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I ntroduction

I ntroduction

L’ explosion démographique et la salinisation des sols ne constituent pas les seules
contraintes affectant la production agricole. En I’occurrence, plusieurs activités humaines,
principalement liées a I'industrialisation et I’utilisation excessive des hydrocarbures, mais
aussi ad’ autres pratiques agricoles comme |’ application intensive des fertilisants, pesticides et
herbicides chimiques ont rendu, ensemble, |"agriculture intensive.

Dans un contexte d agriculture intensive, les engrais chimiques comprenant les
engrais azotés, potassiques et phosphatés sont nécessaires pour fournir aux plants des
nutriments en quantité suffisante et optimiser le rendement des récoltes. Cependant
I’utilisation massive d'engrais chimique détruit les microorganismes et les insectes non
pathogénes qui protegent la plante, rendant ainsi les récoltes plus susceptibles aux maladies
(Mahdi et al. 2010).

Le développement de | agriculture biologique constitue une alternative prometteuse a
["agriculteur intensive. Mais Selon I’ Organisation des Nations Unies pourl'aimentation et
I’agriculture (FAO), il semble impossible de se passer des engrais chimiques pour nourrir 6
milliards d'humains sur terre (et 9 milliards a I'horizon 2050). Dans une perspective du
développement durable, il sagit de trouver le juste équilibre d'une agriculture raisonnée :
utilisation restrictive d'engrais chimiques, en appliquant notamment | e bon dosage, et
dével oppement de I'agriculture biologique, autant que possible (Vedura, 2018).

Les algues marines et leurs produits présentent un grand intérét scientifique et
agronomique, car elles jouent un réle important dans |"amélioration de la qualité du sol et le
dével oppement des plantes. Plusieurs études ont révélé les avantages d'extraits d'algues sur les
plantes tel-que I'amélioration de la performance des cultures et le rendement et I’amélioration
de larésistance au stress biotique et abiotique (Eyras et al. 2008 ; Norrie et Keathley, 2006).

Les extraits d'algues pourraient également améliorer |a disponibilité des nutriments, la
productivité (Aziz et al. 2011) etla tolérance au stress chez de nombreuses espéeces de plantes
par augmentation de la concentration des molécules bioactives, notamment des antioxydants
(Fan et a. 2011; Rayirath et a. 2009). Selon Khan et a. (2009), 15 millions de tonnes
d algues sont produits annuellement et une importante partie est utilisee comme supplément
nutritif ou comme régulateurs de croissance des végétaux, engrais ou pesticides.C’est dans
cette optique que le présent travail est dirigé dont I’objectif principal est de proposer un

bioprocédé visant a améliorer |a croissance des plantes.
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I ntroduction

Cetravail est scindé en trois parties :
e Lapremiére, présente une synthése bibliographique sur les algues marines et le
probléme de salinité ;
e Laseconde est réservée au matériel et méthodes utilisés dans cette investigation ;

e Laderniéere est consacrée aux résultats et discussion obtenus lors de ce travail .

p. 2
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1. Lesalgues:

1.1. Caractéristiques générales des algues

Les algues sont considérées comme les ancétres de la vie terrestre et sont divisees en
deux grandes catégories : les micro-algues (unicellulaires) et les macro-algues
(pluricellulaires) (Campbell et Reece, 2007). Leur structure biologique est plus simple que les
végétaux terrestres, elles ne possedent ni racines, ni tiges, ni feuilles véritables. Elles sont
composées de crampon qui ressemble a des racines leur permettant de se fixer a une surface
immobile, un stipe en guise de tige et de frondes servant comme surface de la photosynthese
(Garon-Lardiere, 2004 ; Campbell et Reece, 2007 ; Mac Artain et a. 2007).

Tout comme les végétaux supérieurs, et contrairement aux champignons, les algues ont
un systéme photosynthétique basé sur la chlorophylle a Sur |a base de leurs pigments et
d'autres caractéristiques morphologiques et physiologiques, I'ensemble des algues a été classé
en : Phéophycées (algues brunes) ; Chlorophycées (algues vertes) et Rhodophycées (algues
rouges) (Garon-Lardiere, 2004 ; MacArtain et al. 2007).

1.2. Composition chimique des algues

La composition des macro-algues est trés variable selon les espéces, la saison, les
conditions de croissance et le stress (Julie, 2010). Les algues se composent généralement de
protéines, d’'une faible quantité de lipides comparée au fort pourcentage des glucides, qui sont
essentiellement sous forme de polysaccharides tels que les alginates, les carraghénanes et les
ulvanes (Julie, 2010). Les algues peuvent contenir aussi des métabolites secondaires comme
les terpénoides, les alcaoides et les composés phénoliques (polyphénols et bromophénols)
(Chouikhi ,2013). Plusieurs phytohormones présentes en faibles quantités (principalement les
cytokinines, I'acide abscissique et les auxines) ont été identifiées dans des produits obtenus
d'algues marines (louvieaux, 2004), ces molécules ont une double fonction, d’ une part, elles
régulent les procédés de croissance et de développement, comme la division cellulaire, et
d’ autre part, elles jouent un réle dans le signalement des changements de |’ environnement
extérieur (Stirk et van Staden, 2014).

Les algues puisent dans la mer une richesse incomparable d'ééments minéraux d'ou la
fraction minérale peut représenter jusqu'a 36% de la masse seche. Parmi ces éléments: le
potassium, le chlore, le sodium, le calcium, le magnésium, le soufre, le phosphore, I'iode, le

fer, le cuivre, le manganese et de nombreux autres oligo-éléments tels que I'iode, le fer, le

p.3
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zinc, le cuivre, le sélénium et le molybdene, le fluor, le brome, le manganése, le bore, le
nickel et le cobalt (Viguerie et a. 2002).

1.3 Lesdomainesd’application des algues
Il existe plusieurs domaines qui font appel a des algues ou aux phycocolloides.
Actuellement elles présentent une source nutritionnelle et un produit a grande valeur, surtout
en Asie ou elles sont utilisées directement comme aiments, ou indirectement surtout par
I'industrie de phycocolloides (agars et aginates). Elles sont utilisées dans I'agriculture
comme engrais et fourrage, dans I’industrie aimentaire et pharmaceutique, dans le textile, et

dans bien d’ autres domaines (Chopin, 1997).

1.2.1.1. Industriealimentaire

En consommation humaine, les macroalgues sont dga bien ancrées dans les habitudes
alimentaires des populations cotiéres et ce méme depuis la préhistoire (Dillehay et al. 2008).
Actuellement, surtout en Asie, les macroalgues sont incluses dans la culture gastronomique
(Mouritsen, 2012), elles peuvent étre consommees crues ou incorporées dans les soupes. Ces
algues sont une source précieuse de nutriments comme |’agar qui est utilisé pour faire des
desserts de gelée végétarienne et pour améliorer la texture des produits laitiers comme le
fromage, les flans et les yaourts (Mc Hugh, 2003). La carraghénane, par sa capacité
stabilisante, peut étre incorporée dans certains produits aimentaires pour mettre en
suspension les ingrédients solides, comme les pulpes et la poudre de cacao (Hernandez-
Carmona, 2013).

1.2.1.2. Pharmaceutique et cosmétique

Les algues sont riches en vitamines, en oligo-ééments et en iode, qui jouent un rble
dans les soins de la peau. Plusieurs entreprises produisent des produits pour soins corporels a
base d’algues, notamment des bains d'algues, des shampoings, des gels douche, des crémes
hydratantes, des masqgues faciaux, etc. les alginates et les fucanes extraits des macroa gues
sont connus pour leurs effets contre le vielllissement. Ils sont ainsi retrouvés dans la
composition de nombreux produits de soin pour la peau (Kang et al. 2013 ; Thomas et Kim
2013). Les alginates sont également utilisés dans la fabrication de pommade et de pansement
pour leur capacité a accélérer le processus de cicatrisation (Pereira et a. 2013 ; Wang €t al.
2015). En outre, les agars servent d'excipient dans les dentifrices, ou encore de gélifiant dans

les cremes (Garon-lardiére, 2004).

p. 4
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1.2.1.3. Biomédical

Les algues constituent une source importante de fibres (33 a 61%) qui facilitent le
transit intestinal. Leurs alginates, modifient |'absorption intestinale du glucose et la réponse
insulinique en retardant I'absorption du glucose (Vaugelade et al. 2000). D’autres effets
bénéfigues des macroalgues, incluent les activités anti-cancers, anti-tumorales,
antidiabétiques, antiallergiques et antivirales (El Gamal, 2010 ; Tierney et a. 2010; Harnedy
et Fitzgerald, 2011 ; Hamed et a. 2015). Plusieurs études ont également démontreé | activité
antibactérienne et antifongique des algues (Peres et a. 2012 ; Beaulieu et a. 2015 ; Singh et
al. 2015).

1.2.1.4. Biorestauration des écosystemes

Des travaux menés par plusieurs chercheurs indiquent quel'utilisation des populations
de macroal gues a grande échelle pourrait fournir éventuellement des technol ogies nouvelles et
rentables pour la réduction de la diffusion des contaminants d'origine hydrique (Chouikhi,
2013) comme les métaux lourds, les bactéries pathogenes, les virus, etc. Dans les régions
cotieres polluées par les rejets agricoles, urbains ou salmonicoles, les grandes algues peuvent
jouer un role de bio-filtre en absorbant I’ azote et le phosphore dissous transportés par les
courants (Chung et al. 2002, 2013). Les effets des macroal gues comme fertilisants différent
selon |’ague utilisée. En général, ce n’est pas di seulement aux composants chimiques et la
valeur nutritionnelle de I’ algue, mais aussi aux propriétés physiques de leurs polysaccharides,
lesquels aident a améliorer la structure du sol (Kim, 1970). Par leur composition riche en
soluté compatibles, les algues constituent un moyen potentiel pour la restauration de la
croissance des cultures sous stress abiotique (Nabti et a. 2007 ; Arif et a. 2016).

1.3. Effetsdesalgues sur les plantes
Les algues constituent un moyen de lutte efficace contre les stress que peuvent subir
les plantes. Ce sont des biostimulants de la croissance, utilisés comme biofertilisants des sols
(Hurtado et al. 2009). Plusieurs éudes ont révélé | effet des extraits d'algues sur I'amélioration
de la croissance, la performance et le rendement des cultures (Norrie et Keathley, 2006 ;
Eyras et a. 2008;). Les extraits d'algues ont également la capacité d'améliorer |a tolérance au
stress chez de nombreuses espéeces de plantes par augmentation de la concentration des

molécules bioactives, hotamment des antioxydants dans les plantes traitées (Rayirath et al.

p.5
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2009 ; Fan et a. 2011). Les algues et leurs produits peuvent agir directement ou indirectement

sur la plante.

1.3.1. Effet direct desalgues sur la croissance des plantes

Les effets de I’application d’algues sur la croissance des végeétaux sont connus
empiriquement depuis les débuts de leur application sur les champs. Plusieurs études ont
montré que les extraits d"algues améliorent la germination, la croissance racinaire, le poids
des fruits et la teneur de la plante en chlorophylle (Sivasankar et al. 2006 ; Roussos et al.
2009). Cette stimulation de la croissance des plantes se traduit par une plus grande vigueur
conduisant a une augmentation du rendement des cultures ainsi que la qualité et la taille des
fruits produits (Jannin 2012). Les extraits d’'algue revendiquent des actions sur la stimulation
de la croissance des plantes, mais aussi sur leur capacité a améliorer la tolérance des plantes a
lasainité, lachaleur et la secheresse (Van Oosten, 2017).

