magnésium MgSO;, :

1g et extrait de levure : 10gr.

Ainsi, 10g de sédiments ou 10ml d'échantillons de saumure sont ajoutés a 90ml du milieu
d'enrichissement approprié, (Annexe 2) transférés par la suite dans des Erlenmeyer de 250
ml qui seront incubées sous agitation (150 tours/min) pendant 7 jours.

L’isolement des souches bactériennes halophiles est effectué sur les milieux HM (Halophilic
Medium) utilisés précédemment pour enrichissement additionnés de 20g d’agar chacun, et
ajustés aux pH 7 et 7.2.

0,1ml de la solution mére et des dilutions (10%-10™) sont étalées sur les mémes milieux.
Aprés deux semaines d’incubation, des colonies pigmentées (rouges, oranges, roses, jaunes,

crémes, blanches) ou transparentes apparaissent et feront I’objet de 1’étude.

L'incubation des milieux liquides et solides se fait a 37°C, température largement utilisée
pour isoler des bactéries diverses a partir d'environnements hypersalins (Maturano et al.,
2006; Wen et al., 2009).

» Numération bactérienne

L’estimation est basée sur le comptage direct du nombre moyen de bactéries. Les colonies
bactériennes obtenues sont comptées pour chaque dilution et rapportées a Iml d’eau et a 1g de

la suspension de chaque échantillon.
» Purification et conservation

Les colonies bien isolées et morphologiquement distinctes sont purifiées sur les mémes
milieux gelosés en appliquant la méthode des stries. Les bactéries sont maintenues sur gélose

inclinée a +4°C et repiquées tout les trois mois.
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L’étude des halobactéries aérobies comme suggérée par Oren et al., (1997) devrait contenir
un ensemble de données aussi complet que possible, y compris les propriétés phénotypiques,

chimiques et moléculaires.

4.2. Caractérisation phénotypique

Les critéres considérés lors de 1’observation macroscopiques des colonies obtenues sont :

I’aspect, la chromogénése, I’opacité, 1’élévation et le diamétres (Asha et al., 2005).
» Coloration de Gram

La technique appliquée est celle de Dussault (1955) indiquée pour les souches halophiles.
Une suspension bactérienne dense est étalée sur lame, séchée a I’air puis fixée a I’acide
acétique a 2% pendant 5 min. L’exces de 1’acide est rejeté, apres séchage, le frottis est
recouvert d’une solution de violet de Gentiane pendant 3 minutes, rincé a I’eau puis recoloré

a la fuchsine pendant 1min 30, la lame est rincée a 1’eau distillée, séchée puis examinée.
» La microscopie

Reéalisée au Laboratoire d’Optique et Biosciences (LOB), Paris-France, a partir de cellules en
cultures sur bouillon Yeast extract-Peptopne-Casamino acids (YPC), contenant (par litre) :
Extrait de levure : 5g, peptone (Oxoid) : 1g, casaaminiacide : 1g, NaCl : 144g, MgCI26 HZO :

18g, MgSO47HZO :21g et KCl : 4,2g. pH 7,5.

e 5 ul de culture déposée sur une fine couche d’agarose 1% contenant les sels du ‘YPC’
dans les mémes proportions.

e Une fois la goutte séchée on observe avec un microscope optique champ large, en
utilisant un objectif 40X a huile avec une ouverture numérique 1.4, en DIC (Contraste
Interférentiel Différentiel, ou contraste « Nomarski »).

e Les barres d’échelle sur les images correspondent a 10 um.

4.3. Etude Physiologique

Cette étude est réalisée par ensemencement des milieux solides, pour déterminer 1’optimum
de croissance des isolats et voir I’influence des trois paramétres : température, pH et
concentration en sel. Des milieux solides sont préparés, en variant un parametre a la fois, les

conditions optimales de croissance sont déterminées visuellement.
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> LepH

Le pH optimal de croissance est déterminé par ensemencement des souches sur milieux
solides contenant la concentration optimale en NaCl. Les pH testés vont de 5-9,5 (a intervalle
de 0.5) (Perez-Davo et al., 2014). Les pH sont ajustés par addition de HCI 1M ou NaOH 4M
(Kharroub et al., 2007).

» Latempérature

Ensemencés par 0,1 ml de culture, I’incubation des milieux est réalisée a 5°C, 10°C, 20°C,
25°C, 30°C, 37°C, 40°C, 45°C et 50°C (Usami et al., 2007).

> Lasalinité

Dans le but de classer nos isolats selon leur comportement vis-a-vis du sel, les milieux de
base solides ajustés a pH 7 et 7,2, sont additionnés de NaCl a différentes concentration : 0, 5,
10, 15, 20, 25 et 30% (p/v). L’incubation se fait a 37°C pendant 7 jours (Asha et al., 2005).

La meilleure croissance obtenue correspond a la concentration optimale.
> Détermination de I’optimum de magnésium

La détermination de la concentration minimale de magnésium nécessaire pour la croissance
est réalisée sur les milieux solides additionnés de quantités variables de MgCl2:0; 0,005 ; 0,1
;0,2;0,4;0,6;0,8¢et 3,2% (p/v) (Rodriguez-Valera et al., 1983).

4.4. Métabolisme respiratoire

» Recherche de la cytochrome-oxydase

La recherche de la cytochrome-oxydase a été effectuée a l'aide de disques «Ox» dont la zone
réactionnelle est composée d'un papier filtre imprégné de N,N-diméthyl-1,4-phényléne
diamine-dichlorure.

Une colonie est prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur stérile et déposée sur un disque
oxydase placé sur une lame. La présence d'une cytochrome-oxydase se traduit, en 20 a 60
secondes, par l'apparition d'une coloration rouge virant rapidement au violet trés foncé (Joffin
et Leyral, 2006).
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> Catalase

Sur une lame propre déposer une goutte de peroxyde d’hydrogene, la mettre en contact avec
la colonie isolée et prélevée a la pipette Pasteur stérile. L apparition immédiate de bulles

gazeuses indique une réaction positive (Toreblanca et al., 1986).
» Nitrate réductase

La capacité de croissance en anaerobiose comprend l'utilisation d'un accepteur d'électrons
alternatif comme les nitrates. Dans cette perspective, des tubes contenant 20ml des milieux
utilisés pour I’isolement, sont additionnés de 0,1ml (w/v) de KNOj3 plus la cloche de Durham
(Vreeland, 1993). Les milieux sont ensemencés avec 0.1ml & partir des cultures bactériennes,
puis incubés a 37°C pendant 5-7 jours. Apres ajout de quelques gouttes du réactif I et 11 des
nitrates, le résultat positif se traduit par 1’apparition d’un anneau rougeatre, qui signifie

nitrate réductase positive (Tindall et al., 1984).
» Mannitol mobilité

C’est une gélose molle conditionnée en tubes qui permet d’étudier la fermentation du
mannitol et la mobilité des bactéries. L’ensemencement est réalisé par piqlre centrale
jusqu’au fond des tubes a 1’aide d’une pipette Pasteur. La fermentation du mannitol se
matérialise par un virage du milieu au jaune. Les bactéries mobiles diffusent a partir de la
ligne d’ensemencement, créant un trouble dans le milieu alors que les bactéries immobiles

poussent uniquement le long de la strie d’ensemencement (Gerhardt et al., 1994).
» Dégradation de la caséine et cellulose

Comme il était intéressant de rechercher la capacité des souches a produire des exoenzymes,
les tests se sont concentrés sur I'hydrolyse de la caséine et de la cellulose. Les deux
milieux d’isolement dépourvus de casaminoacides, contenant 1g d’extrait de levure, sont
additionnés de 0,1% (p/v) de caséine ou de cellulose. Solidifier avec 20g/1 d’agar, ces milieux
sont ensemencés par stries et incubés 7jours a 37°C. La présence de cette activité est détectée
par un halo clair autour des colonies indiquant une hydrolyse de la caséine ou de la cellulose
(Roxana et al., 2009).
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» Dégradation de la gélatine

La dégradation de la gélatine a également été considérée, déterminée sur les milieux liquides
sans casaminoacides, additionnés de 12% de gélatine et de 1g d’extrait de levure. Au bout de
14 jours a 37°C, les tubes sont placés a 4°C durant 25min pour examiner la liquéfaction de la

gélose temoignant de la dégradation de la gélatine (Tomilson et Hochstein, 1976).

» Hydrolyse de I’esculine

Ce test a eté realisé sur le milieu gélosé contenant la bile a esculine. L’hydrolyse de 1’esculine
libére 1’aglycone qui est décelé par une réaction chimique en présence de sel de fer en

donnant une couleur noire au milieu de culture (De Vos et al., 2009).
» Activité lipolytique

Sur les milieux préparés sans extrait de levure et sans casaminoacides, additionnés de 1g/l de
CaCl,2H,0 et de 1ml de tween 80 (v/v). Les souches sont ensemencées en spots et incubées
30 jours a 37°C. Une croissance bactérienne traduit une activité lipolytique (Noris et

Ribbons, 1971 ; Gonzales et al., 1978).
» Production d’indole

Les deux milieux ayant servis pour 1’isolement, mais dépourvus d’agar, sont additionnés de
tryptophane puis répartis en tubes de 10ml. Aprés ensemencement, ils sont incubés 7 jours a
37°C. L’apparition d’un anneau rouge apres addition de quelques gouttes du réactif de kovacs

confirme la production d’indole (Takashima et al., 1990).

> Production d’H,S

Le milieu Hajna-Kligler déshydraté, additionné de 25% de NaCl, est coulé en pente et culot.
Ensemencé aprés solidification, en stries et incubé a 37°C pendant 7jours. Ce milieu permet a
la fois la mise en évidence de la fermentation du glucose, dégradation du lactose et production
de gaz et d’H,S. Le précipité noir indique la réaction positive recherchée (Rodriguez et al.,

1998).
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> Utilisation des substrats carbonés

Les milieux solides dépourvus de toute source organique, sont additionnés de NH4ClI (0,5g/l),
de KH,PO, (0,005¢/I) de tampon dont le pH est ajusté & 7. Les substrats a tester sont rajoutés
a une concentration finale de 1% pour les sucres et 0,1% pour les alcools, les acides

organiques et les acides aminés (Oren et al., 1997).
» Utilisation du glucose comme unique source de carbone

Les souches sont ensemencées sur ce milieu contenant par litre : citrate trisodique : 3g,
MgSO,47H,0 : 1g, KCI : 2g, NaCl : 250g, NH,ClI : 2g, (NH4),HPO, : 1g, glucose : 10g et pH :
7. Incubation 5-7 jours a 37°C (Rodriguez-Valera, 1980 ; 1983).

D’autres tests biochimiques ont été réalisés en utilisant des galeries APl 20E qui comportent
20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microstubes sont inoculés avec une
suspension bactérienne assez dense. Les réactions produites pendant la période d’incubation
de 7 a 21 jours a 37°C se traduisent par des virages de couleur spontanés ou par 1’addition des

réactifs.

4.5. Sensibilité aux antibiotiques

Cette étude est réalisée sur milieu Muller-Hinton avec 10% NaCl (Amoozegar et al., 2006;
Perez-Davoet al., 2014). Les antibiotiques testés sont recommandés par Tindall (1992) ;
Oren et al., (1997); Duckworth et al., (2000) et Birbir et al., (2004) : la bacitracine (10ug),
la streptomycine(10UI), le chloramphenicol (30ug), I’erythromycine (15ug), la pénicilline G
(10U1/30png), la novobiocine (30ug), Iampicilline (10pg : 30pg), la tetracycline (30Ul),
I’acidenalidixique (30ug), la vancomycine (30ug), la gentamycine (10ug), la ciprofloxacine

(5u9) et la kanamycine (30uQ).

La souche est considérée sensible si la zone d’inhibition dépasse au moins deux mm autour du

disque aprés 14 a 21 jours d’incubation a 37°C (Bonelo et al., 1984).
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5. Caractérisation phylogénétique

Le séquengage du géne codant pour ’ARN 16S a été réalisé au niveau du Laboratoire
d’Optique et Biosciences (LOB), Paris-France. Le séquengage du géne codant pour I’ARN

16S s’effectue selon plusieurs étapes.

L'ADN des souches isolées purifiées (cultures) a été extrait en utilisant du NucleoSpin Tissue
de Machery-Nagel selon les recommandations du fabricant. Le géne codant I’ARN ribosomal
16S de chaque souche a été amplifié par PCR standard en utilisant 'ADN polymérase Q5

High-Fidelity de NEB dans son tampon optimisé pour une teneur élevée en GC.
Des amorces universelles ont été utilisées :

- 21F (5'-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3 ! et 1404R (5'-
GGGTGTGTGCAAGGRGC-3), spécifiques des archées,

- 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) et 1492R (5'-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") spécifiques des bactéries

Pour chaque souche a tester, une colonie isolée a été resuspendue dans 100 pl d’eau stérile,

puis 1 pl a été utilise comme matrice lors de la PCR.

Apres un premier cycle de dénaturation de ’ADN de trois minutes a 98°C, trente cycles
d’amplification comprenant une étape de dénaturation de dix secondes a 98°C, une étape
d’hybridation des amorces a 55°C puis une étape d’élongation d’une minute a 72°C, sont
réalisés. Puis un derniér cycle d’élongation de cinq minutes a 72°C est réalisé. 5ul des
produits PCR obtenus ont été analysés sur un gel d’agarose a 1% (w/v). Le produit de PCR
specifique obtenu a alors été extrait du gel en utilisant le kit d’extraction d’ADN

(Thermofischer) puis envoyé au séquencage (Eurofins).

La séquence du gene codant I’ARN ribosomal 16S de chaque souche a été comparée par
l'intermédiaire  de Microbial Nucleotide BLAST  sur le site  suivant:
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC =

Microbial Genomes).

58


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC

Résultats et discussion

« Face a la roche, le ruisseau |/'emporte toujours, non

par la force, mais par la persévérance ».

H. Jackson Brown
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1- Les conditions climatiques

1-1-La temperature

La température est un élément fondamental du climat. Elle est liee a la radiation solaire. Sa
variation influe sur la transformation des eaux en vapeur, que ce soit a la surface ou dans le
sous-sol. De ce fait, elle influe sur le degré d’évapotranspiration et agit par conséquent sur le
taux de salinité des eaux (Hacini et al., 2012). La température moyenne annuelle a Ouargla,
est de 23,47°C. Les mois les plus chauds et les plus froids sont respectivement : Juillet avec

une température moyenne de 36,7 C et Janvier avec une température de 10,8°C.

1.2. La pluviométrie

Les précipitations sont rares et irrégulieres comme dans la majeure partie des régions
sahariennes. La moyenne annuelle de la précipitation est de 3,19 mm, avec un maximum de
15,66 mm en Janvier et un minimum de 0, 34 mm en Mai 2013 (Tableau 7). La réparation
annuelle des pluies est caractérisée par une période d’absence presque totale de précipitations

qui s’étend durant plusieurs mois.

1.3. L’évaporation
L’évaporation est définie comme étant le passage de 1’état liquide a I’état gazeux a une

température au dessus du point d’¢ébullition. L‘évaporation est conditionnée par des facteurs
méteorologiques tels que: la température, I’humidité relative du vent, I’insolation et la
pression atmosphérique (Godard et Tabeaud, 1993 ; Réméniéras 1999) et des facteurs
physiques : profondeur du plan d’eau, son étendu et sa salinité (Réméniéeras, 1999; Musy,
2004).

