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Introduction

Introduction

Les changements climatiques constituent une grave menace pour la croissance et le
développement des plantes notamment dans les zones semi-arides et arides (Belkhodja et al.,
2004). L’Algérie fait partic du groupe des pays méditerranéens ou la sécheresse, observée
depuis longtemps, a conduit manifestement au processus de salinisation des sols (Gaucher et
al., 1974).

La salinisation des sols est 1'un des principaux stresses abiotiques limitant la productivité
des plantes et par conséquent la production agricole. Elle représente une menace pour
I’équilibre alimentaire mondial (Dutuit, 1999). Cette salinité peut étre naturelle ou induite par
des activités agricoles comme 1’irrigation (avec de l'eau de faible qualité) ou 1’utilisation de
certains types d’engrais chimiques (Bartels et Nelson, 1994; Rubio et al. 1995). Les effets
indésirables de ces engrais sur I’environnement encouragent 1’étude de nouvelles sources

naturelles d’engrais, et de biostimulants pour améliorer la qualité des sols.

Les algues marines et leurs produits présentent un grand intérét scientifique et
agronomique car elles jouent un réle important dans I"amélioration de la qualité du sol el le
développement et la protection des plantes. Elles sont considérées comme une catégorie
principale des biostimulants (Du Jardin, 2012).

De nombreuses études ont révélé un large éventail d’effets bénéfiques de |"application
des extraits d'algues sur les plantes tels que la germination et I'établissement précoces des
semences, lI'amélioration du rendement des cultures, une résistance au stress biotique et
abiotique par augmentation de la concentration des molécules bioactives, notamment des
antioxydants (Norrie et Keathley, 2006 ; Eyras et al. 2008 ; Fan et al. 2011), I"'amélioration de
I'architecture des racines des plantes, facilitant ainsi I'absorption des nutriments (Battacharyya
etal., 2015).

L’objectif principal de ce travail est de proposer un bioprocedé visant a restaurer la

croissance des plantes cultivées dans des sols salins.

p.1



Introduction

Le manuscrit est organisé en trois parties :

La partie | : rapporte une synthése bibliographique sur les algues marine et le
probleme de salinité ;

La partie Il : est réservée au materiel et méthodes utilisés dans cette
investigation ;

La partie 11l : est consacrée aux résultats et discussion.

p. 2
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l. Les algues

I.1. Caracteéristiques générales des algues

Les algues peuvent étre définies comme étant des organismes vivants photosynthétiques
thallophytes qui possédent de la chlorophylle ainsi que d'autres pigments accessoires pour
réaliser la photosynthése productrice d'oxygene (Gayral, 1975). Elles ont des formes et des
dimensions tres variables. Certaines sont microscopiques et d’autres mesurent plusieurs
meétres de longueur (Durand et Lévéque, 1980). Les algues possédent un appareil végétatif
peu évolué, sans racines, ni tiges, ni feuilles, ni vaisseaux conducteurs (Diaz-paulido et
McCook, 2008 ; Arunachalam et al., 2014) et la majorité se compose d’un crampon, d’une

fronde et certaines possedent un stipe (devaneya et al., 2012).

1.2. Classification

La répartition des algues dépend d'un certain nombre de facteurs spécifiques tels que les
composantes de la paroi cellulaire, les pigments présents et le cycle de vie (Memory, 2006). A
partir de ces critéres, les algues sont réparties en trois grandes divisions (Davis et al. 2003) :
> Algues vertes (Chlorophyta) : Chlorophylle a, b ; a-, B- et y-caroténes et plusieurs
xanthophylles.
> Algues brunes (Phaeophyta) : Chlorophylle a, b ; B-carotene et fucoxanthine et
plusieurs autres xanthophylles
> Algue rouge (Rhodophyta) : Chlorophylle a (quelque Florideophyceae) ; R-
phycocyanine et C-phycocyanine, allophycocyanine ; R- et B phycoérythrine. a- et -caroténe

et plusieurs xanthophylles.

1.3. Composition chimique

La composition des macro-algues est trés variable selon les espéces, la saison, les
conditions de croissance et le stress (Julie, 2010). L’intérét des macro-algues s’explique par la
présence de trois catégories de composants : des protéines, des fibres et des minéraux. Elles
contiennent aussi des métabolites avec des propriétés anti oxydantes (Bhagavathy et al., 2011
; El Hassouni et al., 2013), antimicrobiennes (Helillo et al.,2001 ; Yeon-Hee et al., 2013 ; Al-
Saif et al., 2014), antifongiques et anti-inflammatoires (Chiheb et al., 2011 ; EI Hassouni et
al., 2013).

p.-3
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Les algues peuvent contenir aussi des polyphénols tels que ; les phlorotannins, les
flavonoides (catéchines) (Demoulain et Leymergie, 2009), elles puisent dans la mer une
richesse incomparable d'éléments 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 et de hombreux autres oligo-éléments tels que I'iode, le
fer, le zinc, le cuivre, le sélenium, le molybdéne, le fluor, le brome, le manganése, le bore, le
nickel et le cobalt (Viguerie et al., 2002).