1.3.2. Effet indirect desalgues sur la croissance des plantes

Les extraits d'algues agissent sur les caractéristiques physiques et biologiques des sols
gréce aleur richesse en polyuronides, tels que les alginates et |es fucoidanes, qui maintiennent
dans les sols une humidité et une aération nécessaires ala mise en place du systéme racinaire
et favorisant la croissance de bactéries bénéfiques a la croissance des plantes (Khan et al,
2009). L’extrait d' algue serait également un bon outil pour accélérer la décomposition de la
matiere organique grace aux acides alginiques qui accroitre la population bactérienne et

améliorer la capacité de rétention en eau du sol (Thivy, 1964).

1.4. Effet desalgues sur la croissance des plantes stressees
Dans la nature, les plantes doivent faire face a de multiples agressions. Ces dernieres
peuvent étre d'origine climatique (froid, secheresse), nutritionnelle (carence ou excés de
nutriments) ou encore d’origine anthropique (métaux lourds, pesticides). On parle aors du
stress abiotique par opposition au stress biotique qui implique I’ intervention d’ un second étre
vivant. Il peut s agir d’un herbivore (insecte) ou d un agent infectieux (champignon, bactérie,

virus).

1.4.1. Plante sous stress abiotique
Les extraits d’ algues sont connus pour leur effet sur les systémes de défense naturels des

plantes en réponse aux stress abiotiques comme la sécheresse et la salinité (Mancuso et al.
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2006 ; Rayirath et a. 2009 ; Khan et a. 2009). Certains auteurs suggerent que cette
stimulation est due a la richesse des algues en nutriments, en composés bioactifs et a la
présence de phytohormones et d’ osmo-régulateurs, comme la glycine bétaine, qui permettent
aux plantes de s adapter aux stress thermique, hydrique et salin (Makeld et al. 1999 ; McNell
et al. 1999 ; Khan et al. 2009). Les propriétés anti-oxydantes des algues permettent a la plante
de mieux gérer le stress oxydant provoqué par les radicaux libres et de mieux résister a la
carence en nutriments induite par le froid (Jeannin, 1991 ; Bradacova, 2016).

1.4.2. Plante sous stress biotique

Le stress biotique englobe majoritairement les attagues d agents pathogenes de type
fongiques. La composition riche et variée en substances bioactives des algues favorise la
stimulation des systemes de défense naturels des plantes en réponse aux stress biotiques.
Plusieurs éudes ont démontré que les extraits d’ agues en pulvérisation foliaire ont la
propriété de limiter les effets négatifs des attaques d'agents pathogenes fongiques ou
bactériens (Mercier et a. 2001 ; Cluzet et a. 2004 ; Jayarg) et a. 2008 ; Subramanian et al.
2011 ; jannin, 2012). Les extraits d algue permettent de diminuer la taille et le nombre des
lésions des plants infectés par des bactéries phytopathogenes (Subramanian et al. 2011), ils
diminuent également les attagues des nématodes et des aphides en réduisant leur fécondité.
Wu et a. (1998) ont également révélé que la réduction de la fécondité du nématode par
certains extraits algaux est comparable a celle du traitement par des bétaines. Ces molécules
présentes dans les extraits algaux pourraient donc étre responsables de la protection des

plantes contre les ravageurs de type nématodes ou aphides.

2. Lasalinité: Une menace sérieuse pour |"agriculture

Plusieurs facteurs environnementaux sont impligués dans la diminution du rendement
final d’un produit agricole ou dans I’ altération de sa qualité. La secheresse, le pH, la salinité,
le déséquilibre des nutriments (toxicité et déficience minérale) et les températures extrémes
constituent, souvent, les principales contraintes environnementales affectant la production
agricole (Ashraf et Foolad, 2007). Le stress abiotique est donc considéré comme principal
responsabl e des pertes associées aux cultures, en I’ occurrence, la sécheresse et la salinité sont
responsables de 17 et 20% de pertes, respectivement. Alors gque la température éevée ou
basse est causent 40 et 15% de pertes respectivement, 8% de pertes sont liées a d’ autres
facteurs (Athar et Ashraf, 2009).
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La salinité est I'un des principaux stresses abiotiques affectant la croissance et la
productivité des plantes dans les régions arides et semi-arides (Yadav et al. 2011). C'est un
facteur environnemental potentiel qui limite la croissance et la productivité des plantes
(Allakhverdiev et a. 2000; Munns et a. 2006). D apres la FAO (Food and Agriculture
Organisation), on estime gue plus de 831 millions d'hectares de terres dans le monde sont
touchés par la salinité (Martinez-Beltran et Manzur, 2005).

2.1. Effet delasalinitésur lesplantes
La salinité est un stress abiotique complexe qui affecte directement la croissance des
plantes (Al-Mansouri et a. 1988). Ces dernieres sont classées en deux groupes, les
glycophytes et les halophytes selon leurs capacités a survivre dans des conditions salines. Le
dével oppement des glycophytes est négativement affecté par le sel tandis que, les halophytes
tolérent des concentrations élevées en NaCl (Banu Doganlar et a. 2010).

La concentration élevée des différentsions de sel dans e sol, principalement |e sodium
et le chlore mais aussi d autres ions (potassium, calcium, carbonate, nitrate, sulfate) provoque
une diminution dans I’ acquisition de I’ eau par les racines des plantes (Kosova et a. 2011). Le
NaCl a fortes teneurs affecte la croissance, le métabolisme et la disponibilité des nutriments
qui inhibe a son tour la photosynthése par la dégradation des pigments ; chlorophylles a et b
(AyadaAstorga et Alcaraz-Meléndez, 2010).

2.1.1. Effet delasalinitésur la germination

L’un des effets déléteres du stress salin est la diminution du taux de germination et
I’inhibition de la croissance, ce qui affecte le poids de la matiere seche (El-Tayeb, 2006). Les
concentrations élevées en sel réduisent le potentiel hydrique, il en résulte ainsi une diminution

de |’ absorption de |’ eau par les graines (Jamil et al. 2006).

2.1.2. Effet delasalinitésur I’absorption d’eau et de nutriments

Les fortes concentrations en Na', Ca?, Mg™ et CI" réduisent la disponibilité en
ééments nutritifs; inhibent le transport et saturent les sites de fixation des ions. La
compeétition et les interactions entre le chlore et les nitrates, le sodium et le calcium et le
sodium et le potasium conduisent a un déséquilibre ionique, une déficience en nutriments
et/ou une toxicité ionique (Grieve et Shannon, 1999). D’ aprés Ashraf et McNeilly (2004), Le
NaCl affecte la croissance des plantes par |’ accumulation des ions a des niveaux toxiques, ce

qui conduit aladiminution de la disponibilité de I’ eau et de nutriments.
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L augmentation des quantités de Na' et de ClI” dans le sol affecte la disponibilité des
nutriments indispensables par la compétition entre les ions et par la modification da la
sélectivité des membranes. Les ions Na™ atténuent I'influx intracellulaire des ions K™ et
I’ acquisition de cet élément essentiel par les cellules (Lloyd et a. 1989). La salinité (dominée
par les ions Na") réduit également la disponibilité des ions Ca™, ce qui affecte la structure et

la composition des organes vegétatifs et reproductifs (Tounekti et a. 2011).

2.1.3. Génération des especes oxygéneesr éactives (EOR)

L es teneurs excessives de NaCl provoguent un déséquilibre ionique et un stress hyper-
osmotique chez les plantes. Ceci induit un deuxiéme type de stress ; |I'endommagement ou le
stress oxydatif (Tungtirk et a. 2011). Le stress salin provoque la génération des EOR au
niveau des chloroplastes causant |'oxydation des lipides, la dégradation des protéines,

I’inactivation des enzymes et |a perméabilité des membranes (El-Tayeb, 2006).

2.1.4. Inhibition dela photosynthese

La photosynthese est considérée comme la premiere source de production de la
matiere seche chez les plantes. La sénescence précoce des feuilles réduit considérablement le
rendement agricole (Gadalla, 2009). La salinité est I’un des facteurs majeurs qui inhibent la
photosynthese elle provoque la fermeture des stomates, ce qui réduit la transpiration et
empéche |’ absorption de I’eau par les différents tissus de la plante (El-Kaoua et al. 2006).
L’accumulation d'ions toxiques, la réduction des nutriments, la génération des especes
oxygenées réactives, la peroxydation des lipides et la perméabilité des membranes provoquent

tous la sénescence des feuilles (Leidi et al. 1991).

2.2. Effet delasalinitésur lastructuredu sol

La structure du sol peut étre définie comme le regroupement de particules primaires du
sol dans les agrégats, ces derniers sont séparés entre eux par des pores dans lesgquels le gaz et
le liquide peuvent circuler. La structure du sol a une importance considérable sur son
fonctionnement, d'une part, elle détermine la pénétration des racines dans le sol, d'autre part,
elle agit sur les déplacements d'eau et d'él éments nutritifs, de la masse du sol vers les racines
(Lavelle et Spain, 2001). L'augmentation de la quantité de sodium dans un sol entraine la
destruction de sa structure. Un exces de sodium favorise la dispersion des colloides minéraux

et par consequence la réduction de la structure poreuse du sol. La salinisation augmente ainsi
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I’imperméabilité des couches profondes du sol ce qui empéche I’ aération et la pénétration de

I’ eau nécessaire pour une croissance normal e des plantes (Ghassemi et a. 1995).

3. Lesalgues: une alternative prometteuse au probléme de salinité

La salinité devient de plus en plus un important facteur limitant la production des
végétaux dans les zones arides et semi arides. Pour résoudre le probleme de la salinité et afin
de limiter les effets déléteres du NaCl sur les plantes, certaines méthodes sont appliquées
telles que le drainage et I’ utilisation de I’eau d'irrigation mais elles sont assez difficiles et
colteuses ce qui limite leur utilisation. Aujourd’ hui, lavoie biologique constitue la stratégie la
plus fiable comme |’ utilisation exogéne de solutés compatibles connus pour leur réle
osmoprotecteur (Ashraf et a. 2012).
Par leur composition riche en phytohormones, polysaccharides, ééments nutritifs et
vitamines, les algues peuvent protéger et stimuler la croissance de la plantes dans les

conditions normales ou de stress.

3.1. Lesalgueset lessolutés compatibles

Les composés bioactifs produits par les algues marines sont trés diversifiés et jouent
un réle important dans plusieurs activités biologiques telles que les processus de survie de ces
organismes dans des environnements extrémes. Les algues constituent une source majeure de
solutés compatibles, pour les plantes et |es bactéries dans les conditions du stress (Ghoul et al.
1995).

Les molécules a activités osmoprotectrices produites par les algues marines peuvent
étre divisées en plusieurs classes: héérosides (floridoside, isofloridoside ...); acools
polyhydriques (glycérol, mannitol, sorbitol ...); sucres simples (mannose) ; acides aminés
(proline) ; et des dérivés d' acides aminés (DM SP). Un grand nombre de ces mémes solutés
compatibles est communément rencontré chez les bactéries et méme chez les plantes (Oren,
2007).

3.2. Lessolutéscompatibles

Les solutés compatibles sont des petites molécules osmolytes organiques. Ils sont dits
"compatibles’ car ils n'influent pas sur la physiologie et les processus cellulaires méme a des
concentrations intracellulaires é evées (Robert, 2005). En plus de leur action protectrice sur la
cellule entiere, ces solutés ont des effets significatifs sur les biomolécules, il sagit de la
stabilisation des protéines et des structures d'acides nuclé ques (Matthias, 2008).

p. 10
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Ces osmolytes peuvent étre synthétisées par la cellule (endogéenes) ou importés du
milieu (exogenes), leur accumulation contribue & maintenir la pression de turgescence interne,
le volume des cellules et 1a concentration d'éectrolytes, tous des éléments importants de la
prolifération cellulaire (Robert, 2005).

