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Résumé

Ce présent travail intéresse les bactéries hakgplsblées a partir de marais salants et d’unenéagu
salée dans la région d’Eljadida au Maroc a saves marais salant de Sidi Moussa et de Sidi Abed
et la lagune d’Oualidia.

54 isolats ont été purifiés, cryoconservés et agalyphénotypiquement et génotypiquement,
'analyse phénotypique montre qu’il s’agit de bae® dont 72% sont des Gram positif et 28%
Gram négatif, la forme bacillaire prédomine ave%o&dors que la forme cocci présente 15%.

100% des isolats poussent a 2 ; 3 et 5% de Na@b Jdussent en absence de sel. Ce sont des
halotolérants alors que 29% qui n'arrivent pas asper en absence de sel et sont caractérisés
comme des halophiles. 67% d’isolats tolerent 109%ld€l et 9% seulement arrivent & pousser sur
20% de NacCl.

La croissance des isolats a différentes tempématorentre que les 54 isolats poussent a des
températures meésophiles 30 et 37°C. 33% poussEdt@G et 20% poussent a 55°C. 41% d’isolats
ont pu résister a un traitement thermique de 8@@ant 10 minutes.

La production de 4 enzymes extracellulaires (cafle) amylase, protéase et lipase) a été étudiée, et
il s’est averé que 72,22% des isolats sont capatg@gsroduire au moins une enzyme dont 55%
d’isolats ont une activité protéase, 30% ont unevige amylase, 13% ont une activité cellulase et
2% seulement ont une activité lipase.

L’étude génotypique par la BORAL1R-PCR des 39 isadgtant au moins une activité enzymatique
a montré gu’il s’agit d’'un groupe hétérogéne. Augsolat n'a été groupé avec les souches de
référence de la base de données disponible au LMBapendant, 4 clusters ont regroupé 11
isolats entre eux avec un pourcentage de similisugerieur a 80%.

Mots clés: halophiles, extrémophiles, rep-PCR, BOXLR,
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Avant-propos

Ce mémoire est présenté en vue de l'obtention gibmie de Master
sciences et techniques « Biotechnologie microbienriela Faculté des
Sciences et Techniques, Fes, Saiss. Ce travaié aéétisé au sein du
Laboratoire de Microbiologie et de Biologie Moléaine (LMBM)
relevant du Centre National pour la Recherche tigure et Technique
(CNRST), Rabat, sous la direction de son respoasabl

Monsieur le Professeiilohamed AMAR.
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Introduction generale

Les environnements considérés par 'hnomme et lpapiudes organismes supérieurs comme extrémesreresede
température, pression, pH et salinité sont soueeftdnisés par des micro-organismes, auxquels dormé le nom
d'extrémophiles. Ces derniers, bien adaptés a eeditions physico-chimiques particuliéres, sontatdes d'en tirer

I'énergie nécessaire pour leur croissance eteéirabolisme.

Parmi ces microorganismes, on trouve les bactéaésphiles qui exigent plus ou moins de fortes eotrations en sel
pour leur croissance. Ces bactéries colonisenhdbitats salés tels que les eaux de mers, leslealins salés, les marais

salants... et peuvent vivre dans une large gamnseldeté allant de 10 jusqu'a 300g/I.

La production d’enzymes et d'autres composés edtstaux sels est d’un grand intérét pour les thotelogies qui
recherchent des molécules capables d’opérer darmialitions particulierement difficiles renconsékans de nombreux
procédés industriels. De nos jours, les bactérdsphiles sont considérés comme une source pdtentie métabolites

secondaires a grande valeur ajoutée.

Sur la céte atlantigue du Maroc dans la régionjdtitla, des marais salants se situent entre SiddAds Oualidia, les
caractéristiqgues de la région leurs procurent um fomctionnement en terme d'évaporation et d'impeEahilité. Etant
donné les caractéristiques du site en terme deitéalune investigation orientée vers I'étude dastéries halophiles de

cette zone a été envisagée.
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Nous nous proposons dans ce travail, de caraatéatsd’identifier des isolats de bactéries haltgshiprovenant des
sédiments du site de la région d’Eljadida. Cettmiification sera basée sur le typage molécuigilisant la technique de
la rep-PCR avec une amorce BOXALR décrite comnta &ianeilleure pour typer les bactéries de I'eorirement.