L’établissement d’un bilan hydrique des surfaces des plans d’eau (chott ou sebkha) exige la
connaissance de la valeur de I’évaporation.

L’¢évaluation de 1’évaporation en Algérie est effectuée a partir des stations expérimentales
équipées de bacs d’évaporation ou bien par analogie avec les plans d’eau (barrages et retenues

collinaires) qui sont toujours mesurés afin d’établir des bilans d’eau de ces ouvrages.

On a eu toujours recours a I’application des formules qui relient 1’évaporation aux éléments
méteorologiques (Annexe 3).
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1.4. L’humidité de ’air

Elle est faible en période estivale, d’'une moyenne de 27 % (Juillet, Aout), vu que les
températures moyennes sont élevées en ces périodes. En saison froide I’humidité atteint une

moyenne maximale de 65% au mois de Janvier.

Tableau 7 : Evaporation du plan d’eau des deux sebkhas (Année 2013)
(Méthode de Boutoutaou)

Evaporation
Mois | n [t°C |H% |D,mb|V,m/s|V,,m/s E,mm
janvier | 31 | 10,8 | 65 4,4 2,7 2,1 67
Février|28,5(10,3| 59 | 5,0 3,0 2,3 70
Mars | 31 | 16,6 | 53 8,5 3,5 2,7 121
Avril | 30 | 22,4 | 41 | 15,3 4,0 3,1 195
Mai | 31 [276| 33 | 24,0 4,3 3,3 290
Juin | 30 [353| 30 | 413 3,8 3,0 393
Juillet | 31 | 36,7 | 26 | 47,7 3,6 2,8 440
Aout | 31 [351| 28 | 41,7 3,6 2,8 395
Sep | 30 (30,0 33 | 28,2 3,3 2,5 275
Oct | 31 (258 39 | 19,8 31 2,4 213
Nov | 30 | 19,1 | 54 9,8 2,4 1,8 110
Déc | 31 |11,8| 58 5,7 2,8 2,1 81

2. Analyses physicochimiques des saumures et sédiments des deux sebkhas

L’objectif de notre étude est ’isolement et la caractérisation de la flore bactérienne halophile
répondue dans les dépressions salées d’Oum Eraneb et Ain El Beida, situées dans le Sahara

algérien.

Cette étape fut précédée par 1’analyse physico-chimique des échantillons de saumures et de

sédiments préleves au niveau des deux sites dont les résultats sont portés en annexe 4.
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La composition ionique et le degré de salinité des deux sebkhas sont résumés dans le tableau
8, permetteant ainsi de les comparer a d’autres écosystémes hypersalins aquatiques et

terrestres du monde.

Situés dans le Sud-est du Sahara algeérien, la salinité des deux sites dérive de la dissolution des
sels d’origine continentale. Par conséquent, les eaux de ces sebkhas peuvent étre considérées
comme athalassohalines. La composition athalassohaline reflete la composition de la géologie
environnante, la topographie et les conditions climatiques, particulierement affectées par la
dissolution des gisements minéraux. La composition de ces eaux varie donc largement
(Rodriguez-Valera, 1988).

La température étant un facteur trés important pour le fonctionnement des ces écosystemes, sa
variation au moment de 1’échantillonnage entre 17°C a Oum Eraneb et 18°C a Ain El beida
agira sans doute sur les réactions métaboliques qui se produisent dans I'eau de ces lacs.

Les températures des saumures oscillent entre 5°C au mois de Mars et 25°C au mois de Juin, a
Oum Eraneb et entre 9,5°C au mois de Mars et 25°C, le mois de Mai a Ain El Beida.
L’évolution de la température d’un lac salé reste liée aux conditions locales telles que le
climat régional, la topographie, la durée de I’ensoleillement, le débit et la profondeur (Mc
Neely et al, in Hacini et al., 2012).

La température de I’eau joue un role important dans la solubilité des sels et des gaz en outre
I’oxygene nécessaire a 1’équilibre de la vie aquatique. Par ailleurs, la température accroit les
vitesses des réactions chimiques et biochimiques d’un facteur de 2 a 3 pour une augmentation
de la température de 10°C (Rodier, 2005).

Le pH constitue une mesure de la concentration des ions H* dans I'eau, qui varient légérement
avec la température, les saisons et les périodes d’activités biologiques. Neutres a basiques, les
valeurs du pH des saumures enregistrées au cours de la période d’étude, oscillent entre 7,47 et
9,58 a Oum Eraneb et 7,41 a 9,9 a Ain El Beida. Ces échantillons reflétent une alcalinité avec
des valeurs moyennes de pH allant de 8,57 a 8,74 (Tableau 8).

En guise de comparaison, ce pH est inférieur a ceux enregistres a Chott Melghir : 7,56 a 10,45
(Amarouche et al., 2006) et Oued Righ pH 9,35 (Ayad et Kharroub, 2012), similaire a
celui du chott El Jerid (Gueddari, 1983), se rapproche de ceux rapportés du Lac El Golea,
Sambhar Salt Lake SSL (Inde), dépasse les valeurs relevées au niveau de sebkha Ezzemoul
(Oum Bouaghi) pH : 7,53 (Kharroub, 2006) et des lacs salés algériens précédemment decrit
Sidi Ameur, Himalatt (Boutaiba et al., 2011) .

62



Résultats et discussion

En contre partie, des lacs salins des Andes au Nord du Chili présentent des pH acides, de
I’ordre de 1,3 a 4,17. (Francois et al., 2002, in Hacini et al., 2012). D’aprés Hacini (2006),
cette différence de pH dans les différents lacs trouve son origine dans la nature des apports et
la nature des terrains lessivés avant d’arriver au lacs. Suivant Diallo (1996), les eaux riches en
calcaires ont un pH élevé et celles provenant des terrains pauvres en calcaire ou siliceux ont

un pH voisin de 7.
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Tableau 8 : Propriétés physico-chimiques de sebkha Oum Eraneb et Ain El Beida comparés a d’autres écosystémes salés terrestres et marins °

Ecosystémes Propriétés physico-chimiques
pH Na ** K* Mg Ca’’ cl S04~ HCO* Salinité

Solar saltern hyper saline Nd 65,4 2,5 20,1 0,2 144 1,9 nd 254
Le Grand Lac Salé UTAH (USA) 7,7 105 6,7 11,1 0,3 181 27 0,72 333
Lac Assal (Djibouti) n.d 77,8 5,4 8 14,6 164 2,3 n.d 277
Mer Morte 7,8 40,1 7,6 44 78,2 225 0,44 0,26 340
Wadi Natrun (Egypte) 11 142 2,3 ND ND 155 22,6 67 394
Lac salé Sambhar SSL (Inde) 9 37,5 0,50 0,00 0,00 21,46 6,00 1,94 /
Solar saltern Sfax (Tunisie) 7,55 87,5 8,5 0,29 0,043 261,09 43,2 nd 376,6
Lac Salé El Golea (Algérie) 9 107 nd 0,3 0,4 198 nd nd 296
SidiAmeur (Algérie) Eau 7,4 67,1 0,17 3 0,51 111 2,1 0,19 200
SidiAmeur (Algérie) sédiment 7,15 94,5 0,23 29 1,7 170 1,1 nd nd
Himalatt (Algérie) eau 7,2 24,5 0,12 1,6 0,22 63,8 3,1 nd 117
OumEraneb (Algérie) eau 8,57 37,33 1,71 4,04 5,63 64,68 41,22 0,43 128
Oum Eraneb (Algérie) sédiment 8,32 27,6 2,52 22,27 24,32 39,15 30,32 / 1,71
Ain El Beida (Algérie) eau 8,74 71,77 191 10,02 7,35 112,31 51,03 0,43 165
Ain El Beida(Algérie) sédiment 8,65 50,4 3,98 26,85 11,37 55,2 69,92 / 2,26
Mer Aral 8,2 2,2 0,08 0,55 0,51 3,47 3,2 0,07 10,2
Mer Caspienne 8,3 3,18 0,09 0,73 0,34 5,33 3,0 0,4 12,8
Ocean Atlantic 8,5 10,6 0,38 1,29 0,42 19,2 2,68 0,14 34,85

2 Salinité et ions sont représentés en g 1™, n.d. non déterminé. N.D., Non-détecté.
Les reférences pour les caractéristiques abiotiques d'autres habitats hypersalines et marins sont les suivantes (Imhoff et al., 1979; Post, 1981; Copin-
Montégut, 1996; Gavirieli, 1997; Oren, 2002; Hacene et al., 2004; in Boutaiba et al., 2011; Upasani et al., 1990; Trigui et al., 2011).
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Sous un climat aride, les sebkhas d’Oum Eraneb et Ain El Beida sont sujettes a une
évaporation des eaux de surface. La rareté des averses et la quantité annuelle moyenne des
précipitations (3,19 mm/an) dans cette zone induisent un déficit hydrique accentué par
I’évaporation plus importante que 1’humidité. L’¢lévation de la température est le principal
facteur d’une évaporation intense durant 1’été (Figure 14), qui augmente les concentrations de
sels dans les eaux des sebkhas; a I’origine de leur accumulation dans les horizons
superficiels.

Les échantillons de saumures analysés au niveau des deux sites sont dominés par les ions Na?*
et CI. Comme souligné par Litchfield (1998), les lacs alcalins hypersalins présentent une
autre composition ionique avec la prédominance des chlorures et des cations Na*. Néanmoins
les proportions des sels dans ces saumures sont différentes de celles de I'eau de mer.

En effet, comparés a celles de I'Océan Atlantique, les concentrations de sodium et de chlorure
sont 6 fois plus élevées a Ain El Beida et 3 fois plus élevées & Oum Eraneb. Ces résultats
concordent avec ceux rapportés par Pipkin et al. (1977), Amarouche et al. (2006) et
Boutaiba et al. (2011) sur les milieux hypersalins ou le chlore et le sodium sont les plus
représentés a des pourcentages respectifs de 55,04% et 30,61%.

A titre indicatif, la salinité du chott Merouane atteint les 347,62g/l, celle de sebkha Moknine
130,62 g/1, elle est de I’ordre de 140 g/1 au lac Sinai (Hacini, 2006).

500 - = Evapormm
400 A
300 4
200
100 -+
& & é@"’ & é\»;\ \\s\c N v°& ‘on" & ‘\5\ &

Figure 14: Evaporation des deux plans d’eau-Ain El beida et Oum Eraneb (année 2013).

Les éléments majeurs dans les échantillons de saumures
Dominant dans les échantillons de saumures analysés, 1’ion chlorure posséde des

caractéristiques différentes de celles des autres éléments.
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En effet, il ne se combine pas facilement avec les élements chimiques et reste trés mobile
(Hacini et al., 2012), ce qui expliquerait les taux élevés retrouvés dans les échantillons de
saumure des deux sebkhas. Loin tout de méme du taux relevé de chott Melghir (5,5-393¢/l)
(Amarouche et al., 2006), la concentration en chlorure oscille entre 20,78 et 130,56 g/l dans
les saumures du site 1 : Oum Eraneb et atteint en période chaude de 1’année un maximum de
149,40 g/l au niveau du site 2 : Ain El Beida (Figure 15). Une valeur exceptionnelle a été
relevée le mois de Février, qui peut étre allouée aux facteurs externes, essentiellement les

eaux d’irrigations et des eaux de rejet.

Le sodium est un élément constant de l'eau toutefois les concentrations peuvent étre
extrémement variables. Indépendamment de la lixiviation des formations géologiques
contenant du chlorure de sodium, cet ion peut provenir de la décomposition des formations
évaporitiques comme 1’halite (Saker et al., 2012).

Les concentrations des saumures en sodium varient entre 9,14 g/l 8 Oum Eraneb au mois de
Mars et 106,66 g/l au mois de juin (Figures 15-16), se rapprochant du taux de (112,76g/l)
relevé par Yahiaoui et al. (2012) a chott EI Beida (Setif). Un minimum relevé a Ain El Beida

en janvier ; 22,37 g/l avec des concentrations élevées enregistrées durant la période séche.

160 000,00
140 000,00 0
{3+
i\ g+
120 000,00
war=Na+
—_—
100 000,00
———— |-
= w5043
E £0 000,00
60 000,00
40 000,00
20 000,00
0,00
jamvier féwrler mars avrll mal Juin

Figure 15: Variation de la concentration en éléments majeurs dans les saumures de
sebkha Oum Eraneb : Janvier-Juin 2013.
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Les teneurs du Ca®* évoluent de la méme maniére au niveau des chotts. Les concentrations
pour I’ensemble des échantillons de saumures sont comprises entre 5,63 et 7,35g/I.

Si ces concentrations sont supérieures a la plupart des ecosystemes hypersalins rapportés dans
le tableau comparatif (n°8), elles demeurent inférieures a celles indiquées a Chott Melghir
(2-22,3 g/l) (Amarouche et al., 2006), au Lac Assal-Djibouti (14,69/1) et a la Mer Morte
(78,2 g/l) (Gerday et Glansdorff in Boutaiba et al., 2011)

D’aprés Grant et al. (1989, 1992) il existe deux types d'environnements alcalins stables
naturels dans le monde. Premiérement, les environnements & haute teneur en Ca®* (eaux
souterraines a forte teneur en Ca(OH); et les seconds & faible teneur en Ca®* (les lacs & soda et
les déserts qui sont dominés par le carbonate de sodium).

Les concentrations en ions Mg?®* sont comparables & celles du calcium ; elles se situent entre
1,83 et 8,19¢/I au niveau du site 1, et atteignent 29,05¢/l au niveau du site 2, dépassant de loin

le bilan de Chott Melghir pour le magnésium (0,3-7,2g/l) (Amarouche et al., 2006).

160 000,00
140 000,00
120 000,00 e (344
- g+
100 000,00 —elics
= K+
0
E 80 000,00 o
60 000,00 e SO4--

40 000,00

20 000,00

0,00

janvier février mars avrll mal juin

Figure 16: Variation de la concentration en éléments majeurs dans les saumures de chott
Ain El Beida : Janvier-Juin 2013

Le magnésium est I’'un des éléments les plus répandus dans la nature, il constitue environ
2,1% de I'écorce terrestre. Comme les ions de calcium, les ions Mg?" proviennent de la
dissolution des formations carbonatées (calcaire) parfois riches en magnésium. En plus, la

plupart des sels magnésiens sont trés solubles dans I'eau.
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La teneur en magnésium dépend de la composition des roches sédimentaires rencontrées
(Marlet et al., 2006 ; Saker et al., 2012).

Le potassium résulte de 1’altération des argiles potassiques, sa concentration varie entre (0,81-
5,5) mg/l a Oum Eraneb et (1,80-2,52 mg/l) a Ain El Beida. Une certaine homogenéité des
teneurs en potassium est observée au niveau des deux sebkhas, durant la période d’étude.

Les sulfates évoluent pratiquement de la méme maniére au niveau des deux sites, on observe
des pics au mois de fevrier (138,25¢/l au sitel et 77,92g/l au site 2), suivie d’une diminution
vers la fin de la période d’échantillonnage, probablement due a la précipitation des sels
sulfatés.

En dépit des valeurs similaires en sulfates retrouvées a sebkha Oum Eraneb et la station
solaire de Sfax (Tunisie), les échantillons de saumures des deux sebkhas sont
significativement plus abondants en (SO4*) que I’ensemble des écosystémes hypersalins
décrits (Tableau 8), mais également en comparaison au Lac Maras au Pérou (4,65g/l)
(Maturano et al., 2006), aux Lacs hypersalins Jhapag et Deodani en Inde (26,53/22,68g/l)
(Upasani et al., 1990).