3.3. Lesdifférentstypesde solutés compatibles

Les solutés compatibles peuvent étre des sucres (saccharose, tréhalose), des dérivés de
sucres (sulfotréhalose, glucosylglycérol), certains acides aminés et dérivés (proline, acide
glutamique, glutamine, glycine bétaine), éctoine et deérivés et des polyalcools (glycéral,
arabitol, mannitol) (Karima, 2007). Les solutés compatibles sont soit synthétises par

I’ organisme lui-méme ou bien importés a partir du milieu extérieur.

34. Lerodledessolutés compatibles

L es solutés compatibles sont divisés en deux classes:
> Les éléments de la premiére classe n’ont aucun effet de stimulation de la croissance des

cellules en milieu aforte osmolarite.

» Les autres, par contre, ont un effet remarquable de stimulation des paramétres de
croissance lorsqu'ils sont gjoutés au milieu. Ce sont les « osmoprotecteurs » (Ghoul,
1990).

Ces composes vont réduire I’ effet du stress sur les plantes d’une part, et fournir une
source d’ azote et d' énergie alaplante, d’ autre part. La proline et la glycine bétaine améliorent
la croissance des céréales en présence de différents stresses abiotiques (Ashraf and Foolad,
2007).

IIs jouent un réle maeur dans la synthese proténique, en maintenant |"association
entre |”’ARNt et le ribosome au cours de latraduction (Flowers et Colmer, 2008). La présence
de ce type de molécules permet a une grande variété de vivants de résister aux conditions
extrémes telles que les variations de température et la salinité élevée (Smiatek et al. 2011),
elles jouent un réle essentiel dans la stabilisation des protéines et des membranes pendant les
dommages oxydatifs induits par les « EOR » (Saxena et a. 2013). Ainsi, plusieurs éudes ont
découvert que de nombreux organismes hyperthermophiles accumulent des solutés
compatibles dans leurs cytoplasmes pour faire face aux températures plus éevées que celles

gu’ils peuvent tolérer (Silvaet al. 1999).
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4. Moded’ applications des algues

Les algues peuvent étre utilisées sous plusieurs formes (biomasse, poudre ou extrait
liquide). Les extraits liquides sont les plus utilises puisqu’ils donnent rapidement les méme
effets des algues d§a décomposées et compostées, alors gque I’ application d’algues fraiches
sur un sol nécessite normalement leur décomposition pendant plusieurs semaines avant de
pouvoir effectuer le semis. Ces extraits liquides combinent donc facilité de transport
(conditionné en bidons) et facilité d’ utilisation : ils peuvent étre appliqués soit directement sur
le sol, soit en pulvérisation foliaire en combinaison avec d autres traitements fertilisants ou

phytosanitaires (Jannin, 2012).
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Ce travall a éé réalisé au niveau du Laboratoire de Maditrise des Energies
Renouvelables (Equipe Biomasse et Environnement). Les expériences ont é&té menées
durant une période de 4 mois (Février-Mai 2018). Elles ont été divisées en trois grandes
parties :

- La premiére partie comporte |’ ensemble des tests visant |"éude des effet de |’ extrait
d"ague marine Cystoseira sp. sur la croissance des petits pois.

- Laseconde étape comporte les différents tests d"activité biologique de |"extrait d"algue
(Activité antifongique et anti-oxydante).

- Latroisiéme partie comporte I’ é&ude de la stimulation et larestauration de la

croissance de | orge cultivé sous stress salin par |"extrait d"algue.

Partiel : Effet del’extrait del’algue Cystoseira sp. sur la croissance des petits
pois
1. Collectedesalgues

La collecte de I'ague brun Cystoseira sp. est effectuée par I'équipe du laboratoire de
Maitrise des Energies Renouvelables en Mars 2017 dans la cote Ouest de lawilaya de Bgaia
(Boulimate 36°48'42.1"N 4°5853.9"E).

\
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Figure 1 : Site de préevement del’ échantillon d"algue marine
2. Préparation dela poudred’algue

Les agues cueillies sont lavées et sechées al'air libre (al'abri de lalumiere solaire directe).Le
broyage des échantillons est réalisé dans un broyeur éectrique jusqu’a | obtention d"une
poudre fine, cette derniére est tamisée a l’aide d"un tamis de 2 um, puis conservée dans des

pots en verre fumé.
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3. Préparation del’extrait d"algue

10 g de la poudre d"a gue sont homogénéisés avec 100 ml d”eau distillée, la suspension est
autoclavée pendant 20 min/120°C, puis laissée au repos. Enfin, le surnageant est récupéré
dans des flacons fumeés. L extrait est considéré concentré a 100%. La dilution 50% est
préparée dans |"eau digtillée, afin de tester |"effet des deux concentrations sur les différents

parametres de croissance des petit pois.

4. Effet del’extrait d"algue sur la croissance des petits pois

4.1. Désinfection de la surface des graines

Les graines de petits pois Pisum sativum variété Merveille (provenant de la société
algérienne PROFERT de Bejaia) sont trempées dans I’ éthanol (70%) pendant 1min sous
agitation douce, par la suite, elles sont retirées et remises dans une solution d’ hypochlorite de
sodium (Eau de Javel) a 12% pendant 15 min. Pour se débarrasser du chlore, six lavages
successifs a | eau distillée stérile sont enfin appliqués (15 minutes au minimum) (G6tz et al.
2006

4.2. Protocole expérimental
Six expériences ont été réalisées, chague expérience consiste en 13 pots, la figure ci-dessous

illustre les étapes de chaque expérience.

Graines de petites pois

désinfectées

1. Graines imbibées ' : 2. Graines imbibées

dans 1'extrait 50% (1H) dans I'eau (1H)
Graines semées | dans la tourbe Graines imbibées dans Graines semées | dans la tourbe
I"extrait 100% (1H)
Arrosage avec 1'eau Arrosage avec 1'eau
(5ml/3j) ) ) (5ml/3j)
Graines semées | dans la tourbe

l l l * Graines semées l dans la tourbe

+ poudre d'algue (2%)

3. Arrosage avec l'eau
(5ml/37)
Témoin

4. Arrosage avec 5. Arrosage avec 6. Arrosage avec 1'eau
I"extrait 100% I"extrait 50% (5ml/3j)

Figure 2 : Schémaillustrant les différentes expériences réalisées
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Les graines de petits pois sont trempées dans |"extrait d"a gue (50% ou 100%) ou dans
|"eau pendant 1h a température ambiante. Aprés 1 heure de contact avec |"extrait d"algue ou
I"eau, les graines sont semées a raison d’une graine par pot a une profondeur de 1 cm. Les
extraits d"algues sont gjoutés a raison de 1 ml/pot chaque trois jour. Les graines sont arrosés
chaque 3 jours avec 5 ml d"eau de robinet.

Les expériences sont réalisées dans des conditions naturelles a température de 23-28°C
pendant 20 jours.

5.3. Evaluation des parametr es de croissance végétale

Les paramétres de croissance suivants sont mesures :
- Longueur destiges (cm) ;
- Longueur des racines (cm) ;
- Poids frais destiges et desracines(Q) ;
- Poids secs des tiges et des racines (mg) ;

i t h 'j \
’ "’ {:‘g"‘\ Bv-/

; g 4o
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Figure 3 : Quelques étapes d"évaluation des paramétres de croissance des petits pois

== <

5.3. Dosage de lateneur en chlorophylle
Lateneur en pigments photosynthétiques est déterminée selon la méthode de Hiscox et
Tsraelstam (1979). Pour cela, 100 mg de matiére fraiche sont découpés puis placés dans un
flacon contenant 7 ml de DM SO (Diméthylsulfoxyde). Le mélange est incubé a 65°C/30 min.
Aprés incubation, |"échantillon est transféré dans une éprouvette de 25 ml et le volume est
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ajusté a 10 ml avec le DM SO. L absorbance est enregistrée immeédiatement a 645 et 663 nm a
I"aide d’un spectrophotometre (SHIMADZU UV 1800). Les teneurs en chlorophylle a, b et

totale sont déterminées suivant |les équations établies par Arnon (1949).

Chla(g1™) = 0.0127 x A663 —0.00269 x AB45;
Chib(g1™) = 0.0229 x AB45 — 0.00468 x AG63;
Chl totale (g 1™ = 0.0202x AB45 +0.00802 x AGE3.

4. Analyse statistique

Les données relatives aux parametres de la croissance ont fait I’ objet d’ une analyse
statistique en utilisant le logiciel GraphPad PRISM version 6.01. Le test del’analyse de la
variance MANOVA (Test Fischer LSD) a été appliqué (p<0.05).

p. 16



Partiell Matériel et M éthodes

Partiell : Activité antifongique et anti-oxydante de " extrait d"algue
1. Lesespéecesfongiques

Cinq especes de champignons phytopathogenes sont testées, il s agit d”Aspergillus
niger ; Fusarium oxysporum ; Alternaria sp. ; Mucor sp. et Penicillium sp. Ces champignons
font partie de la collection du laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelable, équipe de
Biomasse et Environnement de I'université de Begaia. La revivification est réaisée par

repiquage dans le milieu PDA (Annexe|) suivi d’ uneincubation a 25°C/2 a 3 jours.

Fusarium sp. Penicillium sp. Alternaria sp. Aspergillus niger Mucor sp.

Figure 4 : Les espéces fongiques éudiées.

2. Préparation desextraitsd algue
2.1. Préparation del'extrait aqueux autoclavé

10 g de la poudre d'algue sont homogénéisés avec 100 ml d'eau digtillée, la
suspension est autoclavée 20 min/120°C puis laissée au repos. L extrait est centrifugé a 10000
rpm /10 min. Enfin, le surnageant est récupéré dans des flacons fumés et conservées a4°C.
2.2. Préparation del'extrait ethanolique

L’ extrait est obtenu en réalisant une macération de 10g de poudre d’ algue dans 100ml
d’éthanol. Apres 24h d extraction a température ambiante et sous agitation, une filtration est
réalisée avec du papier whatman. Le filtrat obtenu est évaporé a sec a 40°C, I’ extrait obtenu
est récupéré par Diméthylsulfoxyde (DMSO) puis conservé dans des tubes a 4°C a
I’ obscurité.
2.3. Préparation del'extrait aqueux afroid

10 g de poudre d"algue sont homogénéisés dans 100 ml d’eau distillé puis laisser sous

agitation 24h a température ambiantes. L extrait récupéré est centrifugé a 10000 rpm/ 10 min.

Enfin, le surnageant est récupéré dans des flacons fumeés et conservées a4°C.
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3. Test d"activité antifongique des extraits de Cystoseira sp.

Le milieu de culture utilisé pour le test antifongique est le milieu PDA. Ce test a été
réalisé par la méthode de diffusion sur milieu solide (Vinod et a. 2010) en mesurant les
diametres des zones d'inhibition. L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, il
consiste a tremper un écouvillon stérile sur la culture fongique, puis le frotter a trois reprises
sur toute la surface gélosée de fagon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ
60 ° apres chaque application pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Pour chaque
test, 10 boites de Pétri sont écouvillonnées, (2 boites pour chagque extrait ; 2 boites pour le
témoin positif et 2 boites pour le témoin négatif).

Des disques de papier Wattman de 6 mm de diametre ont été prépares, stérilisés puis
déposés a la surface des boites ensemencées a raison de 3 disques par boites. 10 ul dextrait
sont déposés a la surface des disgues. Une solution d”antifongique commercia préparée a une
concentration de 8 mg/ml et le DMSO sont utilises comme témoin positif et négatif,
respectivement. Les boites sont misesa4 °C/2 h, puisincubées a 25°C/48- 72 h.

Afin de garantir des conditions expérimental es comparables, trois dépbts de méme extrait sont
placés dans la méme boite. Aprés incubation, le diametre des zones d’inhibition est mesuré.

