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Problématique

Les Archaea halophiles sont un groupe de microorganismes ntapas été assez
considérés pour leurs applications biotechnologiqgei peuvent étre hétéroclites et toucher

les enzymes, les exo- et endopolymeres et les tiamsants.

Les applications biotechnologiques potentiellesxdhicroorganisme en général et des
Archaea halophiles en particulier sont souvent entravéesde faibles taux de croissance et
de production de métabolites. L'optimisation pas lglans factoriels permet d'une part
d’aboutir a une croissance rapide du microorganismegduisant son temps de génération, et
d’autre part de déterminer les interactions qustexit entre les différents facteurs physico-

chimiques supposés influencer la croissance.

L’administration excessive et souvent inappropriggntibiotiques a engendré une
augmentation considérable de la résistance awbiatiques. LesArchaea halophiles
commencent tout juste a étre scrutées pour la ptimeud’antibiotiques de nature protéiques
appelés halocines. La production d’halocines est ecaractéristique commune d&schaea
halophiles. Néanmoins jusqu’a ce jour peu d’halesisont caractérisées. L'optimisation de
leur production permet d’aboutir a de grandes cotnadons en un temps réduit ce qui rend

leur étude plus pratique et moins onéreuse.

Dans ce travail, un plan factoriel a été applidaés le but d’optimiser le milieu et les
conditions de culture d'une soucheAdthaea halophile SWO25 pour atteindre un taux de

croissance et une production d’halocines maximales.
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|. Les Archaea

Les Archaea sont des microorganismes procaryotes, reconnuasneoun groupe a
part du vivant grace aux travaux de Woeisal. (1977) puis en 1990 reconnues par le méme
auteur comme le troisieme domaine du vivant sangisant de celui deBacteria et des

Eucarya.

L'arbre phylogénétique de#rchaea se divise en deux principaux phyla : les
Crenarchaeota et lesEuryarchaeota (Woeseet al. 1990). Parmi legrchaea cultivables, les
Crenarchaeota sont représentés par des especes hyperthermophasychrophiles ayant la
capacité de métaboliser le soufre (Presebtl. 2003). LesEuryarchaeota regroupent des
Archaea physiologiquement diverses et beaucoup sont empé®i des environnements
extrémes. Cette lignée inclut les méthanogenessdtidloarchaea (Madigan et Martinko,
2007).

I.1 Les Archaea halophiles

Par définition un halophile extréme nécessitemains 1,5 M (environ 9%) de NaCl
pour sa croissance, et 2 a 4 M pour une croissapti®ale, mais la plupart peuvent croitre a
des concentrations proches de la saturation (MadigaMartinko, 2007). A de faible

concentrations de sels, les cellules lysent (Sduree2012).
1.1.1 Mécanisme d’adaptation au sel

Du fait de la perméabilité de la membrane cytaplgse, les halophiles extrémes
doivent maintenir de fortes concentrations en skdas leur cytoplasme pour atteindre
I'équilibre osmotique, cette stratégie est desigegus le terme "salt-in" (Oren, 2006b). Les
Archaea halophiles maintiennent cet equilibre en accumutenfortes concentrations d’ions
inorganiques. Dans la plupart des cas |& ddmme cation et le Clcomme anion
(Oren, 2013a). Ces conditions intracellulaires m@@nt une adaptation spécifique des
protéines, en effet les acides aminés acides (ghttaet aspartate) représentent jusqu’a 20%
des acides aminés totaux des protéines haloplisspn et Hough, 1997). Ces dernieres ont
€galement un taux élevé d’acides aminés hydrophobesparativement aux protéines non
halophiles (Lanyi, 1974). Le#&rchaea halophiles sont donc une source importante de
protéines naturellement halophiles et peuvent sde/imodele pour I'étude de la structure et

du fonctionnement des enzymes dans ces conditidrénges.
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[.1.2 Habitat

Les Archaea halophiles sont largement répondus dans les éeéosgs hypersalins.
Les environnements aquatiques englobent les ldés saturels (Grand Lac Salé, Utah et la
Mer Morte) et les marais salant (Oren, 2006b) oddasité deslaloarchaea est élevée, de
l'ordre de 16 & 16 cellules par ml (Oren, 2006a). Cette forte densité que les
environnements hypersalins sont colorés en rouge,l@ présence de pigments de type
caroténoided-bactérioruberine C50) localisés dans la membrafialaire (DasSamrat al.
2009). Ces pigment protégent la cellule de la pivotdation (Kanekaret al. 2012), et
absorbent les radiations solaires ce qui engengeeaugmentation de la température. Cette
hausse de température engendre une évaporationirppartante et donc augmente la
production de sels (Oren, 2006a). La distributiestdal oarchaea dans la nature dépend de
la concentration en sels, la composition ioniquéaalisponibilité des nutriments dans ces

milieux hypersalins (Oren, 2006b).

Bien qu’unis par leur capacité a croitre a deefsalinités, legrchaea halophiles
sont trés variés du point de vue physiologique a(afthiles, thermophiles facultatifs,
thermoalcalophiles et psychrotolérants) et posdéadiearses voies métaboliques (Madigan et
Martinko, 2007). Cette diversité physiologique @url culture relativement facile, font qu’ils

sont des organismes modeles pour I'étude de ladimdesArchaea (Lynchet al. 2012).

1.1.3 Classification et phylogénie

Les Archaea halophiles sont classés dans un unique orHagpbacteriales, qui
compte l'unique famille deblalobacteriaceae (DasSamraet al. 2009). Actuellement (Mai
2013) et selon le sous-comité de taxonomie Hia@®bacteriaceae de L'ICSP, cette famille
compte 33 genres. Oreet al. (1997) ont proposé des normes pour la descripties
nouvelles especes au sein de I'ordre ldakobacteriales. La taille et la forme des colonies,
morphologie des cellules, mobilité, pigmentationpnditions physico-chimiques de
croissance, tests de dégradation de différentdrsifyscaractérisation des lipides polaires, le
GC% de I'ADN, les séquences de 'ARNr 16S et I'hglation ADN-ADN sont nécessaires
pour la description de nouvelles espéces.
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Comme pour les Bactéries et les Eucaryotes, itexdes virus spécifigues aux
Archaea halophiles appelés halophages (Atanaseval. 2012). Hs-1 est un phage qui

provoque la lyse des cellules idalobacterium salinarum (Sabet, 2012).
Il. Les halocines

La production de peptides ou de protéines antthies est connue dans les trois
domaines du vivant; les bactéries produisent dastéhocines, les eucaryotes des
eucaryocines, lesArchaea des archaeocines et le&rchaea halophiles des halocines
(O’Connor et Shand, 2002 ; Shand et Leyva, 2007).