1. MATERIEL.

1. Echantillonnage :

Les prélevements sont effectués dans des flacéritestgardés a 4°C a partir de sédiments des snsatants de Sidi
Moussa, marais salants de Sidi Abed et la laguBeiaidia (figure3) et acheminés immédiatement aodatoire. Une
mesure de température et pH est effectuée sueledu prélevement, la salinité est mesurée une doisé au

laboratoire.
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Figure 3 : Carte montrant les trois sites de préléement

2. Milieux de culture :

Les milieux utilisés pour l'isolement, la culturel&étude des bactéries halophiles sont : le milleyptone Soy Agar
(TSA) et le (Tryptone Soy Broth) TSB (voir compamit en annexegN. Sadfi-Zouaoui et al., 2007)Les milieux sont

additionnés de différentes concentrations de 2#,3%,5%,10%,20%.

II. Methodes :

1. Isolement :

On préléve 15g de sédiment auxquels on additi@drmal d’eau saline a 5% ; ce qui représente nattgisn mere.

A partir de cette solution on effectue une sériglitigions décimales dans de I'eau saline a 5% danglume final de
10 ml jusqu'a la dilution 10"

A partir de chaque dilution on préléve 100 pl qué&ale sur des boites contenant le milieu TSA argentrations de
NaCl : 2, 3 et 5% de NaCl

Aprés une incubation a 30°C pendant 24, 48 et [E2t6énombrement est effectué et les colonies rmonttes aspects
différents sont repiquées afin de les purifier. déuxieme repiquage est nécessaire pour une bonifeegtion des

isolats.

2. Cryoconservation des isolats :

La cryoconservation est réalisée a -80°C en préseet5% de glycérol (cryoprotecteur

permettant de conserver les bactéries intactesitmeleur cristallisation comme suit :

Une colonie est prélevée du milieu gélosé TSAistan culture dans 5 ml du milieu liquide TSB +néoNCl (%=
pourcentage de NaCl sur lequel pousse nos isolats)

Les cultures sont incubées a 30°C pendant 24hu(jaisdptention d’un culot)

4.25 ml sont prélevées de cette culture a laqoellajoute 0.75 ml du glycérol stérile (15%) etaqu’homogénéise a
l'aide d’un vortex.

5ml sont partagés sur 5 tubes eppendorfs (a rdisdnml par tube) et mis a -80°C.
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3. Ftude phénotypique des isolats :

» Caracteres culturaux :

L'étude des caracteres culturaux comprend I'aspedjamétre, la forme, le contour et la couleus delonies sur le
milieu TSA +n% de NacCl.

» Etude microscopique : coloration de Gram :

La coloration de Gram nous permet d'avoir une imfation rapide sur la morphologie des bactériezur, type de
Gram, leur forme, leur mode de groupement, ainsilgur degré de pureté. Ce test est réalisé selprotocole décrit
par Prescott L.M. (Prescott L.M &t 2003).

» Etude enzymatique :

* Recherche de la catalase :

Cette activité a été réalisée selon le protocofgemental décrit par Prescott L.M.
(Prescott L.M etal. 2003).Ce test consiste a mettre une colonie prélevéailileu gélosé
TSA a l'aide d’'une anse en plastique stérile danBediu oxygénée (#02). Le dégagement de bulles de

gaz signifie qu'il y a production de I'enzyme catsg et que le test est positif.

* Recherche de I'oxydase :

L'activité oxydase a été déterminée selon le prtdécrit par Kovacs (1995). Une
colonie est prise du milieu gélosé TSA et misepayier Watman et a laquelle on ajoute le
réactif de I'oxydase. Le développement d’'une cauldeue signifie que le test est positif et

que l'isolat possede I'enzyme oxydd&eescott L.M etal. 2003).