Disque en papier 10 pl
d’extrait/disque
1

”/WMM - ’/‘WMWM W/Ilmﬂ” 48ha 72h

;;;;;

Culture fongique sur Apparition de zones

milieu PDA d’inhibition
Figure5: Mise en évidence de | effet antifongique des extraits d"ague

4. Test d activité anti-oxydante des extraits de Cystoseira sp.
4.1. Dosage des polyphénols
e Principe
Les polyphénols sont dosés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (Singleton et a. 1965). Ce réactif de couleur jaune est constitué d’un mélange
d acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Lorsgque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Cioclateu en un complexe de couleur bleue constitué
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d oxyde de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la
teneur des composés phénoliques oxydés.

e Modeopératoire
Un volume del100 pl d’extrait est introduit dans des tubes a essai contenant 750 ul du réactif
de Folin-Ciocalteau (10%) et 750 ul de carbonate de sodium (6%). Les tubes sont agités et
incubés a |'obscurité durant 30 min a température ambiante. L'absorbance est ensuite mesurée
a765nm.

Les résultats sont exprimeés en mg Equivaent en acide gallique par gramme de matiere
seche d'algue (mg EqQC/g MS). La courbe d'étalonnage est obtenue, dans les mémes
conditions opératoires, en utilisant comme étalon I’ acide gallique (Annexe I1).

4.2. Dosage des Flavonoides
e Principe

Laformation des complexes jaunétres, lors del’ gout du chlorure d’ aluminium, est due
alafixation desions AlI** sur les atomes d’ oxygéne présents sur les atomes de carbone 4 et 5
des flavonoides (Ribereau-Gayon, 1968).

e Modeopératoire

Un volume de 1 ml de la solution d’ extrait éhanolique (préparé dans I’ éthanol), agueux
autoclavé ou a froid (préparé dans |"eau distillé) est gjouté a 1 ml d’ AlCl3 (2%) préparé dans
le méthanol. Le mélange est vigoureusement agité, puis incubé a I’abri de la lumiere a
température ambiante /30 min. L’ absorbance est mesurée a 430 nm. Lateneur en flavonoides
de I’ extrait est obtenue en se référant a une courbe d’ étalonnage. Les résultats sont exprimés
en milligramme d' équivalent de Quercétine par gramme de matiére seche d' algue (mg EQ/g
Ps) (Kosalec et a. 2004).
La courbe d’ éaonnage est obtenue, dans les mémes conditions opératoires, en utilisant
comme étalon la Quercetine (Annexe ).
4.3. Mesuredel activité anti-oxydante

Les propriétés anti-radicalaires des extraits d’algue sont évaluées par deux tests : le
test de piégeage du radical diphénylpicryl-hydrazyl (DPPHe) et la mesure de pouvoir
réducteur

4.3.1. Effet scavenger du radical DPPH

e Principe

La méthode de DPPH est basée sur la mesure spectrophotométrique du changement de la
concentration du radical DPPH résultant de la réaction de DPPH" avec un antioxydant. Au
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cours de la réaction, les antioxydants (donneurs de H) réagissent avec le DPPH', qui sera
réduit au DPPH-H (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl) (Fig. 6). Par consequent, la couleur de la
solution change du violet au jaune pale et I'absorbance diminue. Le degré de décoloration
indique le potentiel de I’ activité anti-oxydante des extraits en termes de capacité de donneur
d hydrogene (Brand-Williams et al. 1995).
e Modeopératoire

1 ml de DPPH" est ajout¢ a 100ul de chaque extrait. Aprés 30 min d'incubation dans
I'obscurité a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 517 nm. L'activité antioxydante
est exprimée en pourcentage d'inhibition de radica DPPH', et calculée a partir de |'égquation

suivante :

(Abs Témoin —Abs échantillon )

Abs Témoin

Inhibition (%) = x 100

- Abs Témoin: Absorbance du témoin ;
-Abs échantillon : Absorbance de |’ échantillon.

SWe sWe

|
NH -
o NO, o No, + A

NO» NO;

DPPH" DPPH-H

Figure6 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant (Endo et al., 2006)

4.3.2. Pouvoir réducteur
e Principe
Le pouvoir réducteur des extraits de Cystoseira sp. sont mesurés par la réduction directe
des électrons de ferricyanure de potassium selon la réaction chimique suivante :
Fe(l11) =>Fe(l1)

Fe* -ferricyanide + E— Fe** ferricyanide +E (E : Extrait)

La formation du complexe coloré en bleu, est obtenue par I addition des ions Fe** libres
apres la réaction de réduction. Ce complexe est quantifié par la mesure de I’ absorbance a 700
nm (Ribeiro et al. 2008).
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e Mode opératoire

Le dosage du pouvoir réducteur est effectué selon la méthode décrite par Gllcin et al.
(2002). 500ul d extrait sot mélangeé avec 1,25 ml du tampon phosphate a (pH 6,6 ; 0,2 M) et
1,25 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)e] a (1%). Le mélange est mis dans un bain
marie & 50°C/ 20 min, puis 1,25 ml d'acide trichloracétique a 10 % sont additionnés au
mélange et le tout est centrifugé a 3000 g/ 10 min. 1,25 ml du surnageant sont prélevés puis
additionnés a 1,25 ml d'eau distillée et 0,25 ml de chlorure ferrique (FeCl3) a (0,1 %). Enfin,
la détermination de I’ absorbance est effectuée a 700 nm.

Les résultats sont exprimés en mg Equivalent en acide ascorbique par gramme de matiere
seche d’algue (mg Eq AA/g MS). La courbe d’ étalonnage (Annexe I1) est obtenue, en utilisant

comme étalon |’ acide ascorbique.
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Partielll : Effet des extraits d' algue Cystoseira sp.sur la restauration de la

croissance del’ orge cultivé sous stress salin

Cette partie a pour objectif de mettre en évidence |'effet des extraits |"ague
Cystoseirasp.sur la restauration de la germination et de la croissance de |"orge (Hordeum
vulgare L.) cultivé sous stress salin.

Avant de procéder a cette expérience, nous avons juge utile de déterminer |”halotolérance

des graines de I’ orge pour pouvoir choisir la concentration en NaCl a appliquer.

1. Détermination del halotolérance desgrainesdel orge
1.1 Désinfection dela surface des graines

Les graines de I’orge (Hordeum wvulgare L.) sont trempées dans I’éthanol (70%)
pendant 1minsous agitation douce, par la suite, elles sont retirées et remises dans une solution
d hypochlorite du sodium (Eau de Javel) & 12% pendant 15 min. Pour se débarrasser du
chlore, six lavages successifs a I'eau digtillée stérile sont enfin appliqués (15 minutes au
minimum) (Gotz et a. 2006)

1.2. Protocol expérimental (Ramado et a. 2013)

Des disques en papier absorbant d’un diameétre égal a celui des boites de Pétri sont
préalablement stérilisés au four Pasteur a 180°C/30 min puis placés dans les boites de Pétri.
Ces disgues sont par la suite imbibés avec |"eau de robinet (Témoin), ou d’ une solution salée
(50 mM ; 100 mM ; 150 mM ; 200 mM ; 250 mM ; 300 mM ; 350 mM et 400 mM) a raison
de 6 mi/boite. Les graines d’ orge stériles, trempées dans |"eau de robinet pendant 1 h a
température ambiante, sont déposées dans les boites de pétri a raison de 13 graines/boites.
L’ expérience est réalisée a I’ obscurité a une température moyenne de 25°C. Le suivi de la
germination est effectué durant 15jours en dénombrant chaque jour les graines germées dans
chague boite. Une graine est considérée comme germée aprés la sortie de I’embryon de la
cuticule. A lafin de I’ expérience, le pourcentage final de germination, le taux de germination

ainsi que lavitesse de germination dans chaque boite sont déterminés.

2. Effet desextraitsde Cystoseira sp. sur la germination desgraines sous stresssalin

Apres avoir déterminé | halotolérance des graines d’orge, la concentration 350 mM est

utilisée comme source de stress.
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Le protocole est similaire au protocole expérimental de la section (1.2). Dans ce test les
disques sont imbibés avec de |"eau de robinet (Témoin), la solution saline 350 mM, les
extraits d"algue 50% et 100% et les extraits avec la solution saline (Cys 50%/350 mM, Cys
100%/350Mm) (fig. 6). Le suivi dela germination est effectué durant 15jours en dénombrant
chaque jour les graines germeées dans chaque boite. A lafin de I’ expérience, le pourcentage de

germination dans chague boite est déterminé.

1 H dans 1'eau

13 graines / boites + Disque en papier

l | l l l |

6ml 6ml 6ml 6ml 6ml 6ml

Eau Cys 50% Cys 100% 350 mM Cys 50%/350mM Cys 100%/350mM
Boite 1 | #5480 ot | e e N ot

w/ v/ =/ w/ .4 >/

i i i i | i

1 1 1 1 1 1

1 i 1 i 1 [

1 i 1 1 1 1

1 1 1 i 1 i

1 i i 1 1 1

1 1 1 1 1 i

1 1 1 1 1 1

1 i 1 1 1 1
Boite 9 (2044 (=8

Germination a I’obscurité
Température ambiante
15 jours

Figure 7 : Schéma illustrant les différentes étapes du test de germination sous stress
salin

3. Effet desextraitsde Cystoseira sp. sur la croissance del orge sous strass salin

Apres 1 heure de contact avec |"eau, les graines sont semées. L expérience est réalisée
en 9 pots, les graines sont plantées araison de 3 graines par pot a une profondeur de 1 cm. Six
expériences sont effectuées :
Expérience 1: Témoin, graines semées dans le sol et arrosées avec de |'eau de robinet
(5mi/pot).
Expérience 2 : Graines semees dans le sol et arrosees avec |“extrait de Cys 50% (5mi/pot).
Expérience 3 : Graines semeées dans le sol et arrosees avec | extrait de Cys 100% (5ml/pot).

Expérience 4 : Graines semées dans un sol salin.
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Expérience 5: Graines semées dans un sol salin et arrosées avec |’extrait de Cys 50%
(5mi/pot).
Expérience 6 : Graines semées dans un sol salin et arrosees avec |"extrait de Cys 100%
(5ml/pot).

L expérience est réaisee dans des conditions naturelles a température 23-28°C
pendant 15 jours. Les parametres: longueur, poids frais, poids sec des tiges ainsi que la

chlorophylle a, b et totale sont mesurés.
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Figure 8 : Schémaillustrant les différentes étapes du test de croissance sous stress

L effet du stress salin et des extraits d"algues sont également évalués par |la mesure des
parametres Intégrité membranaire; peroxydation des lipides et le dosage du peroxyde

d hydrogene.

3.1 L’ intégrité membranaire (Singh et al. 2008)
20g de feuilles de I’orge lavées avec de I'eau digtillée sont placés dans des flacons fermeés
contenant 20ml d'eau distillée et incubées a 25°C pendant 2 heures. La conductivité
électrigue de la solution (C1) est mesurée a I’aide d’un conductimétre électriqgue (HANNA
instruments, HI198129). L es échantillons sont passés al’ autoclave a 120°C pendant 20 minutes
et la conductivité éectrique (C2) est obtenue apres stabilisation a 25°C. Cette mesure révéle

le maximum de fuites d’'ions. Lafuite d électrolytes est déterminée par laformule suivante :
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fos : c1
Intégrité membranaire (%) = e 100

3.2. Per oxydation deslipides

La peroxydation des lipides est un mécanisme en chaine de dégradation des acides
gras membranaires conduisant a la formation d hydroperoxydes (ROOH) instables,
responsables de la diminution de la fluidité membranaire en atérant son fonctionnement. La
peroxydation des lipides est estimeée par I’ évolution de la teneur en malondialdéhyde (MDA),
produit de la dégradation oxydative des lipides et des acides gras insaturés, qui est déterminée
selon la méthode décrite par (Prasad et a. 1995).