Les halocines ont été découverte par Rodrigueerdat al. (1982) par une étude
d’antagonisme faite sur plus de 40 souches d’hdegpbxtrémes. Les travaux de Torreblanca
et al. (1994) ont permis de conclure que "la productidraldcines est une caractéristique
guasi universelle chez Iéschaea halophiles de forme batonnet”. Actuellement 1bbiakes

sont connues (Tableau I).
Il. 1 R6le des halocines dans I'environnement

L’'ubiquité de la production d’halocines nous amarsipposer que ces dernieres sont
largement répandues dans les milieux hypersaliretteChypothése souléve une autre
guestion : "Les halocines sont-elles impliquéessdancompétition entre leldaloarchaea
dans les marais salants ?" (Kis-Papo et Oren, 2@&y échantillons, exempts de cellules,
concentrés, prélevés de différents milieux hypersatt a differentes périodes de I'année
n'ont révélés aucune activité inhibitrice sur 12idwes cibles, tandis que les cellules des
échantillons produisaient des halocinesvitro. Cette étude a permis de conclure que
probablement en milieux naturels, les halociné&amrént pas produites, et que ces dernieres
n’intervenaient pas dans la compétition entre kgseees. L'explication téléologique de la
production d’halocines est la lyse du germe cildergibérer des nutriments (Shand et Leyva,
2007).

Il. 2 Spectre d’activité

Les bactériocines ont un spectre d’activité étisst limitant aux bactéries proches du
germe producteur (Shand et Leyva, 2007). Les étddesagonisme au sein desloarchaea
(Rodriguez-Valezt al. 1982 ; Torreblancat al. 1994 ; Kis-Papo et Oren, 2000) montrent

que les halocines ont un spectre d’activité laaggssant sur des espéeces de différents genres

5
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et parfois méme sur des souches d’autres phylee(titeeset al. 2001). En effet les halocines
R1, A4 et S8 ont une activité inhibitrice Sulfolobus spp (hyperthermophiles du phylum des
Crenarchaeota), mais actuellement aucune halocine décrite nétd/ité inhibitrice sur des
bactéries (Shand et Leyva, 2007).

ll. 3 Caractéristiques communes des halocines

Les halocines sont des antibiotiques peptidiguéQ kDa) ou protéiques (>10 kDa)
produits principalement par les genkéa oferax, Halobacterium et Haloarcula. A I'exeption
de I'halocine H1 produite en phase exponentiellatéBet al. 2002), toutes les halocines
décrites sont produites en fin de phase exponkn{ehand et Leyva, 2007).

Les genes codant pour les halocines sont tousatatés des mégaplasmides (Price et
Shand, 2000 ; Let al. 2003 ; Shand et Leyva, 2007)., avec une boite TAJ@ique des
Archaea. Les halocines matures sont inactives par degg@set ce qui confirme leur nature
protéique. Les microhalocines< (10 kDa) sont hydrophobes et robustes, résistent au
dessalage, sont insensibles aux solvants organi@eésone et acétonitrile), résistent a la
chaleur et peuvent étre conserveés plusieurs andé€ &ans perte d’activité. Les halocines
protéigues sont par contre moins robuste du faledethermolabilité et leur perte d’activité
au-dessous de 5% de NaCl (Shand et Leyva, 2007).

Il. 4 Applications des halocines

Dans la recherche de nouvelles substances aiipést les halocines sont en général
négligées. La raison est sans doute l'absence idtéctantibiotique contre des souches
pathogénesRseudomonas aeruginosa, Saphylococcus aureus, Bacillus subtilis, B. cereus et

Sarcina luteus), et leur inactivation par des protéases (Litdtfi@011).

L’halocine H6/H7 a une action spécifique sur lasiports Na/H" de Halobacterium
salinrum (anciennement. halobium) (Mesegueret al. 1995) mais aussi sur ceux des
mammiféres (Shand et Leyva, 2007). Cette halocmerpit avoir des applications non pas
comme agent antibiotique mais comme agent de derdla pression sanguine (Litchfield,
2011). La découverte de cette application s’est fgiace a I'élucidation du mode d’action de
I'halocine H7. Par conséquent, les applicationsyéwadles des autre halocines sont tributaires

de I'élucidation de leur mode d’action.



Introduction bibliographique

lll. Description du genre Haloarcula et potentialités industrielles

Le genreHaloarcula a été décrit pour la premiére fois par Torreblagical. (1986)
Les neuf espéces décrites jusqu’a ce jour ainslejus caractéristiqgues sont regroupées dans

le Tableau Il.

Les espéces du genraloarcula sont trés sensibles aux détergents (Burns et Dyall-
Smith, 2006), pourtant uneamylases extracellulaire produite par une soudfieca a ce
genre est actives en présence de solvants orgaigb0°C et a 4,3 M de NaCl (Fukushima
et al. 2005), et une autre-amylases stable en présence d'urée et a des d¢matemrs de NaCl

proches de la saturation (Hutchesbial. 2005).

L’'analyse du génome de quatre espéces du geatearcula (H. vallismortis,
H. sinaiiensis, H. marismortui etH. californiae) montre qu’aucune d’entre elles ne posséde de
genes codant pour des cellulases (Lyeticil. 2012). Néanmoins, une cellulase thermostable
et halotolérante est produite par une souchéddearcula 2TK2 par immobilisation sur
Na-alginate (Ogaret al. 2012). Cette propriété peut étre exploitée poupriaduction de
bioéthanol a partir de déchets cellulosiques, owr pla dégradation des composeés

cellulosiques dans les eaux usées hypersalinesagetal. 2010).

Les polyhydroxyalkanoates (PHA) sont des substipatentiels des plastiques dérivés
du pétrole.Trois souches appartenant au gddatoarcula possédent la propriété de produire
du polyhydroxybutyrate et des exopolysacchariddeofauset al. 1999). Les quatre espéces
du genreHaloarcula citées plus haut disposent d’'un géne codant paar RHA synthase
(Lynch et al. 2012). Cette propriété a été mise en pratiquévpiwhopadhyay et Mukherjee

(2012) qui ont utilisé les vinasses pour la produnctie PHA paH. marismortui.