Ces quantités importantes peuvent provenir de la dissolution du gypse, contenu dans les
différentes formations, de 1’oxydation des sulfures et du lessivage des engrais, dans les

périmeétres agricoles avoisinant les dépressions.

Les conditions climatiques, le contexte hydrologique (précipitations, ruisselements de surface,
apport d'eaux souterraines) et les sorties (évaporation, de vidange, pertes) sont autant de
facteurs qui selon Gonzalo et al, (2006), déterminent la teneur en sel des saumures.

2.1. Diagramme de Piper
Pour déterminer le faciés chimique des eaux prélevées des sites étudiés, les données

physicochimiques ont été soumises au préalable a une balance ionique: RokWare
Ag.QA Version Démo 1.1 [1.1.4.1] (Prairie City Computing, Inc, 2005), puis traitées a 1’aide
du logiciel v.6.52 (Roland SIMLER, Laboratoire d’Hydrogéologie d’Avignon,

2017). http://www.lha.univ-avignon.fr/LHA-Logiciels.htm).
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Figure 17: Diagramme de Piper des eaux du site 1 : Sebkha Oum Eraneb

La projection des eaux de sebkha Oum Eraneb dans le diagramme de Piper, détermine leur
faciés chimique et montre que :

Site 1 point de prélevement (OR4) : Chloruré sodique potassique, plus abondant en ions
magnésium.

Les points (OR1-OR2 et OR3) : Chlorurés sodiques plus chargés en ions sulfates.

La figure 18, révele que la station de prélevement (AB1) est plus riche en sulfates, tandis que
les autres stations du site 2, sont plus abondantes en chlorures, potassium et sodium. Suivant
le diagramme correspondant, les eaux de la seconde dépression salée, sont chlorurées
sodiques et potassiques, conclusion rapportée en 2008, par Djidel, qui détermina que les eaux

du chott de Ain El Beida sont chlorurées sodiques a hyperchlorurées.
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Figure 18: Diagramme de Piper des eaux du site 2 : chott Ain Elbeida

Les éléments majeurs dans les échantillons de sédiments

Lorsque le sodium domine dans I’eau, on parle de « salinité » et lorsqu’il domine accroché a
I’argile on parle de « sodicité ». La salinisation est un phénomene par lequel un sol devient
sursalé. Elle résulte le plus souvent de I'irrigation de sols mal drainés, accentuée par la forte
évaporation sous climat aride. Le sol salin contient donc un exces de sels solubles tels que :
le potassium, le magnésium, le calcium, le chlorure, le sulfate, le carbonate, le bicarbonate et
le sodium (Legros, 2009).

Le dosage de ces éléments dans les échantillons de sédiments prélevés des deux sites, laisse
apparaitre les profils illustrés dans les figures (19 et 20).

Ainsi du point de vue spatial, la salinité et sa variabilité n’est pas la méme pour les quatre
stations, par sebkha. Au niveau sitel, les stations d’échantillonnage 3 et 4 les plus retirées
affichent les taux de salinité les plus éleveés, (2,35-2,11%). Les ions les plus abondants sont
les chlorures (73,59/kg MS-OR3), avec un écart type de 24,85. Le sodium (47,7g/kg MS-
OR3) et un écart type de 13,70 et les sulfates (35,6 7g/kg MS-OR1).
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Figure 20: Répartition des eléments majeurs dans les sédiments chott Ain El Beida

Au niveau du second site, figure ci-dessus, certains éléments plus que d’autres signent leur

abondance. 11 s’agit en outre du calcium avec une moyenne de 113,72g/kg MS, des chlorures
avec une moyenne de 55,2g/kg MS (les taux rapprochés AB3-AB4) et un écart type de 19,08.
Le sodium 50,4g/kg MS en moyenne et les sulfates 69,92g/kg MS (24,51 écart type). Les

carbonates de calcium apparaissent aux niveaux des deux sites avec des taux anormalement

élevés, ce qui nous laisse pensé qu’il s’agit de précipitas carbonates.

La conductivité électrique (CE) est I'index d’usage pour évaluer la salinité d’un sol. Basée sur

le concept de la quantité de courant électrique portée par une solution salée dans les
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conditions standards, la CE augmente au fur et & mesure que la concentration en sel de la
solution augmente (Saker et al., 2012).

Dans notre étude les valeurs de la CE vont de 18,4 a 37,7 avec une moyenne de 27,7 (mS/cm)
et un taux de salinité de 1,71% a Oum Eraneb. Elle fluctue entre 28,5 et 41,7 avec une
moyenne de 34,82 (mS/cm) et un taux de salinité de 2,26, % au niveau Ain El Beida. Des
résultats qui nous permettent de qualifier les sols des deux sites d’hyper salés (Tableau 09).

Le pH monte dans les sols salés, parfois jusqu’a 10 et méme plus, ce qui fait périr les plantes,
on parle alors de sol alcalin. Le pH des sédiments récoltés au niveau du site 1 varie entre 8-
8,8, il est entre 8-9 au niveau du site 2, renseignant d’une alcalinisation. Des valeurs de pH
similaires ont été relevées du sol de Regane et Oued Righ (8,6- 8,8) respectivement
(Amarouche et al., 2006 ; Ayad et Kharroub, 2012), ainsi que du Lac salé Bolluk (8,59) en
Turquie (Ozscan et al. 2006).

Tableau 9 : Classification des sols suivant la CE et la teneur totale en sel
(Landon, 1991).

Sol (USDA) CE. Sel total

La

désignation Réaction de culture

classe (mS,cm)  Contenu (%)
Les effets de la salinité sont
0 Sans sel 0-2 <0.15 pour la plupart
négligeables, sauf pour les
plantes les plus sensibles
Rendement de nombreuses

1 Legggﬁ?em 4-8 0.15-0.35 cultures restreint

L Seules les cultures tolérantes
2 Mooslglrienment 8-15 0.35-0.65 donnent des résultats
satisfaisants

Fortement

3 salé >15 > 0.65 Seules les cultures trés

tolérantes donnent des
résultats satisfaisants

* Sol USDA: Taxonomie développée par le Département d'Agriculture, Etats-Unis.

L’alcalinisation, est I’¢lévation du pH du sol sous l'effet de I'accumulation de bases. Pour
comprendre ce mécanisme en simplifiant le phénomene, il est utile de rappeler qu’en milieu
aride et en cas de drainage limité ou nul, la forte évaporation conduit a concentrer les eaux de

surface et du sol. Lorsqu'une eau méme faiblement minéralisée se concentre, sa composition
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évolue : la teneur en ions augmente. A la limite, une évaporation poussée conduira a des eaux
concentrées et donc salées.

Un pH trés éleve du sol est souvent signe de salinité. En effet, les différents anions et cations
présents dans le milieu (S04, NOj3, COs”, CI, Ca®" Mg*, Na*, K*, etc.), coprécipitent.
Le pH du sol va étre déterminé par les plus réfractaires a la précipitation. Ce sont ceux qui
sont abondants et, en plus, spécialement solubles. Suivant les cas, on obtient toutes sortes de
sels différents : chlorures, sulfates, carbonates, nitrates parfois et un pH incroyablement
variable entre 3 et 10 (Hullin, 1983 in Saker et al., 2012).

2.2. Analyses statistiques

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode de traitement statistique qui
permet le regroupement de données hétérogenes (unités différentes) dans une représentation
graphique simple.

L’application de cette méthode d’analyse dans le domaine de 1’étude de 1I’environnement a fait
I’objet de nombreux travaux (Amiard et al., 1991 ; Bengen et al.,1992 ; Halouani et al.,
1993 ; Laberge et al., 1994 ; Amrani et al., 2014 ; Chaouki et al. 2015 ; Mouissi et al.,
2016).

L’analyse en composantes principales (ACP) est effectuée sur :

- Une matrice des données constituées de 48 prélevements (8 points X 6 campagnes) au cours
desquels les 11 variables physico-chimiques ont été mesureés ;

- Une matrice des données constituées de 8 prélévements (4 points X 2 campagnes) au cours

desquels 12 éléments physico-chimiques ont été mesurés.

Les matrices de corrélations intermédiaires, les coefficients de corrélations entre les variables
et les deux axes Flet F2 et la projection des variables dans 1’espace des axes Flet F2 ont été

obtenues avec un Logiciel XL STAT.

73



Résultats et discussion

- |

Trace des composantes dans I'espace aprés rotation

1,09

0,5

F1

Composante 2
(=]

-0,57

1,07

1.0 05 00 05 1,0
Composante 1

Figure 21: Analyse en composantes principales des parameétres physico-chimiques des
saumures des deux sebkhas

Tableau 10 : Répartition de I’inertie entre les axes

F1 F2
Valeurs propres 3.576 2.778
Variabilité (%) 32.506 25,254
% Cumulé 32.506 57,760

L analyse en composantes principales des saumures des deux sebkhas (Figure 21) montre les
interdépendances entre les ions majeurs et entre ces derniers et les parametres physico-
chimiques.

Dans le plan factoriel F1xF2, les valeurs propres des deux composantes F1 et F2 et leur
contribution a I’inertie totale sont représentées dans le Tableau (10).

Les deux axes pris en considération pour décrire les corrélations entre les variables liées aux
structures spatiales, détiennent a eux seuls 57,76 % de [D’information totale avec
respectivement 32,506 % pour I’axe 1 (axe de minéralisation) et 25,254 % pour I’axe 2.

L’axe 1, est exprimé vers son pdle positif par les carbonates (CO3%), la teneur en magnésium
(Mg?"), sodium (Na"), chlorures (CI), sulfates (SO.%), potassium (K*), calcium (Ca®")
bicarbonates (HCO3".) et dioxyde de carbone (CO,), qui présentent de bonnes corrélations
entre eux (Figure 21). Alors que I’axe 2 est défini par la température qui s’oppose a la

dissolution du COs.
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L’examen de matrice de corrélation entre variables, révéle la présence des ensembles,

constitués de variables bien corrélées entre elles; il s’agit du :

Le pH et les carbonates (COs*) ; se regroupent en raison de la dissolution du CO, pour
donner I’acide carbonique H,COg3, qui, en cédant son H+, donne des bicarbonates HCOs,
ce dernier céde son H + pour se transformer en carbonates COs* (c’est pourquoi cette
opposition (CO,-CO3?), et par voie de conséquence la quantité en proton H* exprime le
pontiel hydrogene ou le pH du milieu (Legros, 2009), ce qui explique la bonne corrélation
(CO3-pH). Par ailleurs, les bicarbnates (HCO3) inertes sur I’axe F1 indique leurs faibles
teneurs dus & leur faible solubilité dans les eaux.

Les autres éléments majeures en 1’occurrence : les chlorures (CI), le sodium (Na*) ,le
magnésium (Mg?"); le potassium (K*), les sulfates (SO4%), et le calcium (Ca®"), leurs
corrélations montrent clairement qu’ils sont issues des sels sodiques et potassiques (NaCl,
KCI) et magnésiens (MgCl,) et des sels sulfatés et en particulier CaSOy; peu solubles a
solubles dans les eaux (Marlet et al., 2006).

Tableau 11: Matrice de corrélation des parametres physico-chimiques des saumures des

sebkhas.

T pH Ca Mg Na K Cl SO, | CO, |HCO;| CO;
T 1
PH 1 0423 1
Ca | 0304 | 0152 | 1
Mg | 0167 | 0054 | 0019 1
Na | 0147 | 0212 | 0201 | 0415 | 1
K| 0209 | 0020 | 0722 | 0194 | 0607 | 1
Cl | 0295 | 0225 | 0121 | 0367 | 0855 | 0474 | 1L
SOs | 0249 | 0015 | 0566 | 0241 | 0617 | 0,814 | 0468 | 1
CO: | 0305 | 0816 | -0215 | 0050 | 0334 | 0,010 | 0351 | 0010 | 1
HCO: | 0135 | 0,076 | -0017 | 0053 | 0341 | 0,339 | 0229 | 0,396 | -0017 | 1
CO, | 0,215 | 0,481 | 0,036 | -0,058 | 0,039 | 0,123 | -0,041 | 0,123 | -0,360 | 0,561 | 1
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Figure 22: Analyse en composantes principales des parametres physico-chimiques des
sédiments des deux sebkhas

Tableau 12 : Répartition de ’inertie entre les axes

F1 F2
Valeurs propres 5,897 2,938
Variabilité (%) 49,139 24,485
% Cumulé 49,139 73,624

Dans le plan factoriel F1xF2, les valeurs propres des deux composantes F1 et F2 et leur
contribution a I’inertie totale sont représentées dans le Tableau (12).

Les deux axes pris en considération pour décrire les corrélations entre les variables liées aux
structures spatiales, détiennent a eux seuls 73,72 % de [D’information totale avec
respectivement 49.139 % pour I’axe 1 et 24.48 % pour I’axe 2 (Figure 22).

L’axe 1, est exprimé vers son pole positif par les sulfates (SO,%), le magnésium (Mg?®"),
carbonates (CO5%), la teneur en calcium (Ca®"), le sodium (Na*), les nitrates (NOs-), le
potassium (K™), les chlorures (CI), qui présentent de bonnes corrélations entre eux. En effet,
la salinité du milieu représentée par la conductivité électrique (CE), est due essentiellement

aux teneurs élevées des chlorures (CI'), du sodium (Na®), du calcium (Ca*").
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Alors que I’axe 2 est défini par le pH qui s’oppose au pble des éléments carbonatés représenté
par les carbonates (COs%), magnésium (Mg?") et calcium (Ca’"): bien corrélés, ce qui

explique I’alcalinité marquée (pH> 8) des sédiments.

Tableau 13: Matrice de corrélation des parametres physico-chimiques des sédiments des

sebkhas

CE Salinité T pH Ca Mg Na K Cl S04 NO3 CcOo3
CE 1
Salinité 0.984 1
T 0,475 0,531 1
Ph -0,120 0,141 | -0,096 1
Ca 0,567 0,643 0,586 | 0,492 1
Mg 0,149 0,258 0,271 0,635 0,854 1
Na 0,712 0,752 0182 | 0358 | 0798 | 0,694 1
K -0,125 0,002 | -0049 | -0339 | 0089 | 0210 | 0,141 1
Cl 0,799 0,832 0283 | -0339 | 0415 | 0129 | 0692 | 0,435 1
SO4 -0,064 0,058 0079 | 0546 | 0669 | 0951 | 0579 | 0340 | 0,037 1
NO; 0,613 0,577 0452 | 0472 | 0694 | 0416 | 0669 | -0133 | 0477 | 0,209 1
COs 0,275 0,369 150 0600 | 0815 | 0954 | 0800 | 0122 | 0225 | 0904 | 0374 1

Ces résultats (Figure 22) révelent un abaissement du potentiel d’oxydo-réduction lié a une
importante activité microbienne (consomation de tout O,). Lorsque le milieu tend a devenir
anaérobique (c’est le cas des sebkhas) certains minéraux sont réduits par certaines bactéries,
ils deviennent, sous cette forme beaucoup plus solubles qu’a I’état oxydé. La dissolution des
cristaux, toujours impurs, libére simultanément les oligo-éléments qui s-y trouvent (Davet,
1996).