50mg du matériel végétal sont broyés et dilués dans 4ml d acide trichloracétique TCA
(20%). Cette procédure sert a assurer la libération des radicaux libres présents dans
I”échantillon. Aingi, le réactif choisi permettra la précipitation de ces radicaux libérés. Le
niveau du MDA servira comme indice de peroxydation lipidique, et le résultat sera donc
exprimé en mg de MDA. 1ml d'extrait est prélevé puis centrifugé a une vitesse de
10000tr/min pendant 10 minutes a4°C. 0,5ml du surnageant sont additionnés a 2ml de |’ acide
thiobarbiturique TBA 0,5%. Le mélange est finalement incubé a 95°C pendant 30 minutes
suivi d’un refroidissement rapide sur la glace. L’ absorbance du surnageant est lue a 532nm, et
la teneur en MDA est calculée par la loi de Beer-Lambert: DO = ¢.C.I, en utilisant le
coefficient d’extinction molaire du MDA (g = 155 1. mmol™. cm™).

3.3. Dosage dela production de H202

Le but de ce test est de révéler I"influence des extraits d"algue sur la stimulation de la
réaction de défense de la plante via la voie du peroxyde d’'hydrogéene (H.O,). L’effet de
I"extrait sur la production de H,O, est déterminé au niveau des feuilles pour le stade adulte
selon laméthode de (Velivokaet al. 2000).

50 mg du matériel végétal sont broyés dans 2,5ml d'acide trichloracétique TCA
(0,1%). 1ml de I’ extrait obtenu est centrifugé a une vitesse de 12000tr/min / 15min. 0,5ml du
surnageant sont mélangé avec 0,5ml du tampon phosphate 10mM (pH 7) et 1 ml d’iodure de
potassium 1M. L’absorbance du surnageant est lue a 390nm, et la production de H,O, est

cal culée grace & son coefficient d extinction spécifique (0.28 pM™ cm ™).

4. Analyse statistique
Les données relatives aux parametres de la croissance sous stress salin ont fait |’ objet
d une analyse statistique en utilisant le logiciel GraphPad PRISM version 6.01. Le test de
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I’analyse de la variance ANOVA (Test Fischer LSD) et le test t de Student sont appliqué
(p<0.05).
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Partiel : Effet del’extrait d’algue Cystoseira sp. sur la croissance des petits
pois

Les résultats des études de | effet de |"extrait d"ague Cystoseira sp.sur la stimulation
de la croissance des petits pois sont analysés statistiqguement par le test MANOVA dont le
seuil d’erreur p< 0,05.Les valeurs des parameétres analysés sont présentés par la moyenne +
écart type.

1. Effet del’extrait Cystoseira sp. sur les parametres de croissance des petits pois

Les valeurs de différents paramétres de croissance des petits pois traités ou non avec la poudre
ou |"extrait de Cystoseira sp. a différentes concentrations (50% et 100%) sont présentés dans

les graphes de lafigure 9.

Figure 9: Valeurs des parametres de croissance des petits pois cultivé en présence ou en
absence d”extrait d"algue Cystoseira sp.

ns : Non significative (p=0,05) ; * : p<0.05, ** : p<0.01

D’ aprés les résultats obtenus, les cing traitements (Arr C50 ; Arr C100; Imb 50 ; Imb
100 et poudre) stimulent significativement la longueur des tiges. Le degré de significativité
varie selon les expériences (p<0.05; p<0.01). Cependant sur la longueur des racines,
seulement la concentration 100% (Arr C100 et Imb C100) montre un effet remarquable
(p<0.01), les autres expériences ne montrent aucun effet significatif (p >0,05).

Sur le paramétre poids frais des tiges et racines, toutes les expériences ont révélé une
|égere déférence comparée au témoin non traité, a |’ exception de I’ extrait 50% (Imb C50%)
qui a stimulé significativement la croissance des tiges et des racines (p<0.05).

Les traitements Imb 100% et Imb 50% ont positivement influencé le poids sec des
tiges, les autres résultats ne présentent aucun effet significatif. Concernant les résultats de
I’ application de |’ extrait d’algue sur le poids sec des racines, | effet positif est obtenus avec
les traitements 100% (Arr C100% ; Imb C100%) etimb 50%.

L utilisation de I"extrait d"ague Cystoseira sp. comme biostimulant, montre un effet
variable sur les différents paramétres de la croissance des petits pois. Cet effet dépond de la

dilution utilisée (50% et 100%) et du type de traitement. Plusieurs auteurs ont rapporté que la
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concentration des extraits d"algues influence leur effet biostimulant (Sivasankari et al.2006 ;
Sridhar et Rengasamy, 2010 ;Anisimov et al, 2010 ; Craigie, 2011; Kumar et Sahoo, 2011 ;
Anisimov et al. 2013).

Les résultats obtenus dans cette éude montrent une certaine similitude avec ceux de
Matysiak, (2010) sur I’ effet d’un produit biostimulant a base de Sargassumspp. (Algamino)
appliqué sur des grains de mais. Ce produit & une concentration de 0,5% a augmenté le taux
de germination de 10 a 19% et le poids de la biomasse racinaire de 8 a 11%. Roussos €t al.
(2009) montrent que des plants de fraisiers traités en pulvérisation foliaire avec un extrait
d’ algue brune Ascophyllum nodosum présentent une augmentation significative du poids des
fruits produits comparé a des plants non traités. Les mémes auteurs ont rapporté que des
résultats similaires ont été obtenus lors de la pulvérisation foliaire d’ acide gibbérellique (AG)
et ils ont suggéré ainsi que les effets des extraits algaux seraient dus aux phytohormones
gu’ils contiennent et en particulier al’ AG.

Sivasankari et al. (2006) obtiennent quant a eux une augmentation du pourcentage de
germination pour des graines de vigne soumises a des extraits de Cauler pachemnitzia et de
Sargassumwightii. Le taux de germination est proportionnel a |’augmentation de la
concentration de I’extrait entre 5 et 20 % (v/v), puis diminue pour des concentrations
comprises entre 20% et 50%. Au-dela d'une concentration en extrait algal de 50%, la
germination est inhibée.

Dans notre étude, les extraits de Cystoseira sp. 50% et 100% ont positivement
influencé les paramétres de croissance des petits pois. Bensidhoum et a. (2018), ont rapporté
gue I'extrait 50% d'une algue Cystoseira mediterranea a stimulé significativement la
croissance des différents paramétres de croissance de | orge.

Les résultats de Kumari (2011) ont révélé une corréation entre les concentrations
d’extrait utilisées et les teneurs en composes nutritionnels. Pour un extrait a 10 %, les
augmentations suivantes sont obtenues par rapport au témoin négatif: protéines de 40 a
100 mg/g, phénols de 3 a 10 mg/100 g, lycopene de 3 a 7 mg/100 g et vitamineC de 75 a
175 mg/100 g. L’ application des extraits a aussi augmenté les pigments chlorophylliens, les
hormones de croissance et |e nombre de racines.

Il faut également signaler que la croissance des plantes est influencée par plusieurs
facteurs physiologiques et environnementaux. Les producteurs ont tenté de stimuler la
formation des racines par |"utilisation des régulateurs de croissance sous forme de produit
chimique. Cependant, ces derniers génerent plusieurs problemes environnementaux (Salantur
et a. 2005). Zodap et a. (2001), supposent que les effets bénéfiques des extraits d’ algues sont
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liés a leur composition en molécules impliquées dans la stimulation directe de la croissance
des plantes (AIA, cytokinines, gibbérelline, & éments nutritif, vitamine et acides aminés).
Selon Khan et al. (2009) ; Craigie (2011) et Battacharyyaet al. (2015), les effets des
algues sur la croissance des plantes sont dus a une multitude de composés quelles
contiennent (hormones, polysaccharides, laminarines, alginates et carraghénanes, ains que
leurs produits de dégradation, des micros et macronutriments, stérols, des composes azotés et
des vitamines).
En regle générae, cette stimulation de la croissance des plantes se traduit par une plus grande
vigueur conduisant a une augmentation du rendement ainsi que de la qualité et de lataille des
fruits produits. A titre d’exemple, Rathore et al.(2009) a montrent chez le soja une
augmentation de la vigueur des plantes (hauteur des plantes, nombres de branches et de
gousses par plante plus éleves) et du rendement suite a une pulvérisation foliaire par un extrait

de Kappaphycusalvarezii.

2. Effet del’extrait Cystoseira sp. sur lateneur de petits poisen chlorophylle
Le dosage de la chlorophylle est effectué dans le but de vérifier |"effet de |"extrait
d"algue a différentes concentrations sur la teneur de petits pois en chlorophylle. Le graphe ci-
dessous illustre les vaeurs des chlorophylles a, b et totale obtenues chez les petits pois traités
par différentes concentrations d’extrait de Cystoseira sp.

Fig. 10: Teneurs de chlorophylles a b et totale des petits pois cultivés en présence des

différentes concentrations d”extrait de Cystoseira sp.
ns: non significative

D' apres les reésultats obtenus, I'extrait d'ague Cystoseirasp.a différentes
concentrations ne présente aucun effet significatif sur lateneur des petits pois en chlorophylle.

Des études récentes ont démontré que | extrait de la méme algue, a augmenteé la quantité
de la chlorophylle contenue dans les feuilles d”orge, ou les concentrations 50% (0.05 g/ml) et
30% (0.03 g/ml) ont significativement stimulé la quantité de la chlorophylle a, b et la
chlorophylle totale comparé au témoin (Bensidhoum et al. 2018).

L’ augmentation de la teneur en chlorophylles des feuilles de vigne et de fraisier a été

remargueée apres traitement de ces plantes avec des extraits d"agues (Mancuso et a. (2006) ;
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Spinelli et al. (2010). D apres Sridhar et Rengasamy (2010), |"augmentation de la quantité de
la chlorophylle totale et les chlorophylles a et b des plantes traitées par les extraits d algues
serait due a la composition d’algues en magnésium qui est un constituant de la chlorophylle.
Stephenson (1974) a rapporté que la concentration de |’ extrait d’ ague influence la teneur en
chlorophylle et d aprés le méme auteur, les extraits d’ Ascophyllum sp. Et Laminaria sp. a
faible concentration se sont avérés plus actifs que | es extraits concentrés.

Dans la présente éude, |"absence d'effet positif sur le paramétre teneur en
chlorophylle est peut-étre di au type du traitement appliqué(arrosage ou imbibé dans

|"extrait), aux concentrations choisies (50% et 100%) ou ala courte durée du test (15 jours).

A Travers ces différents études les résultats obtenus, les facteurs favorisant la
croissance des plantes par les extraits d’ algues marines sont tres variés, ce la suppose qu’ils
dépendent probablement de la nature de I’ algue, des éléments bioactifs qu’ elle contient, de sa

concentration mais également du type de culture et des conditions de I’ environnement.

p. 30



Partiel Résultats et Discussion

p. 31



Partiell Résultats et Discussion

Partiell : Activité antifongique et anti-oxydante de " extrait d algue

1. Activitéantifongique des extraitsd’algue

Les résultats de I’ étude de I'activité antifongique des extraits d’algue sont présentés dans la
figure suivante :

Apres 48 heures d'incubation, les diamétres d’ inhibition de la croissance mycélienne sont
mesurés. Le graph ci-dessous illustre les valeurs des différents diamétres des zones

d’inhibition des espéces fongique obtenues par les extraits d' algue.

Figure 11: Vaeur des diamétres des zones d'inhibition de la croissance des especes
fongiques par les extraits d’ ague
ATF : Antifongique ; EAA : Extrait Aqueux Autoclavé ; EAF : Extrait Aqueux aFroid ; EAA : Extrait Ethanolique

L’ éude de I'activité antifongique des extraits testés repose sur le calcul du diamétre de
la zone d'inhibition de la croissance mycélienne. Les résultats des essais antifongiques vis-a
vis les espéces Alternaria sp. , Aspergillus niger., Fusarium sp., Mucor sp.,
Pénicilliumsp.révelent une variation des valeurs dinhibition par les extraits de Cystoseira sp.