La bacteriorhodopsine est une protéine qui fonciocomme une pompe a protons
utilisant I'énergie lumineuse pour générer un gnatdide protons a travers la membrane
cellulaire (Oren, 2006a). Elle est synthétisée giaersesArchaea halophiles et notamment
les especes du genraloarcula (Lynch et al. 2012). Les halobacteriorhodopsines possedent
des applications dans des domaines variés telleslaggonversion de I'énergie solaire en
électricité (Litchfield, 2012).



Tableau | : Caractéristiques des halocines décrites (Shari) 20

Halocine Ad C8 G1 H1 H2 H3 H4 H5 H6/H7" R1 S8
Poids
moléculaire 7,4 6,3 - 31 - - 34,9 - 32 3,8 3,6
2 (kDa)
DI Non Non - Oui - - Partiellemerit - Non Non Non
au sel
Large Large
Spectre Largé' . . . Sulfolobus spp.,
d'activité | Sulfolobus spp. Large Large Large Large Large Etroit Etroit Etroit Methanosarcina SJIfsolobus
thermophila bp-
Souche Souche TuA4 Halobacterium | Halobacterium ngt?ilgr ?;:ei Souche | Souche mﬁg ?r;xei Souche Hﬁ')g:)?:;ix Halobacterium Souche
productrice souche AS7092 souche GRB . GLA22 GAA12 MA220 9 souche GN101 S8a
Xai3 R4 Ma2.39
Milieu . .. | Grand lac salé : Saline, Saline, Saline, Saline, Saline, Saline, . . Gr:f\nd e
- Saline, Tunisie . . Saline, France Saline, Mexique| salé, Utah,
d’isolement Chaida, Chine Espagne | Espagne| Espagne Espagne Espagne| Espagne USA

! L’halocineH7 est classée comme une halocline Hs produite par un mutant éaloferax gibbonsii Ma 239 renomélaloferax gibbonsii SPH7.
2 poids moléculaire de la protéine mature.

Perez (2000) : H4 résiste au dessalage jusqu’a Ms@enNaCl.

4 Activité inhibitrice sur les haloarchaea.




Tableau 11 : Caractéristique des espéeces décrites du ditadoarcula (Burns et Dyall-Smith, 2006 ; Oren, 2006a ; Ogkal. 2009 ; Bowers et Wiegel,
2011 ; Namwongt al, 2011 ; Oren, 2011 ; Schneegurt, 2012 ; Kanekal, 2012)

Espéces H. vallismortis H. hispanica H. marismortui H. japonica H. argentinensis H. quadrata H. amylolytica H. salaria H. tradensis
. Batonnets Batonnets i ) i ) i i Pléomorphique R Batonnets Batonnets
Morphologie i ] i ] pléomorphique| pléomorphique| pléomorphique R i Batonnets i ] i )
pléomorphiques | pléomorphiques a carré pléomorphiques | pléomorphiques
] 0,6-0,8 x 2,0-
Taille (um) 0,6-1 x 3-5 0,3 x 0,5-1 1-2 x 2-3 0,2-0,5 x 2-5 0,3x1,0 2,0-3,0 ot 0,6-0,8x1.0-2.0| 0,8-1,2x1,0-2,5
[NaCl] optimum % 20,4-25 15,2 19,8-22,8 19,8 14,6-17,5 19,8-25 16,9-18,7 20-25 20-25
Temp. optimale (°C) 40 35-40 40-50 42 40 53 41 37 37
pH optimum 7,4-7,5 7,0 7,0 7,0-7,5 7,0 6,5-7,0 7,0-7,5 7,0 7,0
DQ826512 FJ429313
Séquence ARNr 168 U17593 X61688 AB010964 FJ429317
) u68541 D28872 D50849 DQ826513 FJ429316
(code d’accession) D50581 X61689 AB010965 FJ429318
DQ854818 FJ429314
- Bassin salé, ) . _ .| sauce de poissor sauce de poissor
Milieux i ) . Marais salant, | Sebkha, Sinai,| Lac salé Aibi, ) ]
] Vallée de la Mort,| Saline, Espagng Mer Morte Saline, Japon ) ] Thailandaise, Thailandaise,
d’isolement Argentine Egypte Chine
CA. USA Thailande Thailande
o, Torreblancaet al. Juezet al. Orenet al. Takashineet al. Iharaet al. Orenet al. Yanget al. Namwonget al. Namwonget al.
éférences
(1986) (1986) (1990) (2991) (1997) (1999) (2007) (2011) (2011)
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IV. Modélisation par les plans d’expérience

Les expériences sont primordiales pour toute étadentifigue. Tout travail
s’appuyant sur un grand nombre d’expériences estidéré comme pertinent. Les méthodes
d’étude des phénoménes biologiques sont améliapéee au développement de méthodes

mathématiques et statistiques d’analyse (Vanoeggeht, 2005).

Les plans d’expériences servent a organiser dsssesxperimentaux pour obtenir le
maximum de renseignements avec le minimum d’expée® et la meilleure précision
possible sur les réponses calculées avec le mddates une étude, une grandeur est mesurée
a chaque essai, c’est la réponse. Cette dernipendé&e plusieurs facteurs. A ces derniers

sont attribués des valeurs appelées niveaux (GQQOQ).
IV. 1 Plan factoriel a deux niveaux

Pour ce plan le nombre de niveaux est restredleux : le niveau bas (-1) et le niveau
haut (+1). Pour trois facteurs, le domaine d'éted un cube (Figure 1). Le modéle
mathématique postulé est un modéle du premier dpgré&apport a chaque facteur. Le
modele est :

Y= T aX,+ Xp + Xz + X1 Xo T &3 X1X3 T &3 XoX3 + 23 X1XoX3

avec Yy réponse,
X niveau attribué au facteur |,
@ Vvaleur de la réponse au centre du domaine d¢tud
a effet (ou effet principal) du facteur i,

@ interaction entre les facteurs i et j.