Cette répartition des éléments montre la mauvaise diffusion de 1’oxygene dans les Sebkhas ce
qui peut provoquer un potentiel d’oxydo-réduction avec des valeurs négatives (a cause de
I’hydromorphie et de la salinité). D’ailleurs cette situation favorise la prolifération des
bactéries sulfato-réductrices. De plus ’opposition du pH (Fig 20 et 21) par rapport aux
différents ¢léments dosés est liée a I’hydromorphie qui est peut étre suivie d’un assechement
spontané (c’est régulier durant la période chaude). Ceci fait varier les valeurs du pH & cause
des accumulations des sulfates.

La précipitation des carbonates (COs>, Mg et Ca) soustrait la concentration des Mg®* et Ca*,
alors que la solubilité des NaCl, et du KCI, augmente la concentration des Na*, K* et CI’, et

par conséquent la salinité du milieu (Legros, 2009). Par ailleurs, le milieu réducteur peut
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affecter les sulfates SO,, par les bactéries sulfato-réductrices, tout en limitant leurs
concentrations dans les sédiments, mais aussi par la précipitation des sulfates de
calcium (CaS0Q,) (Nezli, 2004) et c’est ce qu’explique leur position (inertes) sur le cercle
d’ACP sur I’axe F2. La situation du potassium (K*) au centre des axes, en présence des

nitrates (NO3’), peut renseigner sur un apport organique (NPK).

3. Caractérisation microbiologique des isolats

3.1.. Propriétés microbiologiques
3.1.1. Croissance et propriétés cellulaires

La mise en culture sur milieux pour halophiles a donné trois types de colonies pigmentées.
Des cultures pures de colonies rouges a bordures régulieres isolées des sédiments d'Oum
Eraneb et Ain EIl Beida (isolat 1). Les cellules sont mobiles et Gram négatif. L'observation

microscopique a révélé des cellules en forme de tige et en forme de bacille (Figure 23a).

L’ensemencement a partir des saumures récoltées des deux sites a laissé apparaitre des
colonies orange en culture pure (isolat 11). Les cellules sont Gram négatif et immobiles.
L'observation microscopique laisse apparaitre des bacilles, un pléomorphisme sous la forme

d'une tige et de triangle s’observe également (Figure 23b).

Des colonies beiges rondes opaques sont inscrites au tableau des isolements (S2, S3, S4, S5,
S6, S7, S8 et S9), a partir des échantillons d’eaux et de sédiments des deux sebkhas (isolats
3). Observés sous microscope, de longs bacilles apparaissent a Gram positif mobiles (Figure
23c). L’annexe 5, rapporte 1’aspect macroscopique et microscopique de 1’ensemble des

isolats.
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c

Figure 23 : Aspects macroscopiques et microscopiques pleiomorphes des isolats (images
DIC) Halorubrum litoreum, (a) Natronorubrum bangense (b) et Alkalibacillus
haloalkaliphilus C-5 (c). Barre d’echelle 10pum (LOB).

La croissance aérobie a été observée entre 20 et 45°C, pour les souches rouges et oranges
(Températures plus élevées non-testées) avec abondance des colonies rouges sur milieu a
40°C et a 45°C pour la souche orange (Annexe 6).

Une concentration minimale de 10% (p /v) de NaCl requise pour le développement des deux
isolats (1 et 11), allant jusqu'a 25% (p /v) NaCl sur milieu pour la souche orange et >30%
pour la souche rouge. Un optimum de 20% (3,4M), retenu pour la croissance optimale des
deux souches (Annexe 7).

Une large gamme de pH a été testée allant de 5 a 9,5 a 37°C. Un pH optimal de croissance de
7,5 relevé pour I’isolat 1, et 8,5-9 pour I’isolat 11. Les optimums de croissance se rejoignent a
20% NaCl (3.4 M).
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Les isolats 3 (beige) laissent apparaitre une croissance dans un intervalle de température de
10°C a 45°C, de pH 6 a 9,5 (Annexe 8) et une concentration de sel requise pour la croissance
entre < 5- 25% (p /v). Les optimums de croissance se situent entre 10-15% (p /v) pour le

NaCl, 9,5 pour le pH et 37°C pour la tempeérature.

Les résultats des analyses physicochimiques présentés dans le tableau 8, montrent que les
échantillons de saumures et de sédiments contiennent les d'ions essentiels pour soutenir la
croissance de microorganismes extrémement halophiles (Birbir et Sesal, 2003 ; Madigan et
al., 2003). Les couleurs légerement roses des saumures peuvent étre corrélés aux nombres de
bactéries extrémes halophiles orange (5.1x10° UFC ml™) isolées & Oum Eraneb et (9x10°
UFC ml™) isolées a Ain El Beida. Quant & la souche rouge sa présence s’est révélée dans les
sédiments des deux sebkhas respectivement (5.2x10* UFC g /7.5x10* UFC g™).

Faisant partie de la microflore des deux sites, les bactéries haloalcaliphiles sont apparues sur
milieux de culture avec une densité moyenne de 4.09x10° et 5.4x10° (UFC ml™) pour les
échantillons de saumures et 5.14x10* et 8.71 x10* (UFC g™) pour les sédiments récoltés

d’Oum Eraneb et Ain El Beida respectivement.
3.1.2. Caractéristiques physiologiques et phénotypiques

L’ensemble des isolats sont catalase et oxydase positives. La réduction des nitrates en nitrites
a été observée uniquement pour I’isolat 1, la formation d’indole s’est limitée aux cellules de
I’isolat 2. La croissance est stimulée par une large gamme de sucre chez toutes les souches,
cependant aucune activité d’Argenine Déshydrogénase, de lysine Décarboxylase ou uréase
n’a été observée pour I’ensemble des isolats. L’ortho-Nitro-Phenyl-Galactosidase positive
pour I’isolat 1. L’activité lipolytique a été remarquée avec 1’isolat 1, I’hydrolyse de la caséine
et de la gélatine ont été observés avec les isolats 3 (S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 et S9).

Les tableaux 14-15 et 16 résument les résultats des différents tests de caractérisation de nos

isoltas.
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Tableau 14 : Caractéristiques qui différentient Halorubrum litoreum JCM 135617 des autres espéces du méme genre.

Gram - - - - - - = = o - - - - -
Mobilité + + + + + ND + - = - + + + ND
Pigmentation R O-R R R R R R R R R P R RO R
NaCl intervalle (%) 10->29 15-30 10,5-30 12-30 15-25 12->29 13-30 15 15-29 15-29 15-29 10-28 15->29 15->29
(p V)
NaCl optimale (%) (p /v) 20 24,5 22,8-25 18-20 20 24,5 20-22,8 20 20 20 20-26 15 24,5 24,5
Température Optimale 40 37-45 38 40 37-40 37 42 37 35-40 37 37 45-48 37 35-40
°C
pH intervalle 6,0-9,5 5,0-9,0 8,0-10,5 6,0-10 6,0-95 7,085 6,0-8,5 6,0-90 6,0- 6,0-10 6,0-8,5 7,0-9,0 6,0-9,0 7-9
9,0
pH Optimale 7,5 7,5 9-10 7-7,5 7-7,5 7,4 7,5 7,5 7,5 7,5 7,3 7,5 7,4 8
Catalase + + + + o + - + + + + + + +
Oxydase + + + + + - + - - + + + - +
Indole - - - - = = o = = - + - - -
Nitrate réductase + - + - + +/- + + + + + + + +
H,S - - + + ND ND + = = - - - - -
Caséine - - - ND - - - - - - + - - -
Gélatine - - - ND - - - - - - = + ND -
Tween 80 + + - - - - - ND + + - + ND +
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Glucose
Galactose
Fructose
Sucrose
Lactose
Maltose
Mannitol

G+C%

a G+C% : Cui et al.

+ + + + +
+ + +
+ +
+ + +
+ ND
+ + +
ND
64,9° 64,4 62,1 68,0 61,9 65,5

65,7

ND

69,4

62,1

ND

64,0
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69,4

65,9

ND

ND

ND

65,1

Souches:1, Hrr. terrestre VKM B-1739"; 2, Hrr. alkaliphilum JCM 12358"; 3, Hrr.xinjiangense BD-1"; 4, Hrr. ezzemoulense5.1"; 5, Hrr.
Choaviator Halo-G*" ; 6, Hrr. arcis AJ201"; 7, Hrr. kocurii BG-1"; 8, Hrr. aguaticum EN-2"; 9, Hrr. ejinorense; 10, Hrr. californiens SFT-
2137 :11, Hrr. lipolyticum 9-3T ; 12, Hrr. safexense ETD6 ; 13, Hrr. halophilum B8".

Caracteéristiques des souches tirées de : Cui et al. (2007), Ventosa et al. (2004), Feng et al. (2004 ;2005), Grant & Larsen, (2001), Kharroub et al.
(2006), Mancinelli et al. (2009), Xu et al. (2007), Gutierréz et al. (2008 ; 2011), Castillo et al.(2007), Presenti et al. (2008), Cui et al. (2006),
Trigui et al. (2010) and Yim et al. (2014).

+, Positif; -, négatif; ND, Non décrit ; + /-, variable; R, Rouge ; O, orange.
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Tableau 15 : Caractéristiques qui différentient Natronorubrum bangense A33"des autres espéces du genre Natronorubrum.

Hydrolyse de :

Utilisation de

ek
Gram -
Mobilité -
Pigmentation O-R
NaCl intervalle (%) (p /v) 10-25
NaCl optimale (%) (p /v) 20
Température optimale (°C) 45
pH intervalle croissance 7-9,5
pH optimale 8,5-9
Catalase +
Oxydase +
Indole +
Nitrate réductase -
H.S -
Caséine -
Gélatine -
Tween 80 -
Glucose +
Galactose -
Fructose +
Sucrose +
Mannitol -
G+C % 59,9

1

R
12-30
20
45
8,5-11
9

+ + +

60,1

2

+
R
14-17,5
15-18
45
6,5-9,5

61,2

3 4
ND -
ND RS

12-28 14,6-29
18 20
44-47 37
8-10 8-11
7,8-9,2 9

- +

+ +

+ _

+ +

+ _

- +

+ +

- +

+ ND
60,9 62,5

(b) : (Xu et al., 1999)

Souches: 1, Nrr. tibetense GA33™; 2, Nrr. aibiense 7-3"; 3, Nrr. sulfidifaciens AD2", 4, Nrr. sediminis CG-6 . Caractéristiques des souches
tirées de Xu et al. (1999) et Gutierréz et al. (2010). +, Positif; -, négatif; ND, Non décrit; R, Rouge ; O, orange ; RS, rose.
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Tableau 16 : Caractéristiques différentiant Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5 des autres espéces du méme genre.

Caracteristiques
Morphologie
Gram
Pigmentation

Mobilité

Position de la spore

NaCl intervalle de croissance
NaCl Optimal % (p /v)
Température (°C)
Tempeérature optimale (°C)
pH intervalle de croissance
pH Optimal

Catalase

Oxydase

Indole

Nitrate réductase

H,S

Hydrolyse de:

Caseéine

Gélatine

Tween 80

1
Bacille long

+

Creme

0-25
10-15
45
37
7,0-9,5
9,5

2
Bacille long
+
Blanche
orange
T
7,5-30
15
15-30
35-38
7,0-10

3
Bacille long
+
Blanc a
transparent
T
0-18
7-10
15-45
30
7-10
9,0

+f

ND

4
Bacille long

+

Creme

ND
5-25
10-15

20-50
30-37
7-10
9-9,5

ND

5
Bacille long

+

Blanche

ND

5-30

25-55

ND

6,5-9

ND

ND

ND

6
Bacille effilé

+

Jaune clair

4-26
10
10 <60
37
5,5-9,5
8,5-9

7
Bcille effilé

+

Creme

ND
5-20
10-12
15-40
30
7-9

ND

ND
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Utilisation de

Glucose + - + - ND -

Galactose - - ND + ND - -
Fructose - - ND - - - +
Sucrose ND ND ND - ND
Lactose ND - ND ND - +
Maltose - - ND + ND - -
Mannitol + - ND + - - -
Sensibilité a Streptomycine + + + ND + ND
G+C% 48,1 38,2 39,5 37,0 39,0 48,1 41,0

Souches: 1,A. haloalkaliphilus C-5; 2, A. almallahensis siLm8’ (Pérez-Davo et al., 2014); 3,A. filiformis DSM 15448T(Romano et al., 2005;
Usami et al., 2007); 4, A. silvisoli DSM 18495 (Usami et al., 2007); 5,A. halophilus KCTC 3990" (Pérez-Davo et al., 2014); 6,A.flavidus KCTC
132587 (Yoon et al., 2010) ; 7,A.salilacus DSM16460" (Jeon et al., 2005; Usami et al., 2007) et la présente étude. +, Positif; -, négatif; ND, Non
décrit, f : faible.
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Les produits d’extraction et de purification (Annexes 9) ont été soumis au séquencage.
L'analyse des sequences du géne de I'ARNr 16S de I’isolat 1 a montré une similitude de 99%
avec le géne de I'ARNTr 16S de la souche JCM13561" Halorubrum litoreum.

Ladder Sla S11

15 kb

Figure 24: Gel d’extraction des principales bandes apreés électrophorese des produits de
PCR de PADNTr 16s des isolats, en utilisant des amorces spécifiques de I’archeae 21F et
1404R.

Concernant ’isolat 2, 1'analyse comparative des séquences du géne de 'ARNr 16S a montré
qu’il était le plus étroitement apparenté (96%) avec le géne de ’espéce Natronorubrum
bangense A33".

Quant aux isolats (S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 et S9), leurs sequences sont a 95%, proches de
celles de la bactérie Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5.