Comparé aux deux autres extraits, |”extraits éhanolique semble étre le plus actif des
extraits. 1l exhibe un effet inhibiteur sur tous les champignons testés. Les diamétres des zones
d’inhibition varient entre 0,65 cm (Alternaria sp.) et 3 cm (Fusarium sp.). Quant aux effets
d’extrait agueux, seul |"extrait aqueux autoclavé a inhibé modérément la croissance d un seul
champignon (Fusarium sp.) avec un diamétre de 1.4 cm. L extrait agueux afroid n"arévélé
aucune activité antifongique.

La variabilité de ces résultats pourrait étre expliquée par le fait que ce solvant
(éthanol) permette une meilleure extraction des substances ayant un effet inhibiteur. Aingi,
I’ extrait éthanolique obtenu a partir de |"algue Cystoseira sp. a un effet inhibiteur remarquable
sur toutes les souches fongique. Gala et a. (2011) et Khallil et al. (2015) ont rapporté que les
extraits de Cystoseira présentent une forte activité inhibitrice d”Alternaria sp. et d"Aspergillus
niger. L’étude de |'activité des extrats, éhéré et dichlorométhanolique, vis-avis du
champignon A. niger, montre que seuls les extraits obtenus a partir des espéces Cystoseira et
Fucus inhibent la croissance mycélienne (Ayadi, 1997 ; Moujahid et a. 2004). Les tests
antifongiques réalisés avec des extraits d’ ague brune induisent une inhibition marquée de
certains champignons comme Aspergillus et une analyse chromatographique montre que ces
extraits renferment des substances de nature terpénique responsables de I’ activité inhibitrice
obtenue (Moreau, 1984).
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Les effets inhibiteurs de ces extraits sont probablement dus aux composeés phénoliques
dont les algues brunes contiennent des teneurs élevées, D’ autres substances de type terpene
ont été isolées apartir du genre Cystoseira (Glombitza, 1979).

L absence de |"activité avec | extrait agueux ne diminue en rien I"importance et la valeur des
algues marines, car ces dernieres sont potentiellement actives avec d autres solvants (ex.
Ethanol) d"extraction et al égard d”autre champignons.

L’ absence de I’ activité avec les extraits agueux pourrait ére due au choix du solvant.
En effet, les méthodes expérimentales et |e type de solvant utilisé constituant aussi un facteur
tres important pour déterminer la bioactivité des algues (Zheng et al. 2001 ; Hellio et al. 2004
; Manilal et al. 2009).En plus des facteurs environnementaux et des procédés d”extraction, un
autre parametre qui peut expliquer |"absence de |"activité antifongique, il s'agit des méthodes
de séchage et de préparation des poudres d"algue qui peuvent influencer la composition des
extraits en composés bioactifs (Le Lann, 2014). D" apres Hornsey et Hide, (1985), la variation
de I"activité des extraits d"algues peut étre due aux parametres écologiques induits par les
facteurs climatiques, la température, la sainité, la lumiere, I’oxygene dissous et les sels

nutritifs, ou liée alabiologie et 1a physiologie de I’ algue elle-méme.

2. Teneur en composés phénoliques
Les résultats de la teneur en composés phénoliques (polyphénols totaux et

flavonoides) destrois extraits d' algue étudiés sont obtenus al’ aide d’ une gamme d’ étal onnage
établie avec différentes concentrations en acide gallique (polyphénols) ou queércitine
(flavonoides) (Annexe I11). Les résultats sont exprimés en milligramme équivaent d acide

gallique ou quércitine par gramme d' algue (mg EAG/g d’'algue).

Figure 12: Teneur en composes phénoliques des extraits d’ algue.EAA : Extrait Aqueux Autoclavé
; EAF : Extrait Aqueux aFroid ; EAA : Extrait Ethanoliques : Non significative (p=>0,05) ; ** : p<0.01 ; *** :
p<0.005,**** : p<0.001

A lalumiére des résultats des teneurs en pol yphénols et en flavonoides rapportées dans
lafigure 12, il ressort que I'ague Cystoseira sp. est riche en polyphénols et en flavonoides.
Les valeurs des concentrations des flavonoides dans les trois extraits sont inférieures a celles
des polyphénols (Flavonoides: 0.7mg, 1.61mg, 3.51mg; Polyphénols: 0.97mg, 4.91mg,
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8.3mg) dans les extraits EAA, EAF, EE, respectivement. Cela est expliqué par le fait que les
flavonoides appartiennent a la classe des composés phénoliques et de ce fait leur
concentration dans les extraits doit étre inférieure a celles des polyphénols.

Les résultats obtenus révélent la présence de concentrations considérables de
composes phénoliques. La teneur la plus élevée en polyphénols est obtenue avec I’ extrait
éthanolique (8mg EAG/g d algue) suivi de I"extrait aqueux a froid (4.94mg EAG/g d"ague).
Une quantité trés faible est détectée dans | extrait aqueux autoclavé (0.97mg EAG/g d algue).
De méme pour les flavonoides, I’ extrait é&hanolique s est avéré le plus riche (3.51mgEQ/g
d’algue) comparé aux extrait aqueux a froid (1.61mg EQ/g d'algue) et agueux autoclavé
(0.7mgEQ/g d"algue).

Par ailleurs, plusieurs éudes ont démontré que les algues, comme les plantes,
contiennent d’importante quantité de composés phénoliques (Meenakshi et Gnanambigai,
2009; Sava et Sirbu, 2010 ; Zeng et al. 2001). Cependant, pour les flavonoides, et d’ apres la
littérature, il existe peu de travaux sur le contenu en flavonoides dans les algues marines
(Meenakshi et Gnanambigai, 2009 ; Sava et Sirbu, 2010 ; Zeng et al. 2001).

Les teneurs en polyphénols et flavonoides dans les algues marines varient pour
plusieurs raisons: |’espéce, la saison et d autres conditions géographiques, la méthode et le
temps d’ extraction, la solubilité et le type du solvant utilisé (Stirk et al. 2007 ; Sarojini et al.
2012), ce qui explique parfaitement la différence observée dans cette éude.

Une éude similaire a cette présente étude, réalisée par (Farvin et Jacobsen, 2013), a
montré que I’ extrait éthanolique de I’ ague verte Ulva lactuca contient 2.26+0.07 mg EAG/g
de polyphénols et ils ont aussi rapporté que les extraits éthanoliques de deux autres algues
brunes du genre Fucus; Fucus Senatus et fucus vesiculosis présentent des teneurs
remarguables en polyphénols totaux (12.09 mg EAG/g et 10.45 mg EAG/Q) respectivement.
Au regard de ces données, I’ extrait éhanolique de I’ algue Cystoseira sp. Peut étre considérée
comme riches en polyphénols. Khady, (2010) a rapporté que le contenu en polyphénols totaux
dans les extraits d’algue Gelidium sesquipedalea été estimé a 8,71 mg + 6,1 EAG / g de
broyat, ce qui montre que Gelidium sesquipedale renferme une teneur importante en

composés phénoliques.

Chez les agues brunes marines, il existe une catégorie spéecifique de polyphénols

appelés phlorotanins, qui peuvent constituer jusqu’'a 15% du poids sec des algues brunes

p. 35



Partiell Résultats et Discussion

(Ragan et Glombitza, 1986; Targettet Arnold, 1998 ; Waterman et Mole, 1994). Une autre
classe de composés phénoliques: les tannins ont largement été éudiés, (Mc Leod, 1974;
Mueller-Harvey et McAllan, 1992). Contrairement a cela, les phlorotanins des algues marines
ont rarement été étudiées par les scientifiques, néanmoins, des fonctions multiples ont été
élucidées, a savoir, des actions antimicrobiennes (Targett et Arnold, 1998; Horikawa et
al.1999 ; Nagayama et al. 2002), des activités antioxydantes (Nakamura et a. 1996; Pavia et
Brock, 2000; Hwang et al. 2006).

A l'issue de ces résultats de la caractérisation quantitative préliminaire, I’ extrait
d’'algue, a travers ces congtituants en polyphénols constitue une source prometteuse en

composeés bioactifes bénéfiques ala santé humaine.

3. Activité anti-oxydante
Les processus oxydatifs sont multiples et la nature de |’ activité antioxydante peut étre
multiforme et attribuée a différents mécanismes tels que le piégeage des radicaux libres, la
chélation des ions métalliques de transition, la prévention de I’initiation d’ une chaine de
réactions productrice des Espéces réactives oxygénées et la décomposition des peroxydes (Ozen,
2009). Ainsi, la combinaison de plusieurs tests antioxydants complémentaires est utile afin
d évaluer le potentiel antioxydant des extraits (Ksouri et al. 2009).
L’ activité anti-oxydante des extraits d’algue Cystoseira sp. est évaluée par deux tests in

vitro, le DPPH. et |e pouvoir réducteur.

3.1.Effet de piégeage du radical DPPH"
Letest de DPPH est I’un des tests les plus utilisés pour déterminer |’ activité anti-
radicalaire des extraits de plantes (Laguerre et a. 2007). Lafigure 13 ci-dessous présente les

pourcentages de réduction du radical DPPH' par les trois extraits testés.

Figure 13 : Les pourcentages de réduction du radical DPPH par les extraits d’ ague
EAA : Extrait Aqueux Autoclavé ; EAF : Extrait Aqueux aFroid ; EAA : Extrait Ethanolique

ns: pas de différence significative

Les résultats d évaluation du potentiel anti-radicalaire des trois extraits d' algue

révelent leur capacité remarquable a piéger les radicaux libres. L’analyse statistique de ces
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résultats n"a montré aucune différence significative entre les trois extraits. L'activité maximale
du piégeage des radicaux DPPH est d’ environ 98, 16 % et elle correspond aux extraits d’ algue
agueux autoclavés. Les extraits agueux a froid et éhanolique ont réduit 93.94% et 83.26% du
radical DPPH', respectivement.

3.2.Test de potentiel réducteur

Le potentiel antioxydant résulte généralement de la présence des molécules capables
de donner un éectron. Le pouvoir réducteur des extraits de Cystoseira sp. en particulier leur
capacité a transformer le complexe Fe**/ferricyanure & la forme de fer est testée.

Lafigure ci-apres montre la capacité réductrice des trois extraits d’ algue Cystoseira sp.

Figure 14 : La capacité réductrice destrois extraits d' ague Cystoseira sp.
EAA : Extrait Aqueux Autoclavé ; EAF : Extrait Aqueux a Froid ; EE : Extrait Ethanolique

ns : pas de différence significative ;*** : p<0.005

Le pouvoir réducteur est la capacité d’une substance a transférer un électron ou a
libérer un atome d’hydrogene (Souza et a. 2008). Il a été utilise comme un test important
pour mesurer |’ activité anti-oxydante des plantes. Le résultat obtenu montre clairement que
I’extrait aqueux a froid exhibe la meilleure activité (1.28mg/g) par rapport aux extraits

éthanoliques (0.26 mg/g) et aqueux autoclavés (0.48mg/g).

La variabilité des résultats obtenus avec le test DPPH et le potentiel réducteur peut-
étre d0 aux différences de polarité des solvants et des composés bioactifs contenu, dans
I"algue, ce qui peut influencer la solubilité et le pouvoir réducteur de ces derniers (Turkman et
al. 2006 ; Jayaprakasha et Patiol, 2007). Plusieurs molécules bioactives ont éé isolées et
identifiées a partir des algues marines (Aneiros et al. 2004), dont la plupart contiennent des
composés phénoliques tels que les catéchines et les flavonoides (Y oshie-Stark, 2003), les
phlorotannins, les tocophérols (vitamines E), et I" acide ascorbique (Vitamine C) connus pour

leur activité anti-oxydante (Ragubeer, 2010).