10
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Point expérimental — » x
Facteur 3
.A: 1

Facteur 2

Figure 1: Représentation graphique de I'espace expérimehti#s points expérimente

IV. 2 Analyse du planfactoriel

Minitab est un logiciel adapter aux plan d’expéces il effectue non seulement
calcul des coefficients mais aussi les calculgstigies permettant d’évaluer la qualité
modéele mathématique. Le logiciel est aussi progranpour effeuer les analyses ¢
variance, pour tracer des courbes «-réponses, pour construire les surfaces de répdr
pour déterminer les zones dintérét. Cet ensemblgaksibilités permet d’extraire tot

I'information présente dans les résultats d’'un g'expérience (Goupy, 200C

11
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Matériel et méthodes

|. Matériel

l. 1 Microorganismes

* Le microorganisme producteur d’halocine
La souche utilisée pour la production d’halocing, une archée halophile (SWO025),
isolée de la sebkha d'Ouargla. L'analyse phylogqoét basée sur la comparaison des
séquences de 'ARNr 16S a permis de classer catithe dans le gent¢aloarcula (Idreset
al. données non publiées).
» La souche cible
Halobacterium salinarum étant sensible a la majorité des halocines dédfi€es-Papo
et Oren, 2000 ; Shand, 2006), la souche de réféig¢rgalinarum DSM 3754 est utilisée pour

la mise en évidence de I'halocine produite paolachke SWO25.

[. 2 Milieux de culture

Un milieu pour halobactérie est utilisé pour taigssance des deux souches de cette
étude. La culture liquide est réalisée dans leemiBrown (Br) contenant (p/v): 25% de
NacCl, 2% de MgS@ 0,2% de KCI, 0,3% de citrate trisodique et 0.5%xulait de levure. Le
pH est ajusté a 7.2 par addition de NaOH a 1N.téalisation s’effectue par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

Les milieux solides et semi-solides sont additésme 1,5% et 1% (p/v) d’agar

respectivement.

l. 3 Logiciel d’analyse des données

Le calcul des coefficients et les calculs stafists permettant d’évaluer la qualité des
modeéles mathématiques sont effectués a l'aide dicié Minitab 15.1.30 (Minitab, Inc.
Pennsylvania. USA). Le logiciel Minitab est un logi de statistiques dans lequel une partie

est consacrée aux plans d'expériences.
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[l. Méthodes
[I. 1 Culture de la souche SW0O25

» Préparation de la préculture

La souche SWO25 est conservée au réfrigératetf aApres un repiquage sur milieu
solide afin de vérifier sa pureté, une colonie estemencée sur milieu Brown liquide. La
culture est incubée a 40°C et est arrétée en dighpihase exponentielle (aprés environ 36h).

* Culture en milieu liquide

Des Erlens de 100 ml contenant 25 ml de milied sartulé avec 1% (v/v) de la pré-
culture, puis incubés dans un bain-marie (HS-B2ftali IKA Labortechnik, Allemagne), a
40°C et une agitation de 120 rpm. Des prélevenamts,5ml sont effectués tout au long de

la culture et sont conservés dans des Eppendaoéfagérateur a 4°C jusqu’a I'analyse.

[l. 2 Estimation de la croissance

La croissance de la souche SWO25 est mesurée yrhiditétrie avec un
spectrophotometre UV-Visible (UV mini 1240, Shimaylz_'absorbance maximal@{,,) est
déterminé expérimentalement, aprés extraction pétoae/méthanol 1/1 (v/v) (Taet al.
2007) et élimination des pigments, un balayageeer@0 et 400nm a permis d’estimer

le Amaxdes cellules.

Les échantillons prélevés sont d’abord dilués/ad®T®dans une solution saline (15%

NaCl et 2% MgS®@(p/v)), puis leurs absorbances sont mesureefrnt.1
Le taux de croissance maximal{) esttiré a partir de I'équation suivante :
INX=InXo+ p (t—¢)

Ou X, est la DQ1p mesurée agten début de phase exponentielle et X lasfag@esurée au

temps t (h) qui correspond a la fin de la phas@eaptielle (voir annexe 1).
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Il. 3 Mise en évidence de l'activité antibiotique

La détection de I'activité antibiotique est réééssuivant la méthode décrite par Shand
(2006) :

Il. 3.1 Préparation de I'inoculum du germe cible

Afin d’accélérer la croissance relativement lamhé¢d. salinarum sur milieu solide qui

retarde I'apparition de zones d’inhibition, il @gticessaire de suivre les étapes suivantes :

1. A partir d'une culture en phase exponentielle,delfules sont diluées dans le milieu
Br de facon a avoir une Qg de 0,01 ;

2. La culture ainsi diluée est incubée le temps nédespour que la DEo soit < 0,2
puis diluée de la méme maniere que dans I'étape (1)

3. La culture de I'étape (2) est incubée le temps ss"iee pour atteindre une Yo
entre 0,6 et 0,8.

Il. 3.2 Inoculation du germe cible en double couche

Le milieu solide est d’abord coulé dans des baie$etri. Aprés solidification de la
gélose, le milieu semi-solide (en surfusion a 60f@rulé par le germe cible de maniére a

avoir une DQ@gyode 0,01est étalé en surface.

Il. 3. 3 Dépot des échantillons en spots

Les prélévements sont centrifugés a 10 000 rprdg@ril0 min dans le but d’éliminer
les cellules. A partir des surnagents de cultues, spots de 10ul sont déposés sur la gélose
contenant le germe cible en présence du témoirtih@gdieu Br non ensemencé). Les boites
de Petri doivent étre délicatement mises ddes sacs en plastique scellés pour éviter la

cristallisation des sels par évaporation, puisulies a 40°C.