Le genre Halorubrum a été formellement proposé en 1995 par Mc Genity et Grant. Le genre
Natronorubrum a été établi par Xu et al. (1999). Le genre Alkalibacillus a été proposé par
Jeon et al. (2005) basé sur une reclassification de Bacillus haloalkaliphilus (Fritze, 1996),

(les séquences des isolats sont portées en annexe 10).
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I orubrum litoreum JCM 135617 (AB477183)

Halorubrum arcis JCM 130167 (AR477178)
Halorubrum californiense JCM 147157 (ABR20204)
Halorubrum xinjiangense JCM 123887 (AB4TT191)
Halorubrum coriense JCM 92757 (AB477179)
Halorubrwm chaoviator DSM 193167 (AB§20293)
Halorubrum ezzemoulense CECT 70997 (AB820292)
9909/ Halorubram trapanicum JCM 104777 (AB477189)
Halorubrum tebenquichense JCM 122007 (AB477186)
Halorubrum ejinorense JCM 142657 (AB820205)
Halorubrum sodomense JCM 88807 (AB4TT185)
Halorubrum aidingense JCM 135607 (AB477176)
Halorubrum lipotyticum JCM 135507 (AB477182)
Halorubrum lacusprofundi ICM 88917 (AB477181)
— Halorubrum saccharovorum JCM 88657 (AR477184)
Y Halorubrum haloghilum BSY (KF700332)
. Halorubrum kocurii JCM 149787 (AB820299)
[ Halorubrum cibi ICM 157577 (AB#20297)
bt Halorubrum agquaticum JCM 140317 (AB§20296)

4 _m Halorabrum tibetense JCM 118897 (AB477188)
Halorubrum alkaliphilum JCM 123587 (AR477177)

2

005 i + Halorubrum laewm CECT 73037 (AB820300)
Halorubrum vacuolatum JCM 90507 (AB477100)
? Halorubrum orientale CECT 71457 (AB820298)

e Halobacterium jilantaiense JOM 135587 (AB4T7149)
: Halobacterium salinarum ICM 89787 (AB477150)
Haloplanus natans JCM 140817 (AB477174)
Halalkalicoccus jeotgali ICM 145847 (AB477140)
it

2BINS

Haladapiatus paucihalophilus JOM 138977 (AB477139)
Halogeomelricum boringuense JCM 107067 (AR477171)
T Haloferax larsenii JCM 139177 (AB4T7165)

100/100/100 Haloferax prahovense JOM 139247 (AB477168)

Haloquadratum walsbyi DSM 167%) (NC_008212)

Figure 25: Halorubrum litoreum JCM 13561 relations évolutives des taxons
(Yimetal., 2014)
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sa— Malrinerna petimbram NCIME TBE! {(AJFNE9AT)
o MNalrinerma altunense AJ2T{AY 20897 2)
Haloterrigana thermotolerans PRS™ (AF115478)
Helofermigena furdmeanica VKM B-1734' [ABO0487E)
Netronorubrgm Fbafense GAZS' (ABOOSESE)
Naitronorubrum sulfidifaciens AD27 (DQ535889)
@rum bangense A33 ﬁ'@
. MNafronarubrum aibiense 7-3 {DO205516)
_dafmnﬂimnﬂbms itnermongalicos M-1311" [(AB125108)
&l MNatronofimnobius baechpensis IHC-D08T (AB125106)
Natrialba asiatica 172P17 (D14123)
i Mafronococous oocuitus MCIMB 21927 (Z28378)
E Matronohacterium gregory NCIMB 2188' {DETITO)
! Methanospidllum fungales DSM 8841 (ME088D)

H4

Figure 26: Arbre phylogénétique de I’espéce Natronorubrum bengense A33"
(Cui et al., 2007).

78| Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5

551 Alkalibacillus almallahensis S1LM8 KC968225
100 L Alkalibacillus halophilus YIM 012 DQ359731
% Alkalibacillus salilacus BH163 AY671976
Alkalibacillus flavidus ISL-17 EU874387
Alkalibacillus silvisoli BM2 AB264528
— Alkalibacillus filiformis 4AG AJ493661
93 —— Alkalibacillus haloalkaliphilus DSM 5271 AJ238041

98

Brevibacillus limnophilus strain DSM 6472

—A
0.01

Figure 27: Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5 (souche 3) relations évolutives des taxons.

L'histoire evolutive a été déduite en utilisant la méthode des jonctions voisines (Saitou et al.,
1987). L'arbre optimal avec la somme de la longueur de la branche = 0,17816564 est présenté.
Le pourcentage d'arbres de réplication dans lesquels les taxons associés ont été regroupes
dans le test d'amorcgage (500 replicats) est indiqué a coté des branches (Felsenstein,1985)
L'arbre est dessine a I'échelle, avec des longueurs de branches dans les mémes unités que
celles des distances d'évolution utilisées pour déduire I'arbre phylogénétique. Les distances
d'évolution ont éte calculees a lI'aide de la méthode du maximum de vraisemblance composite
(Tamura et al., 2004) et sont dans les unités du nombre de substitutions de base par site.
L'analyse a impliqué 9 séquences de nucléotides. Les positions de codon incluses étaient 1st +
2nd + 3rd + Noncoding. Toutes les positions contenant des lacunes et des données
manguantes ont été éliminees. 1l y avait un total de 1352 positions dans le jeu de données
final. Des analyses évolutives ont été menées dans MEGAS (Tamura et al., 2011).
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3.1.3. Résultats de ’antibiogramme

Les résultats de I’antibiogramme ont soulignés la résistance des deux souches extrémes
halophiles a une gamme d’antibiotiques, en outre 1’érythromycine et la streptomycine. La
souche C-5 s’est révélée insensible envers un bon nombre d’antibiotiques testés, tels que la

kanamycine, I’ampicilline, la streptomycine et la gentamycine (Annexe 11).

3.2. Discussion

Les archaea halophiles aérobies se développent dans des environnements avec des
concentrations de sel approchant la saturation. Le spectre salin de deux de nos isolats montre
qu’elles peuvent croitre sur des milieux contenant jusqu’a 30% (p/v) de NaCl avec un
optimum de croissance observé a 20% (p/v) de NaCl. Ce profil correspond a celui des espéces
d’archaea extrémes halophiles qualifiées d’halophiles par excellence, dont la plupart croissent
de facon optimale au-dessus d'une concentration de 150 gL de sel et lysent a des
concentrations inférieures & 100 g L™ (Castillo et al., 2005 ; Grant et al., 2001; Oren,
2012).

En effet, en diminuant la concentration du NaCl dans le milieu de culture, Oren et al. (2002)
ont démontré que 1’hahlobactérie Halomicrobium mukohataei passait d’une forme bacillaire
native a une forme sphérique de résistance dans les conditions de croissance qualifiées alors
de défavorables. Ces mémes auteurs ont conclu qu’au-dessous d’une concentration de 15%

(p /v) de NaCl, aucune croissance d’Haloarcula quadrata n’est observée.

Pareilles conclusions ont été retenues concernant les especes extrémes halophiles Halococcus
salifodinae (Stan-Lotter et al., 1999), Haloarcula argentinensis (lhara et al., 1997) et
Haloferax alexandrinus (Asker et Ohta, 2002).

En se focalisant sur ce besoin absolu en sel en concentration élevée chez Halobacterium
salinarum, Panagiotis et al. (2007) conclurent que cette halobactérie ne peut se multiplier si
la concentration en sel est inférieure a 2,5 mol.l- et que le maintien de la structure de sa

membrane et le fonctionnement de ses protéines elles-mémes halophiles en dépend.
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Les groupes de bactéries capables de se développer dans des conditions alcalines en présence
de sel sont appelés haloalcaliphiles, dotés de mécanismes d'adaptation spéciaux pour survivre
et croitre sous la salinité et le pH alcalin (Feng et al., 2005;Joshi et al., 2006). Horikoshi
(1999) divise les alcaliphiles en deux groupes physiologiques principaux : les alcaliphiles et
les haloalcaliphiles. Si les micro-organismes halophiles ont besoin de NaCl pour la
croissance, les alcaliphiles eux, utilisent le Na* pour l'ajustement du pH intracellulaire, le

transport de soluté et la rotation des flagelles (Krulwich et al., 1982).

L’intervalle de salinité¢ de croissance de la souche alcaliphile isolée s’étend a 25%, avec un
optimum marqué entre 10 a 15% (p/v) de NaCl. Un caractere qui selon Kushner (1978) lui
permet de rejoindre la catégorie des bactéries halotolérantes car elle pousse dans un milieu
sans NaCl. Cependant, compte tenu de sa capacité a croitre dans un milieu ou la concentration
en NaCl est supérieure a 20% (p/v), cette souche est plutdt qualifiée de bactérie halotolérante
extréme telle que définie par Tiqula et al. (2006).

La bibliographie relate des travaux dont les résultats vont dans le méme sens. En effet,
Ntougias et Russell, (2001) ont isolé des souches haloalcaliphiles a partir des eaux de lavage
de production d'olive comestible, tolérant jusqua 15% (p/v) de NaCl. Une croissance
maximale des isolats était relevée sur milieux a pH 9 dans une gamme de température allant
de 4 & 35°C.

Isolée du Lac hypersalin Bakhtegan, situé au sud de I'lran, la souche AF-2004 s'est
développée a des concentrations de NaCl allant de 1 a 17%, avec une croissance optimale a
5% (p/v) de NaCl. Cette méme souche a montré une croissance entre 10 et 50°C, dans une
large gamme de pH 5-12 (Amoozegara et al., 2007)

Les travaux de Baati et al. (2009), au niveau de station de sel de Sfax-Tunisie, ont révéle 40
souches halotolérantes, dont la majorité se développait de maniere optimale entre 5-15% de
sel,a 37°CetapH?7.

Les études menees sur le Lac hypersalin Sambhar, en Inde, ont conduit a l'isolement de 93
bactéries haloalcaliphiles qui affichaient une croissance optimale dans des milieux avec 2-
25% (p/v) de sel et un pH de 6-12 (Sahay et al., 2012).
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En 2013, Khelil et al., caractérisaient la souche LMB3981 a partir du Lac EIl Goléa, Gahrdaia,
poussant entre 0 a 25% (p/ v) de NaCl avec un optimum a 7,5% et une croissance sur milieux
depH6a09.

Quant aux isolements sur milieux & différentes concentrations en Mg®", ils ont laissé
apparaitre une croissance variable des trois souches. En effet, cet ion est requis a une
concentration minimale de 0,6% du milieu pour la croissance de la souche JCM 135617, mais
n’est pas indispensable pour la croissance des deux autres souches qui poussent en absence de
Mg?* (Annexe 12). L’exigence variable pour cet ion a été soulevée par Grant et al. (2001) ;
Stan-Lotter et al. (2002) ; Vreeland et al. (2002) et chez la plupart des especes

d’haloarchaea.

D’aprés certains auteurs, 1’exigence pour cet ion refléterait la source du microorganisme. La
Mer Morte est plus concentrée en ion Mg®* qu’en ion Na® de ce fait les espéces isolées de ce
biotope exigent une concentration élevée en ion Mg®* mais modérée en ion Na*. Alors que
celles isolées des lacs hypersalés alcalins, déficients en ion Mg?*, croissent en absence ou en
présence de faibles concentrations en ion Mg®" (Ebel et al., 1999 ; Madern, 2000 et
Kharroub, 2006).

Les concentrations inférieures & 0,02M en Mg®" permettent I’agrégation des cellules
d’Halobacterium salinarum (Kawakami et al., 2007). D’autres part, 1’archaea halophile
Halobaculum gomorense requiére une concentration entre 0,6 a 1,0M de MgCl; en présence
de 2,1M de NaCl (Oren et al., 1995) alors qu’ Haloarcula quadrata perd sa forme carrée ou

pléomorphe & des concentrations inférieures & 0,04M en ions Mg®* (Oren et al., 1999).

Il s’avére que les cellules d’Halobactrerium salinarum  dépourvues de paroi, sont
enveloppées par une pellicule extramembranaire formée uniquement de glycoprotéines reliées

par des ions Mg®*qui permet le maintien de leur forme bacillaire (Panagiotis et al., 2007).

Les alcaliphiles peuvent également étre divisés en psychoalcaliphiles, mésoalcaliphiles,
thermoalcaliphiles, et méthanogenes haloalcaliphiliques (Grant et Tindall, 1986 ; Jones et
al., 1994).
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La gamme de température examinée s’étale de 5 a 50°C pour la souche Alkalibacillus, qui a
montré une tolérance aux variations entre 10 et <50°C, avec un optimum de croissance a

37°C, elle est de ce fait mésophile.

Cette température optimale de croissance semble s’accorder avec les résultats des études
menées au Lac Magadi (Kenya). Effectivement, Duckworth et al. (2000) ont isolé une
Halomonas magadii, qui croit entre 25 et 40°C avec une température optimale de 37°C.
Bolyanskaya et al. (2004) ont également décrit une bactérie Halomonas campisalis provenant
d'un lac alcalin aux Etats-Unis capable de croitre dans une large plage de température entre
10°C et 55°C exhibant un optimum entre 36 a 40°C.

De méme, la bactérie Bacillus halodurans, isolée par Abdelnasser et al. (2007) du lac Wadi
el-Natrun, en Egypte, produisant une protéase alcaline, a été observée & des températures de
25°C & 55°C.

L’optima de températures pour les souches extrémes halophiles isolées, s’étend vers 40°C a
50°C, les classant ainsi dans la gamme des thermotolérants, qui regroupe la majorité des
représentants de la famille des Halobacteriaceae (Grant et al., 2001 ; Castillo et al., 2005 ;
Itoh et al., 2005).

Etant donné que de nombreuses haloarchaea ont été isolées & partir de lacs salés naturels ou
elles sont exposées a des températures élevées, il n'est pas surprenant que les taux de

croissance maximaux de la plupart des especes se situent entre 49 et 58°C.

Méme l'isolat antarctique, Halorubrum lacusprofundi, pousse de maniére optimale a environ
30°C. Fait intéressant, la température de survie maximale pour Haloferax. volcanii, est assez

haute, autour de 60°C.

En dehors de la salinité et de la composition ionique, le pH est important pour déterminer la

composition de toute population microbienne dans une saumure hypersaline.

L’intervalle de pH permettant la croissance de nos isolats varie de 6 a 9,5 avec un optimum

permettant de les classer en neutrophile (pH 7,5) et alcaliphiles (pH 9 et 9,5).
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Ces pH tendent plus vers les valeurs l1égérement alcalines des pH des saumures et sédiments

des sebkhas, sujets d’étude.

Ce résultat confirme ceux de Minegishi et al. (2010), qui soulignent que "la plupart des
représentants des Archaea halophiles aérobies sont neutrophiles, beaucoup sont alcaliphiles,
avec une espece modérément acidophile, Halarchaeum acidiphilum dont le pH de croissance

ne dépasse pas 6,0.

Selon Kiss Pappo et Oren (2000), les membres de la famille des Halobacteriaceae,
présentant une température optimale de croissance entre 40 et 45°C, sont subdivisés en deux

classes :

- Les Haloneutrophiles : ont un pH de croissance allant de 5 a 8, regroupant les genres :
Halobacterium, Haloarcula, Haloferax, Halococcus, Halorubrum, Haloterrgena,
Natrinema et Halogeometricum.

- Les Haloalcalophiles : ont un pH de croissance basique entre 8,5 et 11,5 regroupant les

genres : Natronococcus, Natrialba, Natronobacterium, Halobacterium et Natromonas.

La souche haloalcaliphile isolée, pousse sur un milieu a pH 6, avec un optimum de croissance
observé a 9,5. On peut raisonnablement avancer que ce n’est pas la limite de son intervalle de

pH.

Le terme alcaliphiles (alcali de l'arabe, carbonate de sodium, phile, aimant). Les alcaliphiles
sont définis comme des organismes qui poussent de maniere optimale a pH supérieure a 8,
certains pouvant méme croitre a un pH supérieur a 11 (Horikoshi, 1999a ; Grant 2000).
Le taux de croissance optimal de ces micro-organismes est observé dans au moins deux unités
de pH au-dessus de la neutralité. Les organismes capables de croitre a des valeurs de pH
supérieures a 9 ou 10, mais avec des taux de croissance optimaux autour de la neutralité ou

moins, sont appelés alcalitolérants (Kroll et al., 1991 ; Jones et al., 1994).

Certaines des plages de pH documentées sur lesquelles les haloalcaliphiles et les alcaliphiles
poussent comprennent : 9,0 a 10 (Horikoshi, 1999), 10-10,5 (Grant et al., 1999), 7,0 -11,0
(Duckworth et al., 2000) et 8 a 11,0 (Abdelnasser et al., 2007).
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Et la liste s’allonge, Zhiyu et al. (2002) isolerent Bacillus okuhidensis a partir d’une zone
thermale d'Okuhida au Japon, dont le pH de croissance s’étend de 6 a 11, l'optimum étant a
pH 10,5 en présence de 10% de NaCl (p/v).

En 2012, Li et al. décrivaient une bactérie alcaliphile Halobacillus sp. LY5, isolée d’un sol
salin au Japon, cultivée sur une large gamme de concentrations en sel (0,5 a 15%) avec une

croissance optimale observée a pH 10, entre 37- 42°C et a 12% (p/v) de NaCl.