Khady, (2010) a rapporté la capacité de I’extrait d’ ague Gelidium sesquipedalea
réduire le radical DPPH et que I’ analyse de la réaction entre I’ extrait de la méme ague et la
solution du DPPH montre un pic caractéristique de la forme réduite du réactif (DPPH-H)
obtenu a un temps de rétention de 6,45 min.Mezghani, (2013), a également exhibé le pouvoir
antioxydant de I’ extrait d’ algue Ulvaregida et sa capacité a piéger les radicaux DPPH.
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L’activité anti-oxydante des extraits d’algues obtenus dans cette étude sont
probablement dus aux polyphénols contenus dans les extraits. || a été démontré que les
molécules anti-oxydantes telles gue |’ acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins
réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’ hydrogéne (Bougandoura
et Bendimerad, 2012). D’ apres les mémes auteurs, le pouvoir réducteur des extraits de plantes
sont dus a la présence du groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent
servir comme donneur d’ électron et par conséquent, les antioxydants sont considérés comme

des réducteurs et inactivateurs des oxydants.

Récemment, plusieurs composés diagues, y compris les polyphénols, les
polysaccharides et les protéines, ont é&é présentés comme des antioxydants puissants qui
protegent les cellules contre les radicaux libres et retardent la progression de nombreuses
maladies chroniques (Yildiz G, 2012).
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Partielll : Effet des extraits d' algue Cystoseirasp.sur larestauration dela

croissance del’ orge cultivé sous stress salin

La salinisation des sols et des eaux, est I'un des principaux facteurs abiotiques qui
limitent la productivité végétale (Al-karaki, 2000; Baatour et al. 2004), et le rendement
agricole (Zid et Grignon, 1991). Dans les écosystémes arides et semi arides, elle résulte des
fortes évaporations d’ eau a partir du sol (Munns et a. 2006). Dans ce contexte, augmenter la
résistance des plantes a ce stress, via |’ apport d’ extraits algaux, pourrait présenter un intérét
majeur pour maintenir ou augmenter la production agricole dans les régions arides et semi-
arides

1. Effet destresssalin sur la germination desgrainesd’orge
Les valeurs de germination des graines d’ orge sous stress salin, en présence et absence des
extraitsd’ algue, ainsi que les valeurs de témoin, sont présentés dans le graphe suivant.

Figure 15: Pourcentage de germination des graines d orge sous stress salin

D’ apres ces résultats, le NaCl affecte significativement la germination des graines.En
absence et en présence du stress salin avec les extraits d' ague (Cys 50% et 100%), la
cinétique de germination des graines est similaire a celle du témoin. Ces résultats révelent
clairement |’ effet agressif du stress salin ainsi que la capacité remarquable de notre extrait a

restaurer la germination des graines affecté par ce stress.

2. Effet destresssaline sur la croissanced’orge
Les résultats des valeurs de paramétre tige de I’ orge cultivé sous stress sain (350mM
NaCl) en présence et en absence de I’ extrait Cystoseira sp. (50% et 100%) sont présentés dans

les graphes suivants :

Figure 16 : Effet du stress salin sur la croissance de |’ orge (paramétre tige)
* 1 p<0.05 ; **: p<0.01 ; *** p<0.005 ; ns : non significatif p>0.05

La présence de sl dans les solutions d'irrigation a considérablement affecté la
longueur des plantules d’orge comparée au témoin (p<0.01) et au extrait Cys 50% et Cys
*100%. L’irrigation avec |’extrait et le sel (Cys 50%+ 350mM et Cys 100%+ 350 Mm) ne
semble pas stimuler significativement le paramétre mesuré. Sous stress salin, le traitement des
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plantules avec I’ extrait Cys 50%, a restauree légérement la croissance des tiges (longueur,
poids frais et poids sec).

Selon Neumann, (1995), le degré de sensibilité au stress salin dépend du stage
vegétatif au cours duquel la plante subit le stress. Chez certaines especes, c'est le stage
juvénile qui est le plus sensible, alors que chez d’ autres especes, ¢’ est le stade adulte qui est le
plus sensible. Ainsi par exemple I’orge, le blé, le sorgho, la betterave et le tournesol se
montrent plus sensibles au stade juvénile qu’ au stade plante adulte (Greenway, 1980 ; Munns
et al. 2006).

Singh et a. (2012) ont constaté que le taux et la vitesse de germination des graines de
tomate diminuent avec I’augmentation du stress salin. |Is ont également démontré que le
rapport poids sec (racines/tiges) des plantules et le contenu en Nat+ augmentent, tandis que la
concentration en K+ diminue. Selon Nedzarek et Rakusa-Suszczewski (2004) I'ague
constitue une source d ééments nutritifs pour la graine et elle retient I'eau dans son
environnement extérieur ce qui réduit le taux de déshydratation. La germination est inhibée
par le stress salin, ce phénomene d'inhibition de la germination est lié a la déshydration de
I’embryon al’intérieur de la graine (Fogle et Munns, 1973).

Zhu et a. (2004) mentionnent que la salinité affecte négativement la longueur de la
coléoptile et le développement du systéme racinaire ce qui a pour effet de retarder la
germination et la levée des plantules .Selon Bakht et a. (2011) les concentrations élevées de
salinité réduisent la hauteur des plantules de mai's (Zeamays).Amira et a.(2014), ont rapporté
gue les extraits d’algues peuvent diminuer complétement I’ effet agressif du stress salin de
faible concentration (320 ppm) et partiellement |’ effet d’ un stress de forte concentration (3200
et 4800 ppm).

Comparativement a des plantes témoin stressées, les traitements par des extrait
d"algues a permis une meilleure production de biomasse chez les plantes cultivées en situation
de stress salin. Cependant, il est a noter que la biomasse des plantes stressees et traitées par les
extraits reste toujours significativement inférieure a celles de plantes nonstressées. Ces
résultats suggerent que la présence de I’extrait, bien que bénéfique, ne permet pas une
protection totale contre le stress salin (Jannin ,2012).

La capacité de nos extraits a restaurer la germination et la croissance de |”orge est peut
étre expliqué par le fait que les extraits d"agues sont riche en composés osmoprotecteurs,
particulierement les molécules les acides aminés libres (Nabti et a.2007, Egamberdieva,
2009; Liu et a. 2013 ; EI-Mostafa et al. 2014). D aprés Ghoul et al. (1995) la restauration de

la croissance végétale du blé en présence de stress salin est di aux solutés compatibles
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contenus dans I’algue (diverses bétaines, proline, acides aminés et DMSP). Ces composés
réduisent I’ effet du stress salin sur les plantes d'une part, et fournissent une source d’ azote et
d énergie alaplante, d’ autre part.

Les auteurs attribuent cette protection contre les stress aux composés protecteurs
présents dans les extraits algaux comme les bétaines, les oligosaccharides ou les composes
lipophiles. Cependant, les composés lipophiles, qui représentent 40% de la composition de
I’ extrait dans le cas de I’ é&ude de Rayirath et al. (2009)

2. Effet de I'extrait Cystoseira sp. et le stress salin  sur la teneur de
|”orge en chlorophylle

Le NaCl affecte la photosynthese réduisant ainsi la croissance et la production végétale.
La fluorescence chlorophyllienne constitue I'un des paramétres importants dans
I’ hal otol érante des plantes (Denden et al. 2005).

Dans la présente étude, le dosage de la chlorophylle est effectué afin de vérifier | effet de
I"extrait d"algue et le stress salin sur lateneur de | orge en chlorophylle. Le graphe ci-dessous
représente les valeurs de la chlorophylle a, b et totale obtenues chez |"orge traité par

différentes concentrations d"extrait de Cystoseira sp.

Figure 17 :teneurs en chlorophylles a, b et totale de " orge cultivé en présence des différentes

concentrations d"extrait de Cystoseira sp.et le stress salin.
* 1 (p<0.05) ; ** : (p<0.001) ; *** (p<0.0005) ; **** (p<0.0001) ; ns : non significatif (p>0,05).

Sous stress sdin, les deux concentrations d'ague 50% et 100% améiore
significativement la teneur des plantules d orge en chlorophylles a, b et totale. En absence de
stress les extraits d"a gue ne semblent pas avoir un effet sur lateneur en chlorophylles.

La salinité réduit le contenu chlorophyllien, cette réduction est dépendante de
I'intensité du stress et du degré de tolérance de la plante (Ashraf et McNeilly, 1988 ., Zhao et
al.(2007) . Selon Velegaleti et al. (1990), la réduction de la chlorophylle est corrélée avec
Iaccumulation du Cl- dans les tissus. De plus la salinité impose a la plante une réduction de
" absorption des ions essentiels tels que le K* et Ca®*, conduisant & un déséquilibre ionique
(Zhu, 2001). Ca®* est nécessaire pour le maintien de la sdectivité et I'intégrité de la
membrane cellulaire, d’ ol un déficit en Ca* affecte la sdlectivité de lacellule et I'intégrité de
la membrane, accélérant le passage passif des ions Na™ et leur accumulation dans les tissus
(Cramer, 2002).
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Les effets déléteres du NaCl sur la sénescence des feuilles sont liés a I’ accumulation
des ions toxiques (sodium et chlore) et &ladiminution de I absorption des ions Mg*? affectant
ains le contenu en chlorophylle (Leidi et a. 1991). Amira et al. (2014) Chez les témoins,
I’allure jaunétre des plantes pourrait étre due au stress salin. Ce dernier exerce un effet néfaste
sur la teneur en chlorophylle comme a été démontré chez plusieurs cultures (Parida et Das,
2005) et chez les aubergines (Kaya et a. 2002).

L'augmentation de la teneur en chlorophylle obtenu dans notre éude confirme les
rapports de Bozorgi, (2012) et Ramargan et al. (2013) qui mentionnent que |'application
d'algues sur la plante d’ haricot sous forme de pulvérisation foliaire ou incorporé dans le
milieu de culture augmente la pigmentation des feuilles et les tiges (notamment Chl a). Aussi,
I'application d'extrait d’algues sur |’aubergine augmente significativement la teneur en
chlorophylle a deux niveaux de stress salin (3200 et 4800 ppm). Cependant, les plantes
stressées présentent des teneurs en chlorophylles significativement supérieures aux plantes
non stressées. Cette constatation est en accord avec la littérature. De nombreux auteurs ont
dé§a montré des augmentations de teneurs en chlorophylles en réponse a un stress, notamment
les stress induits par la présence de métaux lourds comme le cadmium ou le zinc dans le
milieu de culture (Singh et al. 2006 ; Jiang et a .2007 ; Jiaet al. 2010 ; Ngjeeb et a. 2011).

3. Evaluation des paramétres du stress salin en présence et absence de
|”extrait de Cystoseira sp.
e Lateneur en peroxyde d hydrogene (H,0,)
Le peroxyde d’ hydrogene (H20,) est une forme active de I’ oxygéne qui N’ est pas trés
réactive, et lacellule peut en supporter des concentrations relativement importantes.
Les résultats de I’ évaluation du H,O, dans | es plantes d' orge cultivées sous stress salin
et traité ou non avec les extraits d’ algue sont présentés dans lafigure 18.

Figure 18 : Effet del’extrait de Cystoseira sp. sur lateneur en H,O, des plantules d’ orge en

présence et en absence de stress salin
* 1 (p<0.05) ; **** (p<0.0001)

D’ aprés ces résultats, le stress salin a augmenté de maniére tres significative le niveau
de peroxyde d'’hydrogene. En comparaison avec le témoin stressé, les traitements avec les
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extraits Cyst 50% et 100% on réduit significativement le taux de H,O, (p<0.0001). En outre,
I’ extrait ainhibé considérablement I'effet délétére de stress salin (350Mm).

e Intégrité membranaire
La fuite d’ électrolytes est estimée par |’augmentation de la conductivité éectrique du

milieu externe par rapport au témoin. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 19.