L’activité antibiotique est exprimée par le diamétle la zone d’inhibition (D). Le
germe cibleH. salinarum produit un pigment de couleur rouge, les zonesesla(non
colorées) correspondant aux zones d’inhibition $acitement observables.
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Il. 4 Vérification de la production d’halocine

Une culture de la souche SWO25 sur milieu liquaderéalisée dans le but de vérifier
la production d’halocines. Des tests d’activitétseffectués sur le surnagent des prélévements

selon la méthode décrite dans la partie II. 3.
Il. 5 Test des phages

Le test des phages est realisé suivant la métthéckee par Torreblancat al. (1994).
Un cylindre d’agar est découpé dans la zone d’itibib puis mélangé a une suspension
fraiche du germe cible. Aprés incubation a 40°Cda@h une nuit, 10ul du surnagent de
culture sont déposés sur milieu gélosé ensemearcie germe cible. La présence de phages
se traduit par une plage de lyse au niveau d&s.sp

Il. 6 Action des protéases sur les surnageants afsti

Afin de confirmer la nature protéique de la substaactive, un test d’'inactivation de
cette derniere par l'action de protéases est galdes solutions de protéinase K a 5 et
10 mg/ml sont préparées dans du tampon phosphat&P,/NaoHPO,), a 0,01M et a pH 7.
25ul de la solution mere de chaque enzyme sontngétad 75ul d’'un extrait actif. Aprés 1h
d’incubation a 37°C, les mélanges de chaque enagmietraités a la chaleur a 100°C pendant
10min dans le but de dénaturer les protéasesativiié résiduelle est recherchée dans 10ul
de chaque mixture. 10ul d’un témoin positif (75jextrait actif + 25ul du tampon phosphate
+ traitement a la chaleur) et d’'un témoin négatififtion tampon + protéase + traitement a la

chaleur) sont également testés.
Il. 7 Estimation des optima de croissance et de pduction de I'halocine

Les effets des constituants du milieu, chacun ppddamment de l'autre, sur la
croissance (exprimé par [) et la production deldtiae (D observé apres 40h de culture) a
éte investigué par la méthode un seul facteurf@gidg OFAT). L'effet du NaCl a été étudié en
cultivant la souche SWO25 sur le milieu Br a descemtrations de NaCl de 20, 25 et 30%
(p/v). De méme pour l'effet de la concentrationMdgSOy, la souche a été cultivée sur milieu
Br a des concentrations de Mgsde 2,5, 5 et 7,5% (p/v).
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Il. 8 Optimisation de la croissance et de la produ®on de I'halocine

D’aprés les données de la littérature sur lescténiatigues des espéces du genre
Haloarcula (Burns et Dyall-Smith, 2006 ; Oren, 2006a ; Bowetr§Viegel, 2011 ; Namwong
et al, 2011 ; Oren, 2011 ; Schneegurt, 2012 ; Kanek al, 2012) et selon I'étude par la
méthode OFAT, les concentrations de NaCl et de Mg8ans le milieu ainsi que la
température d’incubation sont les paramétres dluencent la croissance et la production

d’halocine.

Dans le but d’optimiser la croissance de la sooff@onse y, exprimée par le taux de
croissance ) et d’accroitre la production de Bleale (réponseyy exprimée par le diametre
de la zone d’inhibition D), un plan factoriel coraph deux niveaux et a trois facteurs, soit un
plan 2, a été adopté (Tableau Ill). Les expériences airtp centraux sont réalisées en

triplicata, soit un total de 11 expériences. Larinatd’expériences est présentée dans le

tableau IV.
Tableau lll : Facteurs et domaine expérime

Variables Niveau bas Niveau moyen | Niveau haut

Variables réelles ce’ntr.ees 1 0 +1

réduites

[NaCl] (%) (ou Z4) X1 20 25 30

[MgS04] (%) (ou Z5) X2 2,5 5 7,5

Température (°C) (ou Z3) X3 35 40 45

Le passage des variables d’'origine aux variabdedrées réduites;,xet inversement,

est donné par la formule :

Z]-O est la valeur de la variable réellecérrespondant au centre du domaine expérimental.
AZ; est 'unité ou 'intervalle de variation suivardxe des £ Ces valeurs sont définies
comme suit :

zmax  »min zmax_ zmin
J J ) ]

Z) = 2—"— ;A7 =
2 ) 2
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Z"* et Z]-min sont respectivement le niveau maximal et mininealledvariable Zconsidéree.
Sur le tableau IV sont regroupées les valeurs d@ammeétres.

Tableau IV : Matrice d’expériences en unités centrées reduites

Essais X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 -1
8 1 1
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Résultats et discussion

I. Vérification de la production d’halocines

Les tests d'activité des surageants de culturead®liche SWO25 révélent des zc
d’inhibitions autour des spc (Figure 2) Ce résultat montre que cette souche produit
antibiotiques qui inhibent la croissance du geribkec

Figure 2 : Zone d’inhibition du germe cible autour du ¢
Il. Test des phages et des protéas

La recherche de phages a permis dobserver wroissance du germe cible
H. salinarum sur milieu Br solide au lieu d’'une plage de lysegaeélimine la possibilité qu
les zones d’inhibition soient dues a un ph:

L'effet des protéases a montré que l'activité datiue n'est plus détectablen
présence de protéinase €es observations démontrent que les zones ditidmnbautour de:
spots sont dues a une haloc

lll. Effet des sels sur lacroissanceet la production d’halocines
I1l.1 Effet du NaCl

La croissance dalsouche SWO25 a différentconcentrations de NaCl (Figure)
révele qu’elle croit mieux a 20 et 25% de NaCl.0%@3de NaCl la croissance est relativern
lente. Ces résultats nous permettent de conclueelajeoncentration de NaCl optimale
situe a pobablement I'intervalle z-25% ce qui est en accord avec les optima de craissde
Haloarcula vallismortis, H. quadrata, H. salaria et H. tradensis (Oren, 2006 ; Bowers et

Wiegel, 2011, Namwonget al, 201J). Toutefois, ces résultats ne permettent pas Hiexda
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possibilité que l'optimum soit entre 25 et 30% ches interactions entre les différents

constituants du milieu, et spécialement les seistent (Schneegurt, 2012).

Le diametre des zones d’inhibition obtenues &hffites concentrations de NaCl sont
plus faibles a 30% (13 mm) comparativement a 226é6 (17,5 et 18,5 mm respectivement).
L’activité maximale de I'halocine Sech7a produite plaloferax mediterranei est obtenue a
20% de NaCl (Pasiet al. 2008) et a mois de 20% pour I'halocine H1 prodpée la souche
H. mediterranei M2a (Platast al. 2002).