Selama et al. (2014), rapportaient treize bactéries haloalcalitolérantes et haloalcaliphiles
isolées des sols du Sahara Algérien. Toutes les souches a l'exception d’une présentaient une
gamme de pH de croissance entre 5 et 12 indiquant un caractéere alcaliphile, et une souche
alcalitolérante avec un pH entre 5 et 9. Bacillus clausii, bactérie haloalcaliphile, isolée d’un
sol salin en Iran, se développant & pH neutre mais lorsque I'acidité du milieu s’¢éléve a 9, la
croissance est optimale accompagnée de grandes quantités de protéase alcaline produites.
(Torbaghan et al., 2016).

Autant de résultats qui viennentt une fois encore étayer les valeurs de pH observées avec nos

isolats, montrant que l'alcalinité favorise la croissance des haloalcaliphiles et des alcaliphiles.

Les halobactéries aérobies menent généralement un style de vie hétérotrophique. Cependant,
en dépit de leur exigence commune en sel a des concentrations élevées pour la croissance,
leurs demandes nutritionnelles et leurs voies métaboliques sont tres différentes (Adrian et al.,
2012).

Les bactéries haloalcaliphiles sont en majorité peu tentées par le glucose (Tableau 16). En
revanche, ce monosaccharide est le plus assimilé par les souches d’Archaea isolées (Mormile
etal., 2003 ; Oren & Mana, 2003 ; Gruber et al., 2004 ; Litchfield et al., 2006).

Bien que la plupart des Archaea halophiles utilisent préférentiellement des acides aminés
comme source de carbone et d'énergie, il existe des especes utilisant des hydrates de carbone
telles que Haloarcula marismortui, Halococcus saccharolyticus et Haloferax mediterranei.
Ces especes ont la capacité de métaboliser les pentoses (arabinose, xylulose), les hexoses
(glucose, fructose), le saccharose et le lactose (Rawal et al., 1988, Altekar et Rangaswamy,
1992, Johnsen et al., 2001).
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Des études sur les voies de dégradation du glucose et du fructose chez Halococcus
saccharolyticus ont montré que le glucose est entierement dégradé via une voie de type
Entner-Doudoroff (ED), alors que le fructose est presque completement déegrade (96%) via la
voie d’Embden-Meyerhof (Johnsen et al. 2001).

D’aprés Oren et al. (2002b), les halobactéries ne poussent pas sur les sucres, mais leur
croissance est stimulée par I'ajout de glucides dans le milieu.

Quant a la mobilité, elle s’est par contre révélée positive pour deux souches. Selon Leclerc et
al. (1984), les halophiles possédent un systéeme de mobilité constitué d’un ou plusieurs
flagelles.

La capacité a produire de I’indole est un caractére fréquent chez les halobactéries (Grant et
al., 2001 ; Fan et al., 2004 ; Castillo et al., 2005). Seule I’espéce isolée appartenant au genre

Natronorubrum affiche cette capacité.

L'oxygene a une faible solubilité dans les saumures saturées de sel, en particulier a
température élevée et par conséquent il peut facilement devenir un facteur limitant pour le
développement des Archaea halophiles. Certains produisent des vésicules gazeuses qui leur
permettent d'atteindre l'interface eau-air, tandis que d'autres ont la capacité de se développer

de facon anaérobie (Hou et al., 2000).

Les variantes de croissance anaérobie étudiés chez les Halobacteriaceae comprennent
I'utilisation d'autres accepteurs d'électrons tels que le nitrate, le diméthylsulfoxyde, le N-

oxyde ou le fumarate de triméthylamine ou la fermentation de I'arginine (Oren, 2006).

Parmi les especes archaea halophiles : Haloarcula marismortui, Haloarcula vallismortis,
Haloferax mediterranei peuvent se développer de maniere anaerobie lorsque le nitrate est
présent comme accepteur d'électrons, formant de l'azote gazeux et/ou de I'oxyde nitreux
(Mancinelli & Hochstein, 1986). Compte tenu des faibles concentrations de nitrate
généralement rencontrées dans les saumures hypersalines et de l'absence apparente de
régénération du nitrate par nitrification a des concentrations élevées de sel, on peut s'attendre
a ce que le processus ne se produise que dans une mesure limitée (Oren, 1994). Plusieurs
especes halobactériennes rapportées dans les tableaux (14 et 15) ont recours a cette voie,

cependant sur les trois isolats, seule /’espéce Halorubrum litoreum en est dotée.
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En passant en revue certains résultats d’études, comme souligné par Fazouane et al. (2008),
la majorité des membres de la famille des Halobacteriaceae : Halococcus salifodinae (Stan-
Lotter et al., 1999) Halobaculum gomorrense (Oren et al., 1995) Halobiforma haloterrestris
(Heyzayen et al., 2002) et Halorubrum ezzemoulense (Kharoub et al., 2006), sont des
bactéries aérobies qui posseédent une nitrate réductase, catalase et oxydase positive, B-

galactosidase négative et ne produisent pas d’indole a partir du trytophane.

Haloarcula quadrata (Oren et al., 1999) et Halomicrobium mukohataei (Oren et al., 2002),
présentent une nitrate réductase positive jusqu’au stade gazeux, catalase et oxydase positive et
produit I’indole a partir du tryptophane. D’autre part, Haloferax alexandrinus (Asker et
Ohta, 2002), présente une B-galactosidase, catalase et oxydase positive mais uréase, lysine

décarboxylase et ornithine décarboxylase négative.

De nombreux représentants des Halobacteriaceae produisent des exoenzymes pour dégrader
des polymeéres organiques de maniere extracellulaire, rendant de petites molécules organiques

disponibles comme source de carbone et d'énergie (Johnsen et al. 2001).

Des protéases extracellulaires produites par Halobacterium halobium, étaient utilisées comme
catalyseur pour générer des peptides a partir des protéines (Margesin et Schinner, 2001).

Les activités des enzymes hydrolytiques des Archaea halophiles, en particulier les protéases,
sont bien connues pour nuire a la conservation des aliments salés et des peaux (Kallenberger,
1984; Bailey et Birbir 1993, 1996 ; Birbir et llgaz 1996; Elevi et al., 2004; Birbir et al.,
2004).

Par contre, les lipases qui catalysent 1’hydrolyse des triglycérides présentent un intérét
potentiel pour I’industrie des détergents. Boutaiba et al. (2006) ont mis en évidence 1’activité
lipolytique d’une archaebactérie halophile extréme, Natronococcus sp, qui hydrolyse I’huile
d’olive.

En 2007, les travaux de Birbir et al., sur le Lac hypersalin Tuz et deux principales stations de
salaison en Turquie, ont récolté 37 souches d’archaea extrémes halophiles révélant des
activités élevées de protéase, de lipase, de DNAse et d'amylase, ainsi qu’une activité

cellulosique chez 57% des isolats.
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De nombreuses études de caractérisation des bactéries halotolérantes et halophiles ont montré
que leurs enzymes sont souvent stables et restent actives a des températures au-dessus de
50°C, sur un large intervalle de pH et aux fortes salinités (jusqu’a 30% p/v) (Prakash et al.,
2009). L’exemple des protéases isolées et caractérisées a partir de plusieurs bactéries
halotolérantes telles que les especes du genre Bacillus sp. (Setyorini et al., 2006), présentent
une activité optimale en présence de 3% a 25% (p/v) de NaCl, sur un intervalle de pH de 5 a

10 et aux températures comprises entre 40 et 75°C (Vidyasagar et al., 2009).

Les halophiles modérés ont eu la belle part des travaux de Baati et al., menés en (2010), au
niveau du bassin de saumure a Sfax-Tunisie. La plupart des souches isolées s’avere
productrice d’hydrolases. En I’occurrence 60% des isolats produisaient des phosphatases,
15% des protéases, 12,5% des amylases et d’ADNases de maniére égale. 20% des isolats
manifestaient deux activités hydrolytiques, alors que 5% des souches étaient capables de

produire trois activités hydrolytigques.

Ainsi, la communauté microbienne des milieux hypersalins est dominée par des micro-
organismes halophiles bien adaptés qui, dans de nombreux cas, sont des polyextrémophiles
avec la capacité de croitre de maniere optimale, non seulement a des concentrations élevées
de sel, mais aussi a des valeurs de températures et de pH élevées ou basses (Bowers et
al.2009a, Mesbah et al. 2012). Selon les caractéristiques présentées dans les tableaux de
résultats, nos souches ont effectivement plus d'un atout pour s’épanouir dans de tels
environnements. Certains halophiles extrémes sont capables de croitre de maniére optimale
sous une combinaison de conditions extrémes. Natronorubrum bangense, s'éléve a ce rang et

apparait avec une certaine poly-extremophilie.

Deux types d’environnements peuvent avoir le sel comme facteur agissant sur les populations
microbiennes ; le sol et I’eau. L’équilibre de sel dans ces environnements est affecté par la
pénurie de la pluie et la forte évaporation en particulier dans les régions semi-arides et arides
(Hachicha, 2007). Les chotts sont qualifiés de véritables machines évaporatrices, I’effet
temperature, évaporation concentration de sels, laisse effectivement une empreinte apparente
sur I’évolution saisonniére des flores isolées aux niveaux des deux sebkhas (Figures 28-29),
qui note une hausse progressive de la population atteignant les taux les plus élevés au mois de

juin,
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Les especes extrémes halophiles sont les plus répondues exceptées au niveau des sédiments
du site 2, ou les bactéries haloalcaliphiles priment. Il n’est pas insolite que les lacs salés
naturels ou les marais salants contiennent jusqu’a 10"-10% UFC par ml d'Archaea halophiles
(Oren 1994 ; Grant et al.,, 2001). lls sont facilement détectés dans ces habitats, car ils
produisent une pigmentation rouge a orange. Ces pigments sont généralement les caroténoides
telle la bactériorubérine. L'importance de cette rougeur dans la promotion de la précipitation
rapide du sel de mer a été documentee. On sait maintenant que les pigments caroténoides des
halobactéries piégent le rayonnement solaire, augmentant la température ambiante et les taux
d'évaporation dans les salines solaires (Aissaoui et al., 2013).
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Figure 28: Répartition mensuelle de la flore halophile isolée des saumures des deux
sebkhas.
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Figure 29: Répartition mensuelle de la flore halophile isolée des sédiments des deux
sebkhas.
Hrr.: Halorrubrum litoreum; Nrr: Natronorubrum bangense; C-5: Alkalibacillus

haloalkaliphilus C-5.
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La répartition spatiale de la flore halophile isolée des saumures des deux sites, représentée par
Nrr. bangense et A. haloalkaliphilus C-5 différe d’un point a I’autre. On reléve aux niveaux
des points d’échantillonnage (OR3 et OR4), (Figure 30) ’accroissement des taux de Na" et
CI. A ce niveau la dominance d’une flore par rapport a 1’autre sera gouvernée par les

propriétés physiologiques dont chacune est dotée.
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Figure 30: Variation de la flore halophile isolée des saumures de sebkha Oum Eraneb en
fonction de la composition en sel

De méme, plus exigeante en sel, la souche extréme halophile Nrr. bangense, est en téte de file
dans les points retirés de sebkha Ain El Beida (Figure 31). L’¢étroite dépendance de cette flore
vis-a-vis du NaCl, ne fait que se confirmer. En 2009, la Revue Internationale de Bactériologie
‘International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology’ avait publié validement
plus de 60 espéces extrémement halophiles. Parmi ces espéces, 45% des especes extrémement
halophiles sont publiés avec [Na +] optima égal ou supérieur a 2,0 M, environ 30% ont des
optimums [Na +] inférieurs a 2,0 M (équivalant a environ 12% p/v de NaCl), dix-neuf sont

publiees a 1,7 M (équivalent a environ 10% p/v NaCl) (Bowers et al., 2009).
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Figure 31: Variation de la flore halophile isolée des saumures de Chott Ain El Beida en
fonction de la composition en sel

Facteur de croissance influant et pas des moindres, le pH vient égalment jouer son role dans la
répartition de la flore haloalcaliphile.

La dominance de bactéries halophiles extrémes est marquée au niveau des points de
prélevement abondants en NaCl (Figures 32-33). Gardons en mémoire que pour I’extéme
halophile Nrr. bangense, le pH optimal de croissance est a 9, sur un intervalle qui s’étend au-
dela, lui permettant ainsi de se propager a des taux appréciables au niveau des deux sites entre
des pH de 8,45 a 9. Capables de contrdler jusqu’a un certain point les conditions
intracellulaires, le pH intracellulaire des bactéries haloalcaliphiles,sera inférieur a celui du
milieu extérieur, de ce fait ces bactéries se répondent sur le site et prennent le dessus quand le
taux de salinité se trouve dans leur spectre salin, et que le pH tend vers leurs optimums de

croissance qui est a 9.5.
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Figure 32: Influence du pH sur la répartition de la flore halophile isolée des saumures-
Site 1 : Oum Eraneb
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Figure 33: Influence du pH sur la répartition de la flore halophile isolée des saumures-
site 2 : Ain El Beida
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On note que la densité microbienne dans les échantillons de sédiments est nettement plus
abondante de celle des échantillons d’eau. Les figures (34-35) reprennent cette répartition au
niveau des deux sebkhas creusée par 1’écart de salinité d’un point a I’autre.

Cette différence peut étre corrélée avec les caractéristiques géochimiques des sédiments, en
outre, la biodisponibilité de la matiére organique et d'autres facteurs physico-chimiques qui

pourraient avoir un fort impact sur la communauté microbienne (Birbir et al., 2004).
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Figure 34: Répartition de la flore halophile isolée des sédiments-Sebkha Oum Eraneb.

#K+ ®mHrr. MC5 mNas mCl-

140000 160000

130000

120000 140000

110000 l

100000 120000

90000 100000
{: 80000 E
S 70000 80000

60000 z

50000 . 60000

40000

30000 40000

20000 20000

10000

AB1 AB2 AB3 AB4

Figure 35: Répartition de la flore halophile isolée des sédiments- Chott Ain El Beida

L'abondance dans ces milieux des bactéries Gram-négatif par rapport aux Gram-positif
pourrait étre expliquée par la différence dans la composition de la paroi cellulaire qui protege

la membrane cellulaire par sa rigidité osmotique, des ruptures mécaniques (Block, 2001).

Selon Wiegel, (1999) la famille des Halomonadaceae constitue probablement le groupe
Gram négatif le plus important dans les environnements salés, alors que la majorité des Gram

positifs sont associés au spectre plus varié de Bacillus.
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Cette dominance des bactéries Gram négatif a été relatée par certains travaux. En effet, les
Halomonadaceae représentaient la majorité (52.5%) des isolats récoltés de la station de Sfax
en Tunisie, regroupant trois genres: Halomonas (35%), Cobetia (12,5%) et
Chromohalobacter (5%) (Baati et al., 2010).

Le bilan des analyses taxonomiques des bactéries modérément halophiles provenant d'habitats
hypersalins en Egypte, a montré que les bactéries Gram négatif représentaient 84,5% des
isolats ; affiliés a cing genres: Pseudoalteromonas, Flavobacterium, Chromohalobacter,
Halomonas et Salegentibacter. Les bactéries Gram positif représentaient uniquement 15.5%
du total, réparties entre les genres Halobacillus, Salinicoccus, Staphylococcus et

Tetragenococcus (Ghozlan et Deif, 2006).