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 I’environnement extérieur (Stirk

et van Staden, 2014).

I.4. Principales utilisations

Les organismes marins sont une source de produits naturels structurellement uniques et
de grande valeur, ayant des activités pharmacologiques et biologiques trés variées. Prenant
I’exemple de I’Asie ou elles sont utilisées directement comme aliments, ou indirectement
surtout par I’industrie de phycocolloides (agars et alginates). Elles sont utilisées dans
I’agriculture comme engrais et fourrage, dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique, dans

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

1.4.1. Médicale et pharmaceutique

Parmi les organismes marins, les macroalgues occupent une place importante en tant
que source de composés biomédicaux. Environ 2 400 produits naturels ont été isolés a partir
d’algues marines (Jayaprakash et al., 2016). Les composés dérivés d’algues ont une large
gamme d’activités, telles que I’activité antioxydante, antimutagéne, anticoagulante, anti-
inflamatoire et anticancéreuse. D’aprés I’histoire, les pays maritimes traitent les plaies avec
des algues et ils les utilisent comme vermifuge, anesthésique et pommade, ainsi que pour
traitement de la toux, plaies, goutte, goitre etc. (Dhargalkar et Pereira, 2005). L’alginate est
utilisé comme agent désintégrant et dispersant (Garneau et Collins, 1995 ; Faller, 2011) et
dans la fabrication de compresse et comme principe actif de médicament (Vincent, 2010). En

industrie pharmaceutique, les algues et leurs produits sont utilisés pour le developpement de

p.- 4
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nouveaux médicaments contre le cancer, l'inflammation et les infections microbiennes
(Premila et al., 1996; Kim et al., 1997; Okai et al., 1997; Elena et al., 2001). Les algues sont
aussi utilisées pour traiter les rhumatismes ou certaines affections de 1’appareil locomoteur,
pour le traitement de constipation, comme vermifuge, anesthésique et pommade et pour le

traitement de la toux, des blessures, de la goutte et de goitre (Dhargalkar et Pereira, 2005).

1.4.2. Cosmétique
Les algues constituent une source précieuse de minéraux et de vitamines qui jouent un réle
dans les soins de la peau. Elles sont largement utilisées dans la filiére cosmétique comme un
ingrédient clé dans les produits cosmétiques tels que les savons, shampooings, poudres, cremes,

sprays, rouge a lévre et produits du maquillage (Dhargalkar et Pereira, 2005).

1.4.3. Agricole
Les algues sont utilisées depuis ’antiquité pour fertiliser les sols, leurs richesse en
minéraux permet d’améliorer la composition des sols et la productivité des cultures (Craigie,
2010). Elles permettent également de renforcer les défenses naturelles des plantes contre les
agresseurs externes (parasites, champignon, etc.), une augmentation de taux de croissance et
une meilleure germination des graines, une bonne résistance aux stress, une augmentation de
I’absorption des nutriments, un changement dans la composition des tissus des plantes et un

développement plus profond des racines (Zodape, 2001).

|.4.4.Environnemental

L'utilisation des populations de macroalgues a grande échelle peut fournir des
technologies nouvelles et rentables pour la réduction de la diffusion des contaminants
d'origine hydrique comme les métaux lourds, les bactéries pathogenes, les virus, etc.
(Chouikhi, 2013). Les rejets agricoles, urbains ou salmonicoles polluent généralement les
régions cotiéres, les grandes algues peuvent jouer un role de bio-filtre en absorbant 1’azote et
le phosphore dissous transportés par les courants (Chung et al. 2002., 2013). Les algues
constituent un moyen potentiel pour la restauration de la croissance des cultures sous stress
abiotique (Nabti et al., 2007 ; Arif et al., 2016) grace a leurs composants chimiques et leur
valeur nutritionnelle ainsi qu’aux propriétés physiques de leurs polysaccharides qui

améliorent la structure du sol (Kim, 1970).

p.5
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1.4.5. Industrie agro-alimentaire

