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Résumé 
Ce présent travail intéresse les bactéries halophiles isolées à partir de marais salants et d’une lagune 
salée dans la région d’Eljadida au Maroc à savoir : les marais salant de Sidi Moussa et de Sidi Abed 
et la lagune d’Oualidia. 

54 isolats ont été purifiés, cryoconservés et analysés phénotypiquement et génotypiquement, 
l’analyse phénotypique montre qu’il s’agit de bactéries dont 72% sont des Gram positif et 28% 
Gram négatif, la forme bacillaire prédomine avec 85% alors que la forme cocci présente 15%. 

100% des isolats poussent à 2 ; 3 et 5% de NaCl ,71% poussent en absence de sel. Ce sont des 
halotolérants alors que 29% qui n’arrivent pas à pousser en absence de sel et sont caractérisés 
comme des halophiles. 67% d’isolats tolèrent 10% de NaCl et 9% seulement arrivent à pousser sur 
20% de NaCl. 

La croissance des isolats à différentes températures montre que les 54 isolats poussent à des 
températures mésophiles 30 et 37°C. 33% poussent à 10°C et 20% poussent à 55°C. 41% d’isolats 
ont pu résister à un traitement thermique de 80°C pendant 10 minutes. 

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

L’étude génotypique par la BORA1R-PCR des 39 isolats ayant au moins une activité enzymatique  
a montré qu’il s’agit d’un groupe hétérogène. Aucun isolat n’a été groupé avec les souches de 
référence de la base de données disponible au LMBM. Cependant, 4 clusters ont regroupé 11  
isolats entre eux avec un pourcentage de similitude supérieur à 80%.  

 

Mots clés: halophiles, extrêmophiles,  rep-PCR, BOXA1R,  
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Introduction générale  
 

Les environnements considérés par l'homme et la plupart des organismes supérieurs comme extrêmes en termes de 

température, pression, pH et  salinité sont souvent colonisés par des micro-organismes, auxquels on a donné le nom 

d'extrémophiles. Ces derniers, bien adaptés à ces conditions physico-chimiques particulières, sont capables d'en tirer 

l'énergie nécessaire pour leur croissance et leur  métabolisme.  

 

Parmi ces microorganismes, on trouve les bactéries halophiles qui exigent plus ou moins de fortes concentrations en sel 

pour  leur croissance. Ces bactéries  colonisent des habitats salés tels que les eaux de mers, les lacs alcalins salés, les marais 

salants… et peuvent vivre dans une large   gamme de salinité allant de 10 jusqu'à 300g/l. 

 

La production d’enzymes et d’autres composés résistants aux sels est d’un grand intérêt pour les biotechnologies qui 

recherchent des molécules capables d’opérer dans les conditions particulièrement difficiles rencontrées dans de nombreux 

procédés industriels. De nos jours, les bactéries halophiles sont considérés comme une source potentielle de métabolites 

secondaires à grande valeur ajoutée. 

 

Sur la côte atlantique du Maroc dans la région d’Eljadida, des marais salants se situent entre Sidi Abed et Oualidia, les 

caractéristiques de la région leurs procurent un bon fonctionnement en terme d’évaporation et d’imperméabilité. Etant 

donné les caractéristiques du site en terme de salinité, une investigation orientée vers l’étude des bactéries halophiles de 

cette zone a été envisagée. 
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Nous nous proposons dans ce travail, de caractériser et d’identifier des  isolats de bactéries halophiles provenant des 

sédiments du site de la région d’Eljadida. Cette identification sera  basée sur  le typage moléculaire utilisant la technique de 

la rep-PCR avec une amorce BOXA1R décrite comme étant la meilleure pour typer les bactéries de l’environnement.  