Figure 19 :Effet de |’ extrait de Cystoseira sp. sur I’intégrité membranaire des plantules

d’ orge en présence et en absence du stress salin
* 1 (p<0.05) ; ** (p<0.01)

La figure ci-dessus montre I'ampleur de la fuite des éectrolytes chez les plantules
stressées. Ce résultat est synonyme d'une altération de I'intégrité membranaire. On peut
déduire que les extraits d'algue Cyst 50% et Cysto 100% testés exercent une action
remarquable sur la fuite des électrolytes et par consequent sur I’intégrité membranaire des
tissus des plantules d’orge. Comparés au témoin, les deux extraits ont donné presque les
mémes résultats, ce qui signifie que ces extraits ont réduit considérablement I’ effet délétére de

NaCl sur I’ orge.

e Peroxydation deslipides

La peroxydation lipidique résulte d'une réaction d'oxydation entre des chaines latérales
d'acides gras insaturés de lipides et le radical hydroxyle. En effet, ce radical est capable
d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former le
radical peroxyle. Ce dernier peut alors évoluer aprés plusieurs réactions d’ oxydation et donner
lieu a des aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde (MDA). Ce dernier est évalué dans
notre étude afin de nous renseigner sur la capacité de |"extrait Cystoseira sp. aréduire le taux
de la peroxydation lipidique des membranes cellulaires de |"orge. Les résultats obtenus sont

illustrés dans le figure 20.

Figure 20 : Effet de |’ extrait de Cystoseira sp.

sur la peroxydation lipidique des membranes cellulaires de I’ orge
* 1 (p<0.05) ; ns : non significatif (p>0,05).
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L analyse statistique des résultats a révélé une réduction significative (p<0.05) du taux
de MDA par I'extrait d'ague Cys 50%, quant a |"extrait Cys 100%, son action sur la
réduction de MDA n’est pas significative (p>0.05).

Sous stress abiotique tel que la salinité, la plante peut souffrir de dommages
membranaires dus a la génération d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) comprenant le
radical superoxyde (O2), le radical hydroxyle (OH) et le peroxyde d'hydrogéne (H,0,). Ces
radicaux causent des dommages oxydatifs aux biomolécules tels que les lipides et les
protéines et conduit finalement a la mort cellulaire (Del Rio et a. 2003).La perturbation de
I'état redox cellulaire est gjustée par |'activation du systéme antioxydant dans la plante (Gill et
Tutga, 2010; Jha et Subramanian, 2013),par la production d'enzymes antioxydantes
(superoxydedismutase (SOD), peroxydase (POX), catalase (CAT)) ou des antioxydants non
enzymatiques tels que l'ascorbate, le glutathion et l'a-tocophérol (Del Rio et al. 2003). De
nombreux rapports ont récemment rapporté la capacité des algues & activer la machinerie
cellulaire d"antioxidants chez les plantes sous stress.

L évaluation de ces trois paramétres (H.O,, intégrité membranaire et la peroxydation
lipidique) révéle clairement la capacité de notre extrait a atténuer |"agressivité de la salinité
sur les plantules de " orge.

L’ évaluation du taux de peroxyde d hydrogéne est une éape primordiale dans les
plantes sous stress, étant donné qu'il est le principal générateur des dérivés réactifs de
I’ oxygene responsables du stress oxydatif. Plusieurs éudes ont démontré que |’ effet des

différents stresses abiotiques génére les especes réactives de I’ oxygene.

Saidani et al. (2011) ont décrit que la mesure de I’ activité scavenger du H,O, par les extraits
de I’algue rouge Rhodomelaconfervoides inhibe considérablement le peroxyde d’ hydrogene,
avec des pourcentages d'inhibition de 97,76 = 0,170% et de 88,69 + 0,03%, a des
concentrations de 1 et 0,5 mg/ml, respectivement. George et a. (2003) ont révélé que les
algues ont la capacité de décomposer le peroxyde dhydrogéne et que leur habilité a
décomposer ce radical est affectée par les modifications physiques et chimiques de
I'environnement et un accroissement de la salinité et de la température.

Par leur composition riche en phytohormones, polysaccharides, ééments nutritifs et
vitamines, les algues peuvent protéger et améliorer la croissance des plantes dans des

environnements normaux et stressants. De plus, ils constituent une source majeure de solutés
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compatibles pour les plantes et |es bactéries dans les conditions du stresse. Ghoul et al. (1995)
ont rapporté que I'extrait d'algues contient une grande quantité de solutés compatibles comme

les bétaines, les acides aminés et |e 3-dimethylsulfoniopropionate (DM SP).
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Conclusion

L’ application des extraits d’algue afin de stimuler la croissance des plantes dans des
conditions normales ou du stress est I’ une des alternatives prometteuses visant a améliorer le
développement et la qualité des cultures.

Cette présente investigation a permis d'en apprendre d’ avantage sur les algues et leurs
capacité a stimules la croissance des cultures dans des conditions normales et de stress.

L utilisation de |"extrait d"algue Cystoseira sp. comme biostimulant, a montré un effet
variable sur les différents parametres de la croissance des petits pois, cet effet dépond de la
dilution utilisée (50% et 100%) et du type du traitement.

Concernant les résultats basés sur | inhibition de |a croissance mycélienne, les extraits
éthanoliques se sont réveélés les plus actifs les extraits testés. L activité est obtenue sur toutes
les especes fongiques.

Le dosage des composés phénoliques a montré la richesse des extraits préparés en
polyphénols et flavonoides, de méme les activités anti-oxydantes liées & ces composés est
remarguable dans les trois extraits (éthanolique, aqueux autoclavé et aqueux afroid).

Le stress abiotique exercé par la concentration 350mM du NaCl a affecté
significativement la croissance de tous les parametres de |"orge. L gjout des extraits d"algue a
restauré |égérement la croissance des paramétres de croissance de latige. Toutefois, | effet sur
la teneur en chlorophylle est tres significatif ou les deux extraits ont amélioré la teneur en
chlorophylle a, b et totale.

A tous ces critéres s'gjoute | aptitude de ces extraits a atténuer |"effet délétere de la
salinité en réduisant significativement la fuite des électrolytes dans les membranes cellulaires,
la peroxydation des lipides et |a génération des radicaux libres (peroxyde d”hydrogene).

Les résultats de cette étude encouragent le passage vers une culture «Bio-agriculture»
saine et bénéfique a la santé humaine et a |"économie nationale. L exploitation des extraits
d’algue comme biostimulants et agent de biocontrdle Simpose comme aternative
prometteuse aux produits chimiques (fertilisants et pesticides) tant nuisibles pour
I”environnement que pour la santé publique.

A I'issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous forme de
perspectives pour une meilleure exploitation de cette algue :
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- Optimiser les conditions d’ extraction des différentes molécules bioactives des algues,

afin d’améliorer leur potentialité a promouvoir la croissance et |a santé des plantes ;
- Réaliser des tests d’ antagonisme in vivo;

- Extraction, identification et détermination du mode d action des molécules impliquées

dans lalutte biologique et la promotion de la croissance des plantes.
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Annexel. Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

> Potato Dextrose Agar (PDA) :

Compositions Quantite (g)
Pomme deterre 200
Glucose 20
Agar 15
pH 5.4+0.2

Annexell : Courbesd'étalonnage

» courbe d’ étalonnage des composés phénoliques

1,2 -

y =0,963x
R?=0,997

08 -

Absa 760 nm

0 T T 1

05 _ 1 1,
Concentrations en acide gallique (mg/ml)
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Annexelll : Courbed’ é&alonnage
» Courbe d'étalonnage des flavonoides

0,7 - y =12,73x
0,6 - R2=0,992
05 -
0,4
0,3
0,2
0,1
0 . . .

0 0,02 0,04 0,06
Concentrations en quércitine (mg/ml)

Abs 3430 nm

AnnexelV : courbe d’ étalonnage

»  Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur

y =7,276x + 0,067
R2 =0,988

0,8 -
0,7 -
0,6 -
05 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
O T T 1
0 0,05 0,1 0,15
Concentrations en acide ascorbiques (mg/ml)

Abs a 700 nm




Résumé: L’application des extraits d’algue afin de stimuler la croissance des plantes dans des
conditions normales ou du stress est |I'une des alternatives prometteuses de I’ agriculture. Dans ce
travail, I’ algue marine Cystoseira sp. a été testée pour sa capacité a stimuler la croissance des petit pois
(Pisum sativum) dans des condition normales. L’activité antifongique de trois type d extraits
(éthanolique, aqueux a froid et agueux autoclavé), I'activité anti-oxydante (DPPH et le potentiel
réducteur) ainsi que leur composition en polyphénols et flavonoides ont été évaluées. L’ extrait d’ ague
Cystoseira sp. a été également testé pour sa capacité a restaurer la croissance de I'orge (Hordeum
vulgare) sous stress salin (350mM) et les parametre de croissance des tiges ; I intégrité membranaire ;
la peroxydation des lipides et le dosage de peroxyde d’ hydrogene ont été effectués. Les résultats
obtenus ont révélé la capacité de cet extrait a stimuler la plus part des paramétres de petit pois
mesurés. L’ extrait é&hanolique de Cystoseira sp. Sest avéré le plus actif sur tout les champignons
testés. Le dosage des composés phénoligque des trois extraits a montré gue les trois extraits sont riche
en composes phénolique avec des valeurs variables, tout comme |’ activité anti-oxydante (DPPH et le
potentiel réducteur). Sous stress sdin, I’extrait d’ague n'a montré aucun effet significatif sur les
paramétres de la croissance mesurés (longueur, poids frais et sec des tiges), contrairement a la
chlorophylle, ou les deux concentrations en extrait d’ algue ont montré un effet significatif. La mesure
des parametres du stress (intégrité membranaire ; peroxydation des lipides et peroxyde d' hydrogene) a
révélé une capacité remarquable et significative de I’ extrait d’algue a atténuer I’ agressivité du stress
salin sur les plantules d’ orge.

Mots-clés: Cystoseira sp., Petit pois, Algues marines, stress salin, orge

Abstract: The application of marine algal-extracts to stimulate plant growth under normal or stress
conditions is one of the promising alternatives for agriculture. Herein, the seaweed Cystoseira sp. was
tested for its ability to stimulate pea (Pisum sativum) growth under normal conditions. The antifungal
activity of three Cystoseira sp. - extracts (ethanolic, agueous and agueous autoclaved extract), the
antioxidant activity (DPPH and the reduction potential) as well as their polyphenol and flavonoid
composition were evaluated. Cystoseira sp. extract was also tested for its ability to restore barley
(Hordeum vulgare) growth under salt stress (350mM) and shoot growth; membrane integrity; lipid
peroxidation and the determination of hydrogen peroxide were performed. The obtained data revealed
the ability of Cystoseira sp. extract to stimulate most of the measured pea parameters. Cystoseira sp.
ethanolic extract was the most active against all tested fungi. Phenolic compounds determination
revealed that all extracts are rich on phenolic compounds with variable values, as the antioxidant
activity (DPPH and the reduction potential). Under salt stress, Cystoseira sp. extract showed no
significant effect on barley growth parameter (length, fresh and dry weight of shoot) unlike
chlorophyll, where both concentrations (50% AND 100%) showed a significant effect. The
measurement of stress parameters (membrane integrity, lipid peroxidation and hydrogen peroxide)
revealed the remarkable and significant ability of Cystoseira sp. extract to reduce the deleterious effect
of salt stress on barley seedlings.

Keywords: Cystoseira sp., Pea, marine algae, salt stress, Barley