L’utilisation des algues comme aliment remonte au 14éme siécle au japon et au 16°™
siecle en chine. Elles ont plus de 54 oligo-élements nécessaires au développement humain, ces
algues sont une source précieuse de vitamines A, Bl, B12, C, D et E, de riboflavine, niacine,
et acide folique 3,4 ainsi que de minéraux tels que Ca, P, Na, K. Leurs contenu en acides
aminés est bien équilibré et contient des acides aminés essentiels et nécessaires a la vie et a la
santé (Dhargalkar et Pereira, 2005). Les algues et leurs produits entrent dans de nombreux
aliments de I’industrie agro-alimentaire comme étant une source de nutriments comme les
carraghénanes, les agars et les alginates etc. Les industries alimentaires utilisent les
carraghénanes dans les produits lactés tels que les crémes, les flans, les glaces etc., ce
composé permet aussi la stabilité des pulpes des jus de fruits. L’industrie utilise 1’agar-agar
comme étant un agent épaississant et stabilisant pour les crémes glacées et les tartes etc., elles
I’utilisent également pour la fabrication de confiseries puisqu’il n’a pas de gout et le sucre

augmente sa puissance gélifiante (Alem, 2015).

I1. Effets des algues sur les plantes

Les algues constituent un moyen de lutte contre les stress que peuvent subir les plantes,
elles ont été appliquées depuis 1’antiquité directement sur le sol des champs cultivés comme
compost. Certains effets sont constatés sur les plantes telles que 1’augmentation de la
croissance et du rendement, ces effets sont attribués soit a I’amélioration de la structure du sol
avec une augmentation de la rétention d’eau, soit a une meilleure disponibilité des nutriments
résultant de la dégradation des molécules organiques apportées par les algues (Hurtado et al.
2009). Les algues et leurs produits peuvent agir sur plusieurs parametres de la croissance de la
plante (Fig. 1).

11.1. Effet des algues sur la croissance et le développement des plantes

Les algues sont des biostimulants de la croissance des plantes et des biofertilisants des
sols. Elles agissent sur les caractéristiques physiques et biologiques des sols grace a leur
richesse en polyuronides (les alginates et les fucoidanes) qui gardent dans les sols une
humidité et une aération nécessaires a la mise en place du systeme racinaire et qui favorisent
la croissance des bactéries bénéfiques a la croissance des plantes (Khan et al. 2009). Une fois
appliquées sur les plantes ou dans les sols, les extraits d’algues stimulent la croissance et le

développement racinaire des plantes, augmentent le rendement, le poids des fruits, la teneur
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de la plante en chlorophylle et ils améliorent aussi la tolérance des plantes au stress (Van
Oosten, 2017). Les extraits d’algues accélerent la décomposition de la matiére organique
grace aux acides alginiques qui accroitre la population bactérienne et améliorer la capacité de

rétention en eau du sol (Thivy, 1964).

11.2. Effet des algues sur la résistance des plantes aux stress

Dans la nature, les plantes sont confrontées a plusieurs stresses. En plus de leurs effets
directs sur la croissance et le développement des plantes, les extraits d’algues peuvent
stimuler les systemes de defense naturels des plantes en réponse aux stresses biotiques ou
abiotiques (Mercier et al. 2001 ; Cluzet et al. 2004 ; Jayaraj et al. 2008 ; Subramanian et al.
2011).

11.2.1. Plantes sous stress biotiques

Les algues constituent un moyen de défense contre les maladies et les parasites de type
fongiques, leurs compositions riches et variées en substances bioactives favorisent la
stimulation des systémes de défense naturels des plantes aux stress biotique (Mercier et al.,
2001 ; Cluzet et al., 2004 ; Jayaraj et al., 2008 ; Subramanian et al., 2011 ; jannin, 2012). Ces
algues diminuent les attaques des nématodes et des aphides en réduisant leur fécondité (Wu et
al, 1998), elles permettent également de diminuer le nombre et la taille des Iésions de plantes
infectés par des bactéries phytopathogénes (Subramanian et al., 2011).