 

 

 

 
 

I. MATERIEL. 

1. Echantillonnage : 

Les prélèvements sont effectués dans des flacons stériles gardés à 4°C à partir de sédiments des marais salants de Sidi 

Moussa, marais salants de Sidi Abed et la lagune d’Oualidia (figure3) et acheminés immédiatement au laboratoire. Une 

mesure de température et pH est effectuée sur le lieu du prélèvement, la salinité est mesurée une fois arrivé au 

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

 

 

 

 

 

2. Milieux de culture : 

Les milieux utilisés pour l’isolement, la culture et l’étude des bactéries halophiles sont : le milieu Tryptone Soy Agar 

(TSA) et le (Tryptone Soy Broth) TSB (voir composition en annexes) (N. Sadfi-Zouaoui et al., 2007). Les milieux sont 

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

 

II. Méthodes : 

1. Isolement : 

 On prélève 15g de sédiment auxquels on additionne 15 ml d’eau saline à 5% ; ce qui représente notre solution mère. 
A partir de cette solution on effectue une série de dilutions décimales dans de l’eau saline à 5% dans un volume final de 

10 ml jusqu’à la dilution 10
-5. 

À partir de chaque dilution on prélève 100 µl qu’on étale sur des boites contenant le milieu TSA à 3 concentrations de 

NaCl : 2, 3 et 5% de NaCl 

 

Après une incubation à 30°C pendant 24, 48 et 72h, le dénombrement est effectué et  les colonies montrant des aspects 

différents sont repiquées afin de les purifier. Un deuxième repiquage est nécessaire pour une bonne purification des 

isolats. 

 

2. Cryoconservation des isolats : 

La cryoconservation est réalisée à -80°C en présence de 15% de glycérol (cryoprotecteur 

permettant de conserver les bactéries intactes en évitant leur cristallisation comme suit : 

 

Une colonie est prélevée  du milieu gélosé TSA et mis en culture dans 5 ml du milieu liquide TSB +n% de NaCl (n%= 

pourcentage de NaCl sur lequel pousse nos isolats) . 

Les cultures sont incubées à 30°C pendant 24h (jusqu’à obtention d’un culot) 

4.25 ml sont prélevées de cette culture à laquelle on ajoute 0.75 ml du glycérol stérile (15%)  et qu’on  homogénéise à 

l’aide d’un vortex. 

5ml sont partagés sur 5 tubes eppendorfs (à raison de 1 ml par tube) et mis à -80°C. 
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3. Etude phénotypique des isolats : 

� Caractères culturaux : 

L’étude des caractères culturaux comprend l’aspect, le diamètre, la forme, le contour et la couleur des colonies sur le 

milieu TSA +n% de  NaCl. 

� Etude microscopique : coloration de Gram : 

La coloration de Gram nous permet d’avoir une information rapide sur la morphologie des  bactéries , leur type de 

Gram, leur forme, leur mode de groupement, ainsi que leur degré de pureté. Ce test est réalisé selon le protocole décrit 

par Prescott L.M. (Prescott L.M et al. 2003). 

� Etude enzymatique : 

• Recherche  de la catalase : 

Cette activité a été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott L.M. 

(Prescott L.M et al. 2003). Ce test consiste à mettre une colonie prélevée du milieu gélosé 

TSA à l’aide d’une anse en plastique stérile dans de l’eau oxygénée (H2O2). Le dégagement de bulles de 

gaz signifie qu’il y a production de l’enzyme catalase et que le test est positif. 

• Recherche de l’oxydase : 

L’activité oxydase a été déterminée selon le protocole décrit par Kovacs (1995). Une 

colonie est prise du milieu gélosé TSA et mise sur papier Watman et à laquelle on ajoute le 

réactif de l’oxydase. Le développement d’une couleur bleue signifie que le test est positif et 

que l’isolat possède l’enzyme oxydase (Prescott L.M et al. 2003). 

 

4. Etude de la croissance bactérienne en fonction de la 

concentration de NaCl : 

5ml du milieu TSB additionné de différentes concentrations de NaCl 

(0%,3%,5% ,10%,20%) sont inoculés par une colonie de chaque isolat à l’aide d’une anse stérile, les tubes sont incubés 

à 30°C pendant 24, 48 et 72h, l’apparition d’un trouble témoigne d’une croissance de l’isolat. 
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5. Etude de la croissance en fonction de la température : 

Une colonie de chaque isolat est inoculée dans 5 ml du milieu TSB +n % de NaCl, les tubes sont incubés à 10, 30, 37, et 

50°C pendant 24, 48 et 72h. 