Une étude menée en Corée, a indiqué que la collection d'isolats récoltés a partir des étangs de
de saumures était dominée par des bactéries Gram neégatif (70,3% du total) affiliées aux
familles : Vibrionaceae (37,5%), Pseudoalteromonadaceae (10,9%), Halomonadaceae
(7,8%), Alteromonadaceae (7,8%) et ldiomarinaceae (6,3%). Les bactéries Gram positif
quant a elles inscrivaient 29,7% du total (Yeon, 2005).

Certains travaux ont mis 1’accent sur la diversité microbienne des lacs salés algériens, parmi
lesquels, les études moléculaires de Boutaiba et al. (2011), qui ont révélé la présence de
Haloferax, Halorubrum, Halalkalicoccus, Haladaptatus, Halobacterium et Halosarcina, dans

deux sebkhas algériennes.

Quelques années plus tard, Imadalou-Idres et al. (2013) ont signalé la présence de vingt-
quatre souches d'archaea halophiles cultivables isolées de trois environnements algériens (les
étangs de salaison a Ichekaben, Bejaia et sebkhas a Ouargla et Oran) appartenant a trois
genres de la famille Halobacteriaceae : Haloarcula isolé de tous les sites, tandis que
Halorubrum et Natrinema ont été trouves a Ouargla et Ichekaben uniquement. Le genre
Halorubrum domine fréqguemment les communautés microbiennes en milieu hypersalin (Park
et al., 2009 ; Shao-Xing Chen, 2013 ; Srivastava et Kowshik, 2013).
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En effet, une étude de la population microbienne qu’abritent des cristaux de sel récupérés du
fond d'une station saline, située en zone coOtiere tunisienne, par le biais d’analyses
phylogénétiques de I'ARNr 16S, a dévoilé une communauté archéenne (Baati et al., 2010).
Identifiée, cette communauté était comparable a celle des étangs salins et des lacs salés
précédemment étudiés dans diverses parties du monde (Anton et al., 2000 ; Benlloch et al.,
2001 ; Ochsenreiter et al., 2002 ; Rossello-Mora et al., 2003 ; Bolhuis et al., 2004 ; Pasic et
al., 2005 ; Fendrihan et al., 2006 ; Maturrano et al., 2006 ; Bardavid et al., 2008).

La dominance était a I'archaea carré Haloquadratum walsbyi, isolé par Bolhuis et al. (2004)
et Burns et al. (2004, 2007) a partir des salaisons espagnoles et australiennes, respectivement.
Les autres clones d'archées étaient liés aux genres Halorubrum, Haloarcula et
Natronococcus, dont plusieurs représentants ont été a maintes reprises isolés de nombreux

écosystemes salés dans le monde (Kamekura 1998 ; Burns et al. 2004, 2007).

Dans les lacs salés algériens, plusieurs especes d’Halorubrum ont été signalées comme le
soulignent Imadalou-Idres et al., (2013), il s’agit en outre d’Halorubrum tebenquichense
Halorubrum chaoviator et Halorubrum ezzemoulense, cette derniere espéce présente a la fois

dans les lacs du nord du pays et dans les zones sahariennes (Kharroub et al., 2006).

Certes identifiée en Chine, notre étude est la premiére a rapporter la présence de Halorubrum
litoreum, de Natronorubrum bangense ainsi que I’Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5 dans les

dépressions salées du Sahara algérien.

Les résultats des tests d’antibiotiques reflétent la résistance des deux souches extrémes
halophiles aux antibiotiques tels que 1’érythromycine, streptomycine, chloramphenicol,

ampicilline, ciprofloxacin et néomycine (Figure 36).

Ces résultats sont compatibles a ceux de Birbir et al. (2004) qui soulignent la résistance des
douze souches d’archaea, récupérées d’une mine de sel en Turky, a I’amikacine, ’ampicilline,
carbenicilline, cefadroxil, chloramphénicol, ciprofloxacine, érythromycine, gentamycine,

néomycine, pefloxacine, pénicilline, streptomycine et tétracycline.
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Les travaux d’Ozcan et al., (2006) menés sur six environnements hyper salins en Turky, ont
abouti a 33 isolats appartenant a 9 genres de la famille d’Halobacteriaceae : Halorubrum,
Natrinema, Haloarcula,  Natronococcus, Natrialba, Haloferax, = Haloterrigena,
Halalkalicoccus et Halomicrobium. Ces souches résistaient pratiquement a la méme gamme

d’antibiotiques.

(©

Figure 36: Résultats de I’antibiogramme des souches isolées : Natronorubrum
bengense (a) ; Halorubrum litoreum (b) et Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5(c).

Les données bibliographiques consolident ces bilans, car les membres des Halobacteriaceae
sont généralement insensibles a I'érythromycine ou ne sont inhibées que par de trés fortes
concentrations (Hilpert et al., 1981; Pecher et Beeock, 1981 ; Bonelo et al., 1984 ; Bock et
Kandler, 1985). Ces mémes auteurs déclarent que les Archaea halophiles (Halobacterium,
Halococcus, Halorubrum, Haloferax spp.) sont résistants au chloramphénicol ou sont

inhibées seulement a trés forte concentration.
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L’absence de la muréine chez les archaea, les rend insensibles a la plupart des antibiotiques
qui inhibent la synthése de la paroi cellulaire. Elles ne sont pas affectées par les
concentrations élevées de pénicilline, de cyclosérine, de vancomycine et de céphalosporine,

tous inhibiteurs de la synthese de la muréine (Perry et al., 2004).

La synthése des protéines des archaea elle non plus n’est pas affectée par les antibiotiques
usuels : chloramphénicol, cyclohéximide et streptomycine, sauf la néomycine qui est
inhibitrice a de concentrations élevées. La tétracycline est aussi un inhibiteur peu efficace

bien qu’elle inhibe la synthése protéique des bactéries et eucaryotes.

Tortota et al. (2003) Perry et al. (2004), suggerent que la structure des ribosomes des
Archaea est tres différente de celle des bactéries et des eucaryotes.

Partant de ce postulat et du principe que le chloramphénicol, I'érythromycine et I'anisomycine
étaient utilisés pour différencier les protéines archéennes et bactériennes synthétisées (Oren,
1990b, 1991 ; Pedros-Ali' et al., 2000 ; Gasol et al., 2004). Bardavid et Oren (2008) ont
mesuré l'incorporation d'acides aminés en suspension dans un bassin de saumure par
Haloguadratum walsbyi ; I'archaea dominant dans ces biotopes isolé par Burns et al., (2007),
d’une part et une bactérie extrémement halophile du genre Salinibacter (Ant‘on et al., 2000,
2002) d’autre part. Ils ont observés que les taux d’incorporation des acides aminés étaient
deux fois plus élevés chez la bactérie et conclu que I'érythromycine (20-40 mgmL™) et
I’anisomycine (10-20 mgmL™) conviennent pour différencier les activités archéennes et

bactériennes dans cet écosystéme.

Le chloramphénicol inhibe en effet la plupart des bactéries halophiles y compris le
Salinibacter extrémement halophile, a des concentrations plus elevées cet antibiotique ralentit
I’incorporation des acides aminés par Haloquadratum. Le degré d’inhibition de ce dernier
dépend de la concentration en sel de la saumure dans laquelle les cellules étaient en

suspension.

L’anisomycine, connu comme un inhibiteur de la synthése des protéines eucaryotes, est un
inhibiteur tres efficace de la synthese des protéines chez les Archaea halophiles (Pecher et
Béock, 1981).

106



Résultats et discussion

La souche C-5 s’est montrée insensible envers un grand nombre d’antibiotiques testés, en
outre la kanamycine, ’ampicilline, streptomycine, gentamycine et rejoint la majorité des

souches alcaliphiles dans sa sensibilité aux bacitracine, navobiocine et pénicilline.

Les antibiotiques sont connus pour étre sensibles aux conditions environnementales telles que
la température, I'exposition a la lumiére et le pH. Effectivement le pH acide peut avoir un
effet négatif sur I'efficacité de plusieurs antibiotiques (Falagas et al., 1997). Néanmoins, Tres

peu d'informations sur la stabilité des antibiotiques dans les milieux alcalins sont disponibles.

Florey (1972), Regna et al. (1946) et Loftin et al. (2004) affirment que les conditions
alcalines ont un impact négatif sur I'efficacité de plusieurs antibiotiques courants, y compris

I'ampicilline, la streptomycine et la tétracycline.

Plusieurs articles publiés sur des organismes alcaliphiles isolés, provenant de diverses
sources, fournissent des données sur la résistance aux antibiotiques et les susceptibilités de ces
organismes. Par exemple, Anoxvabacillus pushchinensis, est résistante a plusieurs
antibiotiques y compris la peénicilline, la vancomycine, I'ampicilline, la streptomycine et le
chloramphénicol (Pikuta et al., 2000).

Une autre bactérie, Chimaereicella boritolerans s'est révélé insensible a la kanamycine, la
gentamycine, et la penicilline. Chimaereicella alkaliphilia s’est avérée résistante a la

kanamycine, la céphalothine et le chloramphénicol (Ahmed et al., 2007).

Alcaligenes latus isolé a partir d'effluents industriels alcalins a marqué sa résistance a la

carbénicilline, la furazolidone, la pénicilline et au zinacef (Ali et al., 2009).

L’efficacité des antibiotiques a 1’égard des bactéries capables de se développer sur une large
gamme de valeurs de pH allant de 7 a 11 a été testée. Les résultats ont montré que la
concentration minimale inhibitrice de plusieurs antibiotiques, y compris la tétracycline, variait

selon les différentes valeurs du pH.

Plusieurs antibiotiques se sont révélés inefficaces contre Halomonas eurialkalitolerans a des
pH supérieurs a 8, y compris la tétracycline, I'ampicilline, la kanamycine, la néomycine, la

roxithromycine et la streptomycine.
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La vancomycine était sans effet a toutes les valeurs de pH testées en raison de sa dégradation
connue dans des conditions alcalines. De facon surprenante, I'érythromycine et le
sulfaméthizole étaient plus efficaces contre 1’halobactérie a pH 11 que dans les milieux
neutres. Le changement de la CMI observable dans des conditions alcalines semble indiquer
que la résistance aux antibiotiques observée chez ces bactéries est I'effet de I'alcalinité sur les
antibiotiques testés et pas necessairement l'activité des produits du gene de résistance aux

antibiotiques.

108



Conclusion

« Nul ne peut atteindre l'aube sans passser par ['ombre
de la nuit »

K.Gibran.



Conclusion

Conclusion

Les procaryotes montrent une extraordinaire capacité d’adaptation aux conditions
physicochimiques drastiques régnant dans certains environnements dits “extrémes” tant en
termes de température, de salinité, de pH que de pression hydrostatique. Répandues dans ces
niches écologiques extrémement hostiles, ces micro-organismes vivent en utilisant leur

polyvalence adaptative dans différentes situations de stress.

Le Sahara est sujet a de grandes fluctuations de parameétres tels que la température, le pH ou
la salinité. Les milieux hypersalins, représentés par les chotts, sebkhas et sols salins, sont un
exemple typique d'environnements extrémes abritant une flore microbienne, qui défie les lois
de la biologie et se développe aux limites de la vie. Ces microorganismes constituent un outil
performant pour les sciences fondamentales du fait qu’ils représentent le modele unique de la

stabilité des biomolécules aux conditions extrémes de 1’environnement.

Impregné par cette idée, nous avons adopté dans ce travail une approche physico chimique
combinée aux méthodes culturales et moléculaires, a la recherche d’halobactéries dans deux
depréssions salées non explorées sous cet angle jusque-la: Oum Eraneb et Ain El Beida,

situées a Ouargla, dans le désert Algérien.

La physico chimie des saumures et sédiments de ces sites a permis de les comparer a d'autres
environnements salins terrestres (athalassohalins) et aquatiques (thalassohalins) du monde, en

soulignant leur abondance en sel et leur alcalinité.

En effet, les sites étudiés offrent des conditions inhabituelles d’aridité, de sécheresse du climat
avec une abondance en sel (128 et 165g /l), une certaine alcalinité traduite par les pH des
saumures qui fluctuent entre 7,47-9,58 et 7,41-9,9 a Oum Eraneb et A.El Beida
respectivement.

Un gradient de concentration de salinité croissant de la périphérie vers le centre est remarqué
au niveau des dépressions salées. L’¢élévation de la température au cours de la saison estivale
est le principal facteur d’une évaporation intense qui, par conséquent, est a ’origine de
I’augmentation des concentrations de sel dans ces saumures. Le facies chimique des eaux du
chott d’Ain El Beida et sebkha O. Eraneb n’a pas montré de variations notables au cours des

compagnes d’échantillonnage étalées sur des mois, il est chloruré sodique potassique.
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L’analyse des sédiments dresse un profil semblable et dévoile un pH qui va de 8 a 9 avec un
taux de salinité de 1,71% dans le premier site et de 2,26% au niveau du second. Les ions sont
représentés par les chlorures, les sulfates. Les cations sont représentés par le sodium et le
calcium. De faibles teneurs en potassium sont observées, ce qui, a I’exception de 1’abondance

des carbonates de calcium, cadre avec les conclusions tirées sur la nature des sols salés.

Quant a I'exploration microbienne de ces écosystéemes aquatiques sahariens, elle s'est avérée
intéressante et a révélé la présence de souches halophiles modérés mais également halophiles
extrémes alcali-thermotolérantes. Le spectre salin de deux isolats montre qu’elles peuvent
croitre sur des milieux contenant jusqu’a 25% et méme 30% (p/v) NaCl avec un optimum de

croissance observé a 20% (p /v) NaCl, rejoignant le rang des halophiles par excellence

Les résultats du séquencage, certifient I’appartenance de deux isolats au domaine des
Archaea, ordre des Halobacteriales. 11 s’agit des especes Halorubrum litoreum
Natronorubrum bangense. Ainsi que la souche bactérienne halotolérante extréme
Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5. Certes identifiées, ces espéces n’ont pas été rapportées
auparavant dans de tels écosystémes du désert Algérien.

La présence de cette flore au niveau des deux sites avec une forte représentativité des archaea
halophiles extrémes, est un constat qui rejoint les conclusions de multiples travaux. Retenons
que les bactéries extrémement halophiles représentent environ 25% de la population

procaryotes, réparties de maniére égale entre des espéces aérobies et anaérobies.

La répartition spatiale de cette flore par site a fait ressortir que les especes extrémes halophiles
en quéte de sel, se concentrent vers les points de prélevement les plus retirés des sebkhas et de
ce fait, les plus abondants en sel. Certes, stimulée par les pH alcalins la flore haloalcaliphile
est freinée par les taux ¢levés de salinité au fur et & mesure qu’on s’infiltre au cceur de ces
dépressions salées.

La répartition mensuelle des isolats par site, retrace leur abondance en période chaude,
favorisée par la hausse des températures et la concentration de sel sous I’effet des taux
d’évaporation croissants.

Peu d'information existe a ce jour concernant la diversité des micro-organismes halophiles et
halotolérants isolés des sols salins. Ce domaine commence a peine a étre exploré et apprécié,

car parallelement a leur diversité, les constituants cellulaires et les biomolécules de ces
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halobactéries sont dotées de propriétés structurales, de stabilité et fonctionnelles tout a fait

exceptionnelles.