11.2.2. Plantes sous stress abiotique

Le stresse abiotique comme le froid la salinité et la sécheresse est un facteur défavorable
majeur qui peut affecter la qualité et la productivité des cultures. Plusieurs auteurs ont rapporté
que I’emploi des extraits d’algues améliore la résistance des plantes aux stresses abiotiques
(Wu et al., 1998 ; Mancuso et al., 2006 ; Rayirath et al., 2009 ; Khan et al., 2009), ils
suggerent que ces activités soient liées a leur composition en nutriments, en phytohormones et
en osmo-régulateurs, comme la glycine bétaine, qui permettent aux plantes de s"adapter aux
stress thermique, hydrique et salin (Makel& et al., 1999 ; Khan et al., 2009 ; McNeil et al.,
1999). Les propriéetés anti-oxydantes des algues et leurs produits permettent aux plantes de
mieux geérer le stress oxydant provoqué par les radicaux libres (Jeannin, 1991 ; Bradacova,
2016).

p-7
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11.3. Effet des algues sur le métabolisme des plantes

Plusieurs auteures ont montré que les extraits d’algues, une fois appliqués sur les
plantes, stimulent 1’absorption des nutriments tels que N, P, S et K et permettent ainsi une
meilleure stimulation du metabolisme de ces derniers (Jannin, 2012). Cette stimulation est due
a la richesse des algues en nutriments (Durand et al. 2003). L augmentation des teneurs en
magnésium et en zinc dans les feuilles et la tige et I"'amélioration de I’influx stomatique de K+
et Ca> en réponse a I’extrait algal a été rapporté par certain auteurs (Schwartz et al., 1988).
Plusieurs auteurs (Mérigout, 2006 ; Rathore et al., 2009 ; Battacharyya et al., 2015) ont
également exhibé I"augmentation des activités enzymatiques en réponse aux extraits d"algues

appliqués.

I11. Mode d’application des algues

Les algues marines sont utilisées dans les cultures agricoles et horticoles sous plusieurs
formes (Fig. 1). Elles peuvent étre utilisées sous forme de biomasse ou farine d’algues qui
sont appliquées dans le sol avant la plantation des cultures afin de faciliter la décomposition
microbienne de 1’algue (Battacharyya et al., 2015), ou bien sous forme d’extraits liquides qui
peuvent étre appliqués soit en pulvérisation foliaire en combinaison avec d autres traitements

fertilisants, soit directement sur le sol a proximité des racines des plantes (Jannin, 2012).

Treatment Effects Possible Mechanisms

Growth Responses et i

1. Improved Shoot & Root growth ® of P v

2. Higher flowering and fruit set ——+  * Increased photosynthetic

3. Better yield efficioncy and carbon assimilation
< Delayed senescence

Biotic stress resistance < Anti-microbial
1. Resistance to fungal, < Anti-feedent and insect repeliont
PR -y

Arial application
4 and viral pathog <+ Up

1.Seed Treatment

2.Seedling Dip 2. Resistance 1o insect pests ones eg. PR-genes
3.Foliar Spray £y \. 9 sl

Abiotic stress resi &+ Red d4 Pty

\. 1. Sakt & Drought tolerance & Enh P TR

2. Freezing & Chilling — Up dation of subset of stress

resistance metabolome

3. Enhanced photosynthesis

Enhanced nutritional Quality —s * Altered metabolism,

“Functional food" ¥ Up-ssgulstion of blo: synitl
enzymes
Suppression of soil borne
> disoases & nomatodes o Antrlcrobial
> £ 4 —+ & Enhanced growth of friendly
microbes
< Anti-infective
Soll application
1.0 ion of marine bio-p
2, Soll deenching improved Nodulation HiAReced mateoter,
3, Addition of extracts to hydroponi P ) » * Modulation of root exudates
ok 2 > m < Differontial expression of signal
(PGPR) molecules & bio- synthetic
enzymes
Water and low temperature < Altered root architecture

—_—

< Efficiont water and nutrient uptake

Figure 1 : Méthodes d'application des extraits d'algues, et leurs effets et mécanismes
d'action sur les plantes (Wajahatullah, et al., 2009).
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IV. Lasalinité

La salinité est un stress édaphique majeur qui affecte négativement les terres agricoles.
Les sels dans le sol se présentent sous forme d'ions, ils sont libérés soit par I'altération des
minéraux dans le sol, soit par le biais d'eaux d'irrigation ou d'engrais, soit parfois remontent
dans le sol a partir d'eaux souterraines peu profondes (Shrivastava et Kumar, 2015). Le stress
salin est I’une des principales contraintes abiotiques (Bartels et Sunkar, 2005 ; Chadli et
Belkhodja, 2007) responsables de la réduction du développent des plantes, de la réduction des
terres cultivables et de la dégradation de la qualité des sols et des eaux souterraines menagant
I’équilibre alimentaire de ces régions (Dehni, 2018). En 2004, les Nations Unies estimaient
qu'a la fin de 2050, la population humaine dépasserait 10 milliards d'individus. La perte de
production agricole due a la salinité du sol est directement en conflit avec la demande en
nutriments de cette population croissante et le défi de maintenir les disponibilités alimentaires
mondiales (Joseph et Jini, 2010).