2,5
>
o=
2 "‘——' -
-
£ 15 A e
° J ’—"———‘
2 ——20%
o 1 /
(= / 25%
s +30%
) jﬁ/‘
O_ T T T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temps (h)

Figure 3 : Croissance de la souche SWO25 a différentes ctratiens de NacCl

[11.2 Effet du MgSO 4

La culture de la souche SWO25 sur milieu Br aédéhtes concentrations de MgsSO
montre que des concentrations relativement élentrequises pour une meilleure croissance
(Figure 4). Comparativement aux espéeces du gealearcula mais aussi a la plupart des
Haloarchaea, cette souche tolére de fortes concentration d8@®dBurns et Dyall-Smith,
2006 ; Orenet al. 2009 ; Bowers et Wiegel, 2011 ; Kanelaral, 2012). Dans les milieux
hypersalins proposés par ATCC pour les microorgaesshalophiles, seule deux d’entre eux

ont une concentration de Mgg8upérieure a 5%.

Les résultats des tests d’activité n’ont révéléuae influence de la concentration de
MgSO, sur la production de I'halocine, le diamétre deses d’inhibition étant de 14 mm

dans les trois cas.
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Figure 4 : Croissance de la souche SWO25 a différentes ctratiens de MgS®

Le taux de croissance maximale obtenu en varemtbncentrations du NaCl et du
MgSQ, dans le milieu est de 0,146" ltorrespondant & un temps de génération de 4,75 h.
Dans les conditions optimales, lslobacteriaceae ont un temps de génération entre 1,5 h
pour Haloterrigena turkmenica et 3,0 h pourHaloarcula vallismortis et Halorubrum
saccharovorum (Robinsoret al. 2005), ce qui signifie que le temps de génératmia souche

SWO25 peut encore étre réduit.

IV. Optimisation de la croissance et de la productin de I'halocines

Les résultats de I'étude préliminaire, montrené da concentration de NaCl dans le
milieu de cultureinfluencait la croissance et la production d’hahes par la souche SWO25,
tandis que la concentration du MgS®affectait que la croissance. Afin d’examiner éffets
combinés de ces variables et de la températurka suoissance et la production d’halocines,
11 expériences sont réalisées suivant un planrfactmmplet et les résultats expérimentaux

sont présentés dans le tableau V et dans la flg(manexe 2).
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Tableau V Matrice d’expériences et résultats expérimentaux

[Nacl] [MgS0,] T 7] D

OrdEssai X1 X2 X3 Y1 Y2
1 -1 -1 -1 0,09923 15
2 -1 -1 1 0,18777 13
3 -1 1 -1 0,13064 15
4 -1 1 1 0,26720 18
5 1 -1 -1 0,15804 17
6 1 -1 1 0,08951 18
7 1 1 -1 0,10286 17
8 1 1 1 0,07100 16
9 0 0 0 0,14020 16
10 0 0 0 0,14330 16
11 0 0 0 0,14960 17

IV. 1 Elaboration du modele pour la croissance

Le calcul des coefficients est effectué par Ilgitiel Minitab et les résultats sont
présentés dans le tableau VI. Dans le domaine iex@étal, une croissance maximale est
observée lorsque la concentration de NaCl est naileint-1), la concentration du Mg%0O

maximale (+1) et la température maximale (+1).
IV. 1. 1 Test de signification des coefficients

La signification des coefficients est vérifieée ggéau test de Student. Dans ce but, il
est nécessaire de disposer d’'une estimation deullealéatoire ou expérimentale. Les valeurs
calculées du test de Student (Tcal) de chaqueiceesif sont présentées dans le tableau VI.
La valeur tabulée (Ttab) est de 4,3 pa=g0,05 et nombre de degré de liberté 2 (Table de
Student. annexe 3).

Dans le cas de X2 et de l'interaction X1X2X3, leallest inférieur au Ttab, ce qui
veut dire que ces deux coefficients ont un effet significatif sur la croissance. L'équation

du modele postulé s’écrit donc :

M =0,13828 — 0,03293 % 0,01559 x— 0,02307 x> — 0, 04069 xx3 + 0,01059 xx3
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Tableau VI : ANOVA de la croissance

Terme Coefficients T P

Constante 0,13828 81,65 <0,001
X1 -0,03293 19,44 0,003

X2 0,00464 2,74 0,111

X3 0,01559 9,2 0,012
X1X2 -0,02307 13,62 0,005
X1X3 -0,04069 24,02 0,002
X2X3 0,01059 6,25 0,025

X1X2X3 -0,00142 0,84 0,49

Le digramme en barres de la figure 6 permet dealiger la signification de chaque
effet. Les barres qui dépassent des lignes rougesspondant a I'incertitude absolva sont

significatives :

Aaj = + ou — (T.saj) ou T est la valeur tabulée 4f3aj est I'écart type pour les coefficients :
saj = 0.00169

0,02 - T
MgS04-T

+Aaj E I
0 4 [

-Aqj

-0,02 -

NaCl-MgSso,
-0,03 A
Nacl
0,04 -
NaCI-T

-0,05 -

Figure 6 : Diagramme des effets

24



Résultats et discussion

IV. 1. 2 Recherche de biais

La recherche de biais se fait & I'aide du test~#her-Snedecor, en comparant la

variance résiduelle a la variance de reprodudibili

F=S2rés/S2repr
La variance résiduelle est estimée par I'expressinvante (ddI=N-p=8-6=2):

sz, = Ly (i — )2
N-—p

i et fli sont respectivement les valeurs des réponses é@eestirestimée par le modeéle. Le
nombre des essais ayant servi a estimer les deeticN =8 et p le nombre de coefficients
significatifs, p=6.

Comme la valeur calculée du test de Fisher-Snedestanférieure a la valeur tabulée
(Table de Fisher-Snedecor. Annexe 3) pour le nidasignificatiorn = 0,05 et les degrés de
liberté N-p=2 (Ftab = 19,00), le modéle postulésasts biais. Cela veut dire que I'erreur di a

'ajustement du modéle est inférieure a I'erreypékmentale.

IV. 1. 3 Validation de I'’équation

Comme le modeéle ne présente pas de biais, onapmstvérifier la signification de la

régression en comparant la variance de régressmmaiance due aux résidus.

La variance due a la régression est estimée gantene des carrés des écarts :

N /o
i=g (Hi — Umoy)z

p—1
Mmoy €St la valeur moyenne des réponses mesurées rumeds du domaine.