4. Ftude de la croissance bactérienne en fonction de la

concentration de NaCl :

5ml du milieu TSB additionné de différentes concatimns de NaCl
(0%,3%,5% ,10%,20%) sont inoculés par une coloaielthque isolat a I'aide d’une anse stérile, Ibegisont incubés

a 30°C pendant 24, 48 et 72h, I'apparition d’'unibiie témoigne d’'une croissance de l'isolat.
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5. Ftude de la croissance en fonction de la température :

Une colonie de chaque isolat est inoculée dansdumibilieu TSB +n % de NaCl, les tubes sont incubé®, 30, 37, et
50°C pendant 24, 48 et 72h.

La croissance est détectée par la formation dtwbte dans le tube.

6. Test de sporulation :

Une culture fraiche de 24 h de chaque isolat (®stlincubée 10 minutes a 100°C ; ensuite 5 pl dguehculture sont
déposés sur des boites contenant le milieu TSA+@¥all et incubé a 30 °C pendant 24 et 48h. Geatpour but de
mettre en évidence une éventuelle formation deespoar nos isolats.

7. Révélation de Lactivité de certains enzymes

extracellulaires :

» Cellulase :

Les isolats sont cultivées sur le milieu TSA (+ N&CI) + 10g/l de cellulose, les boites sont incisbégh a 30°C.
Apres croissance, les colonies sont inondées paisalution de rouge congo (1mg/ml) pendant 15 resmuPuis une
solution de NaCl alM est additionnée pendant 15utam

L'apparition des halots autour des colonies témmidm la production de cellulase.

(N .Sadfi-Zouaoui et al., 2007).

» Amylases :

Les isolats sont cultivées sur le milieu TSA (+n%@) + 5g/l d’amidon, les boites sont incubées 4880°C, apres
croissance les colonies sont inondées par unda@oldé lugol, I'apparition de zones claires autdes colonies montre
une hydrolyse d’amido(Cowan. 1991).

> Protéases :

Afin de révéler I'activité protéolytique, les istdasont cultivés sur un milieu a base de lait :
» Lait écrémé : 5009/l
* NaCl:ngll
» Extrait de levure : 5g/l
 Peptone: 1%
e Agar: 209/l
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Aprés croissance, des zones de précipitation deal@acaséine autour des colonies témoignent deivitéct

protéolytique.
(N .Sadfi-Zouaoui et al., 2007)

» Lipases :

Les isolats sont cultivés sur le TSA(+ n% NacCl)itddné du Tween 80 (10g/1)
Une zone d’hydrolyse apparait aprés croissanceiad#s colonies productrices de lipase.
(Sierra, 1957).

8. Ftudes génotypique des isolats :

Aprés une extraction de 'ADN génomique, l'idertdtion génotypique des isolats est réalisée ad'dil la rep-PCR

(Repetitive Extragnic Palindromic-Polymérase Cha&eaction) en utilisant 'amorce BOXALR.

» Extraction de 'ADN
L'extraction de 'ADN a été réalisée selon le pagte décrit pafGeert Huys , 2003). Le protocole est réalisé comme

suit :

* Quelques colonies sont transférées dans un tubelegecontenant 500l de la solution RS afin diélier la
majorité d’exopolysacharides

» La suspension est ensuite centrifugée 2 minut@®@alrpm(rotation par minute)

e Elimination du surnagent et resuspension du cudmisdl50ul d’'une solution de lysosyme puis inculmagio
37°C pendant 40 minutes afin de dénaturer la mpesibactéries.

e Ajout de 500 pl de GES (Guanidium-thiocyanate-EDJ&rkosyl), la solution est ensuite mélangée
doucement a l'aide de micropipette jusqu’a I'olitam d’'une solution transparente qu’on laisse repd$
minutes dans la glace. Cette étape permet ladyaketdes cellules.

* Ajout de 250ul de NEAc(7,5 M) ( Acétate d'ammonium), la solution estnise 10 minutes dans la glace afin
de précipiter les protéines.

» Ajout de 500ul de chloroforme/alcool isoaméliqué/(3 puis centrifugation du mélange 20 minutes @0D3
rpm afin de séparer les trois phases :la phaseisupe aqueuse contenant les acides nucléiquehalse du
milieu contenant les protéines, et la phase infiéeie€orrespondant a la phase de chloroforme.