Les enzymes de ces micro-organismes trouvent, d’ores et déja, des applications en
biotechnologie. Gréace aux approches microbiologiques et moléculaires, le biofonctionnement
des niches écologiques qu’occupent ces extrémophiles est de mieux en mieux appréhendé,
mais il reste encore de grandes inconnues biogéomicrobiologiques, qui n’ont toujours pas été

complétement élucidées (biodégradation anaérobie des hydrocarbures par exemple).

Ainsi, I’exploration des environnements extrémes tels que sebkhas Oum Eraneb et Ain El
Beida, constitue une entreprise de longue haleine qui n’est que partiellement réalisée.

Il est tentant de penser que ces deux ecosystemes particuliers sont, de par nos résultats, un
gisement d’espéces halo-alcaliphiles. La recherche d’intérét biotechnologique de ces souches
ne faisait pas partie des objectifs fixés dans cette étude. Un pas dans cette direction vise d’une
part, a se pencher plus sur alcaliphiles au bagage enzymatique a prospecter, d’autres parts, a
reprendre les isolements en elargissant le champ d’investigation par sebkha et en optimisant
les parameétres de culture, en prédilection pour les espéces extremhalophiles en quéte de

biomolécules ; enzymes, substances antibactériennes, polymeres et extremolytes.

« Ce qui est maintenant prouvé ne fut jadis quimaginé.>»

W. Blake.
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Annexes

Annexe 01 : Tableau 17: Exemples d’halophiles et halotolérants et solutés organiques

compatibles.

Soluté organique compatible

Exemple

Glycine bétaine

Halotolerant: Thioalkalivibrio versutus;
Actinopolyspora sp.

Halophile: Actinopolyspora halophila;
Halorhodospira halochloris Methanohalophilus
portulcalensis; Methanosarcina thermophila;
Synechococcus sp.

Ectoine

Halotolerant: Sporosarcina pasteurii.;
Brevibacterium epidermidis; Thioalkalimicrobium
aerophilum; Vibrio cholerae and V. costociola
Halophile: Chromohalobacter israelensis;
Chromohalobacter salexigens; Halorhodospira
halochloris; Halomonas elongata, H. variabilis
and phylogenetically related organisms;
Methylarcula marina and M. terricola;
Methylophaga alcalica and Methylophaga
natronic

Ne-acetyl-B-lysine

Halotolerant: Methanosarcina thermophila;
Methanothermococcus thermolithotrophicus;
Methanosarcina mazei

Halophile: Methanohalophilus portucalensis ;
Methanohalophilus

Tréhalose

Halotolerant: Pyrobaculum aerophilum;
Sulfolobus solfataricus and S. ambivalens;
Thermoproteus tenax; Thermoplasma acidophilum
Halophile: Actinopolyspora halophila;
Chromohalobacter israelensis; Desulfovibrio
halophilus; Rhodothermus obamensis.
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Annexe 2. Appareils de mesure et d’analyse utilisés et phase d’enrichissement

pH-metre de type WTW ‘ Conductimetre modele Delta OHM- (HD
3406.2)

Spectrophotométre DR 2000. Photométre DILANGE(JENWAY)

Enrichissement sur milieu liquide des échantillons de saumures et de sédiments prélevés des deux
sebkhas
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Annexe 3 : Calcul de I’évaporation
e  Formule de Boutoutaou
La formule de calcul de 1’évaporation des plans d’eau pour les conditions climatiques de 1I’Algérie,

exprime 1’évaporation aux moyens de la température, de I’humidité de I’air et de la vitesse du vent

(Boutoutaou, 1995).

Pour le sud de I’ Algérie : (zones arides et semi-arides)
E =0,342-n-D°"3(1+0,39V,)

E — Evaporation en mm/mois ;

n— Nombre de jours du mois considéré. (Pour janviern=31, pour févriern=285, pour mars

n=3letc.)

V, — vitesse du vent mesuree a une hauteur de 2 métre du sol, en m/s;

vV, =0,77-V

V —Vitesse du vent mesurée a la station météorologique en m/s

D — Déficit de saturation de 1’air en mb (millibars), donné par la relation suivante :

D = 0,0632(100 — H )e°°¢%2")
H — Humidité moyenne mensuelle de I’air en % ;

t — Température moyenne mensuelle de I’air en °C.

G000 I I |
Boutoutaoy
so0 M esUre
E S Ivana v
T Fa"_ﬂ! = —ﬁ}%\\ Turc
200 ~\\
200 "f// Saal %‘Mﬁ
/-_‘_,_,-o-""_'_'_'_,_,__,—._\_
100 fﬁ \\“‘3—-:
]}
]
E =2 5 T I £ £ £ £ X B &
: § £ = = = 35 & € 3 & %
= b = S 2 i
o = &

Figure 37: Récapitulatif des résultats des trois méthodes de calcul montrant I’écart d’estimation de
I’évaporation
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Annexe 4 : Résultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des différents échantillons

Site 1 : Moyenne mensuelle des analyses physico-chimiques (mg/ml)

Site 1:

Oum

Eraneb T° pH Ca++ Mg++ Na+ K+ HCO3- CO3-- Cl- SO4- CO2
Janvier 11,02 8,2 5718,75 1836,37 15395 626,75 21,41 0,23 20780,5 17138,25 0,28
Février 11,55 8,43 17187,5 8192 106667,5 5500 737,45 33,24 130562,5 138250 3,75
Mars 10 8,52 3830,75 2638,25 18490,5 1491,12 522,15 29,63 26451,25 20843,75 3,81
Avril 19,25 9,11 1602,5 2235,5 11201 1121,67 1465,77 93,13 15688,25 12812,5 0,69
Mai 25 8,65 1999 4686,75 50355,25 994,75 406,8 56,47 64428,5 48585,75 1,20
Juin 25 8.54 1040 1752,22 11260,25 235,25 404,9 41,46 16005,25 11954,25 0,85

Site 2 : Moyenne mensuelle des analyses physico-chimiques (mg/ml)

AinSIiZtIeBZida T pH Ca++ Mg++ Na+ K+ HCO3 Co3 Cl S04 C0O2
Janvier 11,6 7,86 2589,75 7971 93241,75 2028,5 457,84 101,47 121970 68395,25 1,51
Février 11,75 8,7 11185,75 5922,75 94592,75 2698,25 313,32 221,59 114202,5 91060,5 0,61
Mars 12,15 8,96 2686 4830,25 96781,25 1779 376,76 136,61 134843,25 66428,5 0,69
Avril 25 9,53 2520 7305 86644,25 2102,5 332,62 326,69 122077 23460,25 0,16
Mai 25 8,99 2482,5 8422,5 73345,25 1793,5 443,06 170,55 114531,37 69869,25 0,63
Juin 25 8,33 2940 8092,25 110684,5 1951 494 22,98 172182,25 31747,5 2,45
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Site 1 : Oum Eraneb- flore isolée des saumures

Site 1 Souche orange Souche beige

Moyenne

(x10%) /ml | Jan Fev Mar Avr Mai Juin Jan Fev Mars Avr Mai Juin
O.Eraneb 32 |43,75| 45 |57,25| 62,5 65,5 24 34 32,75 44 52,5 58,75
Site 1 : Flore isolée des sediments
Site 1 Souche rouge Souche beige

Moyenne

(x10°) /g Jan Fev Mar | Avr Mai Juin Jan Fev Mars Avr Mai Juin
O.Eraneb | 29,5 | 42,75 | 36,5 | 58,75 | 69,25 | 75,25 31 42,5 45 54,25 | 62,5 | 655
Site 2 : Ain El Beida- flore isolée des saumures
Site 2 Souche orange Souche beige

Moyenne

(x10%) /ml | Jan Fev Mar | Avr Mai Juin Jan Fev Mars Avr Mai Juin
A.El Beida |66,25|74,75| 77 |89,75| 109 123,25 37 43 49,75 | 57.25 66 71
Site 2 : Flore isolée des sediments
Site 2 Souche rouge Souche beige

Moyenne

(x10°) /g Jan Fev Mar | Avr Mai Juin Jan Fev Mars Avr Mai Juin
A.ElBeida [49,25| 60 | 65,25 76,25 | 90,75 | 106,25 60 78 80 97 102 105

Annexes
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Annexe 5 : Aspects macroscopiques et microscopiques des isolats

~
. v 9 .

Cufture 36h@37°C dans du YPC

Culturs owec-nght @37 Cdans du YPC
s Soeeme115 Colue v gt €37 das e 10O
sy DOBI0nm=1,15
Cuftare over-nght 837 C dans du YPC
Culture over-night @37 Cdans du YPC

DOE0Inm=12
DOB00Am=032 - o

Annexes
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Culturs owec-night @37 Cdansdu YPC
DO 608 nm =064

Calture over-aight @37°C dans du YPC Oubuze 36k @ITC s du TIC
D060 A =071 D060 mm=1.3

Cuiture 36h @37°C dass du YPC

Culture over-aght @37 C dans du YPC 20620 =025
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Annexe 6 : Croissance des isolats a différentes températures

&

Souche Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5 croissance a 37°C

Figure 38: Aspects des cultures a différentes températures d’incubation
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Annexe 7 : Croissance des isolats a différentes concentrations de NaCl

(b) ()
Souche Halorrobrum litoreum a 20% (a), 30% (b) et 35% (c) (p/v) de NaCl

Souche Natronorubrum bengense a 10% (p/v) de NaCl

F

Souche Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5 a 10 (a) et 15% (p/v) de NaCl

Figure 39: Croissance des isolats sur milieux de culture a différentes teneur en sel
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Annexe 8 : Le pH de croissance des différents isolats

(b)
Souche Halorrobrum litoreum a pH 7.5(a) et 9 (b)

(b)
Souche Natronorubrum bengense a pH 6.5 (a), 7.5 (b) et 9 (c)

Figure 40 : Croissance des isoltas sur des milieux a différents pH
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Annexe 9 : Séquencage demarche

Tableau 18 : Amorces utilisées et produits de PCR obtenus avec les différentes souches

(LOB).
(ng.pl) (T°C hybridation 55°C) purifié (ng.ul)

Sla 87,7 21F + 1404R (Archées) 24,8
S1b 48,2 21F + 1404R (Archées) 23,5
S2a 2,3 27F + 1492R (Bactéries) 12,5
S2b 3,1 27F + 1492R (Bactéries) 9,8

S3 6,5 27F + 1492R (Bactéries) 17,3
S4a 11,1 27F + 1492R (Bactéries) 14,2
S4b 5,0 27F + 1492R (Bactéries) 26

S5 4,1 27F + 1492R (Bactéries) 24,6
S6a 11,9 27F + 1492R (Bactéries) 26,0
S6b 3,0 27F + 1492R (Bactéries) 21,8
S7 28,4 27F + 1492R (Bactéries) 19,6
S8 37,7 27F + 1492R (Bactéries) 20,4
S9 6,2 27F + 1492R (Bactéries) 18,8
S11 154,6 21F + 1404R (Archées) 18,3
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Annexe 10 : Séquences des isolats

Séquences de I’ADN 16S du S1a Natronorubrum bangense

> Sla_21F

TAGCATGCTAGTTGTACGAGTTTGTACTCGTAGCAGATAGCTC
AGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGGATACCCTCGGGAAACTGAGACTAATC
CGGAATACGATTCCCACGCTGGAACTGCAGGGAATCAGAAACGCTCCGGCGCCATAGGAT
GTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTAC
GGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGG
CGCAGCAGGCGCGARACCTTTACACTGCACGCCAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGA
GGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGTAACCGTAGGAAGGTTACAGAATAAGTGCTGGGCAAG
ACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCC
TARAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCACGCCTAACGTGCGGG
CGTCCGGTGGAAACTGCACGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCTGGGGTAGG
AGTGARATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTAGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGARAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAG
CTGTARACGATGTCTGCTAGGTGTGTCACARACTACGAGTTTGTGATGTGCCGTAGGGAA
GCCGTGAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGARACTTAAAGGAATTGGCG
GGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCAC
CAGCATCGACAATGTGC

Séquences de ’ADN 16S du S2a Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5

> S2a_27F

AAGTCGAGCGCGGGAAGCGAGCTGAAGCCCTTCGGG
GTGGACGCTCGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTGTGA
GACGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACGCATCGAACCGCATGGTT
CGATGATCARAGATGGCTTCTTGCTATCACTCACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGTTAG
TTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCATCCG
CAATGGACGCAAGTCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGTCTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTGAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCT
CACCAGARAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAG
GCCACAGCTCAACTGTGGAGGGCCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGA
GCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGARAGCATGGGTAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTCCAACCCTT
AGTGCTGCAGTTAACGCAATAAGCACTCCGCCT

Séquences de I’ADN 16S du S11 Halorubrum litoreum

> S11_1404R

CCGCGATTACTACCGAATCCAGCTTCATGTGGGCGAGTTGCAGC
CCACAATCCGAACTACGATCGAGTTTCTGAGATTACCGTCTCCTTTCGGAGTTGGAACCC
TTTGTCTCGACCATTGTAGCCCGCGTGTTGCCCAGCACATTCGGGGCATACTGACCTACC
GTTGCCCGTTCCTTCCTCCGTGTTAGCCACGGCGGTCCCCCTACTGTCCCCAGCTACCTC
GCGGTACTGCTGGCAAGTAAGGGTGCGGGTCTCGCTCGTTGCCTGACTTAACAGGACGCC
TCACGGTACGAGCTGACGGCGGCCATGCACCTCCTCTCTGAGGCTCGGATAAGGTCATCA
ACCTGATCGTCATTACCACAGTCGATGCTGGTGAGATGTCCGGCGTTGAGTCCAATTARA
CCGCAGGCTCCTCCGGTTGTAGTGCTCCCCCGCCAATTCCTTTAAGTTTCATCCTTGCGG
ACGTACTTCCCAGGCGGCCTGCTTAGCGGCTTCCCTACGGCACAGCACCCACTCGTAGTG
GGAGCCACACCTAGCAGGCATTGTTTACGGCCAGGACTACCCGGGTATCTAATCCGGTTC
GAGACCCTGGCTTTCGTCCCTCACTGTCGGATCCGTCCTCGCGACGTGCTTTCGCCATCG
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GCGGTCCGTCCAGGATTACGGGATTTCACTCCTACCCCGGACGTACCCGTCGCGCCTTCC
GGTCCCAAGCCACGCAGTTTCTACCGGGCGCCCACCTGTTGAGCAGGTGGATTTCCCGAT
GGACTTGCGCGGCCAGCTACGGACGCTTTAGGCCCAATAAGATCGGCCATCACTTGGGCT
GCCGGTATTACCGCGGCGGCTGGCACCGGTCTTGCCCAGCCCTTATTCTGGTACCACCTT

ACGGTACCGAAAAGCACAGGCGCTATGCCTGTGCACTTGGGATCCCCCTATCGCACTGTC
G
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Annexe 11 : Effets des antibiotiques sur les souches isolées
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Souche Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5

Figure 41: Résultats de I’antibiogramme des souches isolées
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Annexe 12 : Croissance a différentes concentrations de Mg**

[0% Mg®*] [0.69% Mg®*]

[1.29% Mg®*] [3% Mg**]

souche Natronorubrum bengense

[0.6% Mg®'] T [2.4% Mg*]

souche Halorrubrum litoreum
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[0% Mg*']

[3% Mg*']

souche Alkalibacillus haloalkaliphilus C-5

Figure 42: Aspects des cultures sur milieux a différentes concentrations de Mg**
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