2
rég —

HUmoy = 0,13828175
Comme la valeur calculée du test de Fisher : Ed&l,523 est supérieure a la valeur
tabulée poum=0,05 et les degrés de liberté p-1=5 et N-p=2 (FtalP,30), I'équation de
régression est adéquate. Cela signifie que ladeartvariations expliquées par le modéle (ou
par la régression) est significativement plus geagie celle due aux erreurs aléatoires

(expérimentales). L'équation du modele est dongal 95% et elle s’écrit :

M =0,13828 — 0,03293 % 0,01559 x— 0,02307 x> — 0, 04069 3 + 0,01059 xx3
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IV. 1. 4 Coefficients de détermination

La valeur du coefficient de détermination est ciélewa laide du rapport suivant :
N .

- %\I=1(Ui - Umoy)z

> 99%

Cette valeur confirme un bon degré d’alignement ég®nses. L’équation d€'degré est

donc adéquate.

IV. 1. 5 Comparaison avec les essais au centre

La valeur estimée du taux de croissance au cdatd®maine est de 0,138282 &lors
que la valeur moyenne des réponses mesurées ae eshtde 0,143667'hL'écart relatif
entre ces deux valeurs étant inférieur a 5% (= %,28amodéle linéaire de®1degré simule
bien la croissance de la souche SWO25 et la coarbur centre du domaine peut étre

négligée.

IV. 2 Interprétation des interactions

Les résultats de leffet du MgQQpar la méthode OFAT montrent qu'une
concentration élevée de ce sel affectait négatinétaecroissance, ceci est probablement da a
I'effet chaotropique des ions Mg (Hallsworthet al. 2007). Toutefois, la combinaison de
7,5% de MgS@avec 20% de NaCl dans le milieu a 45°C a donmédgleure croissance de
la souche. A de faibles concentrations de NaCMdSO, aide la cellule ddédalobacterium
cutirubrum a maintenir sa morphologie intacte (Schneeguat. 2012). Les ions Mg ont un
effet stabilisant de 'ADN et de la structure sedaine de 'ARN (Oren, 2013b)

A de fortes concentrations de NaCl, la croissateéa souche SWO25 est plus lente
comparativement & 20% de NaCl. Ceci peut s’expfliquer I'effet qu’a le NaCl sur la
solubilité de I'oxygene dans le milieu de cultuen effet, a 30% de salinité la solubilité de
'oxygéne diminue de 80% (Schneegettal. 2012), or des espeéeces telles diedoarcula
salaria et H. tradensis sont aérobies strictes (Namwomrg al. 2011). H. vallismortis et

H.marismortui ont toutefois la capacité de croitre en anaérobiese présence de
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nitrate (Oren, 2006a)H. quadrata est la seule espéce anaérobie stricte connue ke ge
Haloarcula (Bowers et Wiegel, 2011).

Le coefficient d’'interaction NaCl — Températurée &es élevé et influe négativement
sur la croissance. En effet la combinaison d’'unecentration de NaCl de 20% et d’'une
température d’incubation de 45°C donne le meill@ux de croissance dans le domaine
expérimental. Ce qui est en accord avec la cormiude Schneegurt (2012) que l'effet du
NaCl sur les microorganismes halophiles et halcaols est affecté par la température de
croissance et la température optimale est affquaéda salinité. L'un des effets de la salinité

est qu'elle peut réguler I'expression des genedaleferax volcanii (Bidle, 2003).

A des températures élevées, la membrane cellWaseanicroorganismes thermophiles
devient plus perméable aux protons et a la diffusies ions Na(Vossenberget al. 1995).
Cet effet est plus important a de fortes conceotraten NaCl (Bowers et Wiegel, 2011), ce
qui rend plus difficile le maintient de faibles c@mtrations intracellulaires de Nalors que
cette derniéere est tres élevée dans le milieu eltrdaire. Cette difficulté est probablement la
raison pour laquelle, jusqu'a aujourd’hui, aucuncnmorganisme hyperthermophile et
halophile extréme n'a été isolé (Bowers et Wie@f11l). Ces informations permettent
d’expliqguer le diagramme de contour de la figuiguy montre clairement qu’une forte salinité
couplée a une température €levée n’est pas unéioonaptimale pour la souche SWO25, au

contraire la croissance de la souche dans cestmrslest minimale (0,08 p < 0,10 hY).

27



Résultats et discussion

IV. 3 Elaboration du modéle pour la production d’hdocine

Les résultats du calcul des coefficients et dstesestatistiques sont présentés dans le
tableau VII

Tableau VII : ANOVA de la production de I'halocine

Terme Coefficients T P
Constante 16,125 79 <0,001
X1 0,875 4,29 0,05
X2 0,375 1,84 0,208
X3 0,125 0,61 0,603
X1X2 -0,875 4,29 0,05
X1X3 -0,125 0,61 0,603
X2X3 0,375 1,84 0,208
X1X2X3 -0,875 4,29 0,05

Comme toutes les valeurs des T correspondants féets 8néaires et d’interactions
sont inférieures a 4,3 (T tabulé), I'équation de ncedele ne peut étre utilisée pour la

simulation de l'activité.

Cette absence de facteurs ayant un effet sigtiffsa la production de I'halocine est
sans doute lié a la difficulté de déterminer lanjii@ réélle d’halocines produduites par la
souche SWO25 dans les conditions expériementabas,uce partie d’entre elles reste
adsorbée a la paroi.
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IV. 4 Optimisation de la croissance

Sur les graphiques de contour suivants, sont septé les zones de croissances

obtenues pour les interactions les plus infleuentes

Graphique de contour de p et Temp ; [NaCl]

1]

[ < 0,08
W 0,08 - 0,10
M 0,10 - 0,12
[ 012 - 0,14
0,14 - 0,16
0,16 — 0,18
[ 0,18 - 0,20
M 0,20 - 0,22
022 - 024
W 024 - 0,26
[ | > 0,26

Figure 7 : Diagramme de contour dans le plan Température +NaC

Graphique de contour de p et Temp ; [MgS04]

45,0 "
] < 0,08
008 - 0,10
Mo - 012
1012 - 0,14
52 014 - 0,16
0,16 - 0,18
170,18 — 0,20
a Mo - 02
£ 40,0 W02 - 024
g 7 MW 024 - 0,26
™ > 0,26

37,5

35,0

3 4 5 6 7
[Mgso04]

Figure 8 : Diagramme de contour dans le plan Température -4gS
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Graphique de contour de p et [NaCl] ; [MgS04]
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Figure 9 : Diagramme de contour dans le plan MgS®acCl

L’'observation des diagrammes ci-dessus permet adirmer les constatations
expérimentales concernant la croissance de la sds025. En effet, un taux de croissance

de 0,18 & 0,24 hest obtenue a une température de 45°C, & unertendlgSO4 de 7.5% et

une concentration en NaCl de 20%.