La croissance est détectée  par la formation d’un trouble dans le tube. 

 

6. Test de sporulation : 

Une culture fraîche de 24 h de chaque isolat (5ml) est incubée 10 minutes à 100°C ; ensuite 5 µl de chaque culture sont 

déposés sur des boites contenant le milieu TSA+n% de NaCl  et incubé à 30 °C pendant 24 et 48h. Ce  test a pour but de 

mettre en évidence une éventuelle formation de spores par nos isolats. 

. 

7. Révélation de l’activité de certains enzymes  

extracellulaires : 

 

� Cellulase : 

Les isolats sont cultivées sur le milieu TSA (+ n% NaCl) + 10g/l de cellulose, les boites sont incubées 48h à 30°C. 
Après croissance, les colonies sont inondées par une solution de rouge congo (1mg/ml) pendant 15 minutes. Puis une 

solution de NaCl à1M est additionnée pendant 15 minutes. 

L’apparition des halots autour des colonies témoigne de la production de cellulase. 

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

 

� Amylases : 

Les isolats sont cultivées sur le milieu TSA (+n% NaCl) + 5g/l d’amidon, les boites sont incubées 48h à 30°C, après 

croissance les colonies sont inondées par une solution de lugol, l’apparition de zones claires autour des colonies montre 

une hydrolyse d’amidon (Cowan. 1991). 

 

� Protéases : 

Afin de révéler l’activité protéolytique, les isolats sont cultivés sur un milieu à base de lait : 

• Lait écrémé : 500g/l 

• NaCl : n g/l   

• Extrait de levure : 5g/l 

• Peptone : 1% 

• Agar : 20g/l 
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Après croissance, des zones de précipitation de la paracaséine autour des colonies témoignent de l’activité 

protéolytique. 

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

  

� Lipases : 

Les isolats sont cultivés sur le TSA(+ n% NaCl) additionné du Tween 80 (10g/l) 

Une zone d’hydrolyse apparaît après croissance autour des colonies productrices de lipase. 

(Sierra, 1957). 

 

8. Etudes génotypique des isolats : 

Après une extraction de l’ADN génomique, l’identification génotypique des isolats est réalisée à l’aide de la rep-PCR 

(Repetitive Extragnic Palindromic-Polymérase Chaine Reaction)  en utilisant l’amorce BOXA1R. 

 

� Extraction de l’ADN 

L’extraction de l’ADN a été réalisée selon le protocole décrit par (Geert Huys , 2003) . Le protocole est réalisé comme 

suit : 

 

• Quelques colonies sont transférées dans un tube ependorff contenant 500µl de la solution RS afin d’éliminer la 

majorité d’exopolysacharides 

• La suspension est ensuite centrifugée 2 minutes à 13000 rpm(rotation par minute) 

• Elimination du surnagent et resuspension du culot dans 150µl d’une solution de lysosyme puis incubation à 

37°C pendant 40 minutes afin de dénaturer la paroi des bactéries. 

• Ajout de 500 µl de GES (Guanidium-thiocyanate-EDTA-Sarkosyl), la solution est ensuite mélangée 

doucement à l’aide de  micropipette jusqu’à l’obtention d’une solution transparente qu’on laisse reposer 10 

minutes dans la glace. Cette étape permet la lyse totale des cellules. 

• Ajout de 250µl de NH4Ac(7,5 M) ( Acétate d’ammonium), la solution est remise 10 minutes dans la glace afin 

de précipiter les protéines. 

• Ajout de 500µl de chloroforme/alcool isoamélique (24/1) puis centrifugation du mélange 20 minutes à 13000 

rpm afin de séparer les trois phases :la phase supérieure aqueuse contenant les acides nucléiques, la phase du 

milieu contenant les protéines, et la phase inférieure correspondant à la phase de chloroforme.  