» Transfert de la phase supérieure (700ul) dans tne &wbe sur lequel on rajoute 378ul d'isopropgmmhr
précipiter les acides nucléiques. Le tube est ifegé 10 minutes a 13000 rpm.

e Lavage du culot deux fois avec 150ul d’éthanol @ f®ur précipiter les sels.

e Séchage du culot et resuspension dans 100 ul ael TEris-HCI,EDTA).

* Ajout de 5ul d’ARNase (2g/ml) est incubation 1 rear37°C.
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» Amplification des ADN par la BOXALR :
Avant amplification des ADN, on réalise une éleptrorése sur gel d’agarose a 1% afin de vérifiequalité et la
quantité des ADN. L'amplification par rep-PCR esdlisée suivant le protocole décrit eersalovic et al., 1997kn
utilisant 'amorce BOXA1R, qui reste I'amorce laupl utilisée pour I'identification des isolats dervironnement

isolées a partir de biotopes naturels. Le mélaégetionnel (mastermix) contient les réactifs mantténs le tableau ci-
dessous.

Tableau 3 : Mélange réactionnel de la rep-PCR BOXAR, et leurs volumes correspondant.

Mélange réactionnel Volume par réaction (ul)
Eau distillée stérile 13,45
Gitshier buffer 5* 5
BSA(Serum Albumine Bovine) (10mg/ml) 0,4
DMSO(Diméthylsulfoxide) (100%) 2,5
dNTP(désoxyribonucléotides) (25mM) 1,25
Amorce (0,3ug /ul) 1
Taq polymérase (5U/ul) 0,4
ADN 1
Total 25

On prépare un mélange réactionnel pour I'ensemideigblats étudiées qu’on le partage ensuite arrals 24ul par

eppendorf. Pour chaque isolat on ajoute 1ul d’ADAIréaction de PCR est effectuée dans un thermeay¢Applied
Biosystem) selon le cycle suivant :
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| Amplification pendant 30 cycles |

Dénaturation initiale *
7 min & 95°C

| d— —— — — — i Elongation finale

1 min 4 94°C

1 min & 72°C | 16 min

' Dénaturation

|
i Hybridation I
| |

Figure 4: Cycle de PCR utilisé pour la BOXAL1R

1 min &52°C Elongation I

4°C

Aprés amplification, 3u de produits PCR sont mélangés avetde la solution de chargéo@ding dye) sont déposés
sur un mini gel d’agarose (1%) soumis a un vol@g&0V et 150mA pendant 30 min.

» Electophorese sur gel d'agarose :

Les produits de la BOXA1R-PCR ainsi que des marmguda poids moléculaire sont séparés par électrepbsur gel
d’agarose (1,5%) en présence du tampon TAE (xl(Adétate EDTA). On déposeu8 de produits BOXA1R-PCR
avec 1.6ul de la solution de charge. Parallelement| 8es marqueurs de poids moléculaire ont été dépmsénilieu et
aux extrémités du gel. Aprés électrophorése peritintvoltage de 35V et 150 mA) a 4°C, le gel eddr@ dans un
bassin contenant une solution de 1 litre de TAE @dditionné de BET (100l BET/1l de TAE(x1) pendant 30 min
puis rincé dans 1l de TAE (x1) pendant 10 a 15 iningel est ensuite observé sous lumiére ultratt@ie 254 nm et

photographié en utilisant une caméra numérique (Ca@mera 570 LTV-Gel SMART, France).

» Traitement du gel par le logiciel BioNumerics :

Le logiciel BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latern, Belgium) estlagiciel bioinformatique utilisé pour le
traitement des gels obtenus et la gestion des lbieasdsnnées appartenant aux CCMM. Ce logiciel ped@éraiter les
gels, de les standardiser en comparant les bahdesues a des marqueurs de poids moléculaires.

Le gel obtenu est traité en effectuant une déliroitaet une normalisation du gel en utilisant lergueeur de poids
moléculaire (PM). Par la suite, la comparaisonptesils de migration avec ceux disponibles dankdse de données
est réalisée en vue d’obtenir un dendrogrammepepumet d’analyser, interpréter les résultats etadeuler le degré de

similitude entre les isolats étudiés et avec lexes de référence disponibles.
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