V. Applicabilité

Pour confirmer I'applicabilité du modele, la soac®WO25 est cultivée dans le milieu
optimal de croissance. Une culture témoin en miBewnon optimisé est également réalisée
(Figure 10). Les taux de croissance obtenus ainE kps temps de génération (tg)

correspondants sont présentés dans le tableau VIII.
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Figure 10 : Courbes de croissance en milieu témo™ (

La culture de la souche SWO25 dans le milieu apéma permis de passer d’'un p de

) et diBumoptimisé (* ).

Milieux u(h™) tg (h)
Br 0,125 5,54
Br opt. 0,238 2,91

Tableau VIII : Croissance en milieu témoin et en milieu optimisé

0,125 K & un p de 0,238% Le taux de croissance est ainsi multiplié pafasteur de 1,9.

Dans les conditions optimales, la souche S8a ptade de I'halocine S8 a un temps
de génération de 3,75 h (Price et Shand, 2000ptinsation de la croissance de la souche
de référencélalobacterium salinaum VKMM 013 a permis d’atteindre un taux de croissan
de 0,185 H correspondant & un tg de 3,75 h (Manikaneaml. 2009). L'espéce type
Haloarcula vallismortis a un tg de 3,04 h £ 0,2 aux températures optimeé® 43 et 49°C
(Robinsonet al. 2005). A partir de ces résultats, le tg de 2,9k ha souche SWO25 montre

gue la méthode employée pour optimiser la croissastpratique et effective.
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Conclusion

L’objectif de cette étude était d’'optimiser la @sance et la production d’halocine par
une souche ¢Haloarchaea SWO25. La méthode des plans factoriels employégeranis
d’aboutir & la modélisation de la croissance du rooiganisme en fonction de la
concentration de NaCl, de Mg%€l de la température, de concevoir des relatianples et
fiables entre ces trois facteurs et la croissamckdouche, et enfin de déterminer les plages
de variation optimales. Les tests statistiquespentnis de valider ce modéle. Une croissance
optimale est atteinte lorsque les concentrationsalel et de MgS@dans le milieu de culture

sont respectivement de 20% et 7,5% et a une tetopemincubation de 45°C.

Grace a cette optimisation, le temps de générat@ta souche SWO25 est passé de
5,54 h a 2,91h, soit une multiplication du taux ateissance par un facteur de 1,9. Cela
permettra a I'avenir d’aboutir & de grandes come#ions de cellules dans le milieu en un
temps réduit, ce qui ouvre dautres perspectivesratderche dans le domaine de la
biotechnologie incluant les enzymes actives dans Ieonditions extréme, les

polyhydroxyalcanoates, les exopolysaccharidessdbdeterioruberines.

Le modéle postulé pour la production de I'halecimest pas validé par les tests
statistiques, et donc ce modéle ne peut étre é&utfiisur la simulation de la production de
I'halocine. Une méthode plus fiable de quantificatde I’halocine doit étre mise au point. La
perspective est de postuler un modeéle quadratiquexemple a I'aide d’'un plan isovariant
par rotation. Dans ce cas, des essais en étoilleetessais supplémentaires au centre du

domaine doivent étre réalisés.
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Annexes

Annexe 1. Calcul du taux de croissance spécifique

. . . dx
Equation de la vitesse de croissante= T

Ou X est la concentration cellulaire dans le mileedlinstant t, déterminée par la loi de
Beer-Lambert en mesurant I'absorbance a la longwkomnde L selon I'équation

suivante : A, = €. £. X ol ¢ est le coefficient d'extinction molaire (L.rfatm™), et ¢
la longueur du trajet optique dans la solutiondrage (cm).

r
On définit le taux de croissance spécifiqupar la rapport;X <=>rn=d X

_dX _ t _ rx dX
“X_E <=2 Hf'fodt_fxoy

In X =1In Xg+ H (t-8)

<=> P (t-§=1InX-InX

Annexe 2. Courbes de croissance aux points expéeriniaux
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Figure 5 : Courbes de croissance des essais aux points mgueaux
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Annexe 3. Tables statistiques
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Table : Loi de Fisher-Snedecor
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Résumé

Dans le but d'optimiser la croissance et la prtidacd’halocines par une souche
d’'Haloarchaea SWO25, un plan factoriel complet a deux niveawa dtois facteurs a été
adopté. L'étude statistique a permis de validentelele de la croissance et de déterminer les
interactions qui existent entre les trois factedrandis que dans le cas de l'activité de

I'halocine, aucun des trois facteurs n’influenggnificativement la production d’halocines.

Une croissance optimale est atteinte a 20% de NaGPo de MgS@et a une
température de 45°C. Ces conditions de culturgoemis a la souche SWO25 de passer d'un
temps de génération de 5,54 h (i = 0.12p2h2,91 h (1 = 0.238, le taux de croissance a
éte ainsi multiplier par un facteur de 1,9. Consadéces résultats, cette méthode est efficace

pour I'optimisation de la croissance de la souche.

Mots-clés : Archaea halophiles, Haloarcula, optimisation, plan factoriel, croissance,
halocline.

Abstract

Optimization of medium components and culture dbons for growth and
production of halocin by a halophilidrchaeca SWO25 was carried out using two levels
factorial design with three factors. The statidtanaalysis showed that the three variables and
their interactions had a significant effect on ¢gnewth of the microorganism whereas none of
these variables had a significant impact on thelycton of halocins.

The optimal growth conditions were found to be28f6 NaCl, 7.5% MgS®and
incubation temperature at 45°C. These conditiofmvald the SWO25 strain to exhibit a
generation time of 2.91 h rather than 5.54 h okthivith non optimized medium. The
optimized medium resulted in a 1.9 fold-increas¢hef specific growth rate. Considering the

results, the factorial design provided a useful toothe optimization of the strain’s growth.

Keywords : HalophilicArchaea, Haloarcula, optimization, factorial design, growth, halocin.