• Transfert de la phase supérieure (700µl) dans un autre tube sur lequel on rajoute 378µl d’isopropanol pour 

précipiter les acides nucléiques. Le tube est centrifugé 10 minutes à 13000 rpm. 

• Lavage du culot deux fois avec 150µl d’éthanol à 70% pour précipiter les sels. 

• Séchage du culot et resuspension dans 100 µl de TE ×1 (Tris-HCl,EDTA). 

• Ajout de 5µl d’ARNase (2g/ml) est incubation 1 heure à 37°C. 
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� Amplification des  ADN par la BOXA1R : 

Avant amplification des ADN, on réalise une électrophorèse sur gel d’agarose à 1% afin de vérifier la qualité et la 

quantité  des ADN. L’amplification par rep-PCR est réalisée suivant le protocole décrit par (Versalovic et al., 1997) en 

utilisant l’amorce BOXA1R, qui reste l’amorce la plus utilisée pour l’identification des isolats de l’environnement 

isolées à partir de biotopes naturels. Le mélange réactionnel (mastermix) contient les réactifs montrés dans le tableau ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Mélange réactionnel de la rep-PCR BOXA1R,et leurs volumes correspondant. 

Mélange réactionnel Volume par réaction (µl) 

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 (0,3µg /µl) 1 

Taq polymérase (5U/µl) 0,4 

ADN 1 

Total 25 

 

On prépare un mélange réactionnel pour l’ensemble des isolats étudiées qu’on le partage ensuite à raison de 24 µl par 

eppendorf. Pour chaque isolat on ajoute 1µl d’ADN .La réaction de PCR est effectuée dans un thermocycleur (Applied 

Biosystem) selon le cycle suivant : 

 

 



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah 
Faculté des Sciences et Techniques 

www.fst-usmba.ac.ma 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 
 
 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Faculté des Sciences et Techniques -  Fès  
� B.P. 2202 – Route d’Imouzzer – FES 

�  212 (0) 35 60 29 53  Fax : 212 (0) 35 60 82 14 

 

 

Figure 4 : Cycle de PCR utilisé pour la BOXA1R. 

 

 
 Après amplification, 3 µl de produits PCR sont mélangés avec 1µl de la solution de charge (loading dye) sont déposés 

sur un mini gel d’agarose (1%) soumis à un voltage de 70V et 150mA pendant 30 min. 

 

� Electophorèse sur gel d’agarose : 

Les produits de la BOXA1R-PCR ainsi que des marqueurs de poids moléculaire sont séparés par électrophorèse sur gel 

d’agarose (1,5%) en présence du tampon TAE (x1)(Tris Acétate EDTA). On dépose 8 µl de produits BOXA1R-PCR  

avec 1.6 µl de la solution de charge. Parallèlement, 6 µl des marqueurs de poids moléculaire ont été déposés au milieu et 

aux extrémités du gel. Après électrophorèse pendant 18h (voltage de 35V et 150 mA) à 4°C, le gel est coloré dans un 

bassin contenant une solution de 1 litre de TAE (x1) additionné de BET (100 µl BET/1l de TAE(x1) pendant 30 min 

puis rincé dans 1l de TAE (x1) pendant 10 à 15 min. Le gel est ensuite observé sous lumière ultraviolette à 254 nm et 

photographié en utilisant une caméra numérique (CCD Camera 570 LTV-Gel SMART, France). 

 

� Traitement du gel par le logiciel BioNumerics : 

Le logiciel BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latern, Belgium) est un logiciel bioinformatique utilisé pour le 

traitement des gels obtenus et la gestion des bases de données appartenant aux CCMM. Ce logiciel permet de traiter les 

gels, de les standardiser en comparant les bandes obtenues à des marqueurs de poids moléculaires. 

Le gel obtenu est traité en effectuant une délimitation et une normalisation du gel en utilisant le marqueur de poids 

moléculaire (PM). Par la suite, la comparaison des profils de migration avec ceux disponibles dans la base de données 

est réalisée en vue d’obtenir un dendrogramme  qui permet d’analyser, interpréter les résultats et de calculer le degré de 

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

 

 

Elongation finale 
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