IV.1. Effet de la salinité sur les plantes

La salinité peut entraver le développement de plusieurs stade de cycle de vie des
plantes, tels que la germination des graines, la croissance des plantes, la reproduction, la
biosynthése de phytohormones et d'autres facteurs de régulation de la croissance des plantes,
I"absorption des nutriments, les activités des enzymes et la photosynthése (Almansouri et al.,
1999; Sudhir et Murthy, 2004; Nabti et al., 2015).

IV.1.1. Effet de la salinité sur la germination

La plupart des plantes sont plus sensibles a la salinité durant leurs phases de
germination (Maillard, 2001). Plusieurs études ont montrés que le sel a un effet dépressif sur
le taux de gémination des graines et de leur croissance biologique (Rahmoune et al., 2001),
les effets inhibiteurs imposés par la salinité sur le processus de la gémination peuvent étre

¢galement expliqué par I’altération des enzymes et des hormones de la graine (Larcher, 1995).

IV.1.2. Sur P’absorption d’eau et de nutriments

La salinité réduit l"absorption des nutriments par les plantes, ce qui affecte leur
croissance et leur développement. Elle est a I"origine de la compétition entre les ions toxiques

et les éléments nutritifs pour les sites de fixation et les protéines de transport dans les cellules
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racinaires (Tester and Davenport, 2003), ce qui conduit a un déséquilibre ionique, une
déficience en nutriments et/ou une toxicité ionique (Grieve et Shannon, 1999) et par

conséquent la concentration en éléments nutritifs sera réduite dans toute la plante.

IV.1.3. Sur la génération des especes oxygénées réactives

Comme tous les stresses abiotiques, la salinité entraine un stress oxydatif en raison de la
production et de 1’accumulation accrues d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) dans la
cellule telles que le peroxyde d’hydrogene et les radicaux hydroxyles, qui sont nuisibles a la
survie des plantes et peuvent endommager les membranes cellulaire, les protéines, les acides
nucléiques et les enzymes (Azevedo Neto et al., 2008; Mishra et al., 2009; Shahbazi et al.,
2011).

IV.1.4. Sur les pigments photosynthétiques

La photosynthése est considérée comme la premiére source de production de la matiere
seche chez les plantes. La salinité réduit la capacité de photosynthese principalement par le
biais de la fermeture compléte ou partielle des stomates et du stress osmotique (Meloni et al.
2003), pour résister les plante réduisent la surface de leurs feuilles (Munns et al., 2000) ou en
limitant I"ouverture des stomates, ce qui réduit la transpiration et empéche la perte de I"eau
(El-Kaoua et al., 2006). Le taux de chlorophylle et de caroténoides des feuilles diminue
généralement sous les conditions de stress salin, les feuilles les plus agées commencent a
développer une chlorose et finissent par tomber sous I'effet du stress salin (Agastian et al.,
2000).

1V.2. Effet de la salinité sur la structure du sol

La structure d’un sol peut étre définie comme le regroupement des particules primaires
du sol dans les agrégats, ces derniers sont séparés entre eux par des pores dans lesquels le gaz
et le liquide peuvent circuler (Lavelle et Spain, 2001). La texture basique du sol peut étre
altérer par la concentration élevée en Na*, qui induit une diminution de la porosité et par
conséquence la réduction de ’aération du sol et de la conduite de 1’eau, ce qui empéchant la
plante d’acquérir I’eau nécessaire pour son développement (Mahajan et Tuteja, 2005 ; Porcel

etal., 2012).
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V.  Lesalgues : une alternative prometteuse au probleme de salinité

Les maladies des plantes dues aux pathogénes ainsi qu’aux facteurs abiotiques sont
interconnectés dans les sols salins. Plusieurs stratégies sont utilisées pour limiter les effets
déléteres du NaCl sur les plantes, ainsi pour aboutir a des rendements meilleurs sous
contrainte de salinité élevée : la premiere fait recours a des modifications physiologiques et
morphologiques de 1’organisme, alors que la deuxiéme est biochimique, elle est relativement
simple et basée sur la production et I’accumulation des solutés compatibles (Bohnert et al.,
1999). Par leur composition riche en phytohormones, polysaccharides, éléments nutritifs et
vitamines, solutés compatibles les algues peuvent protéger et stimuler la croissance de la

plantes dans les conditions normales ou de stress.

V.1. Les algues et les solutés compatibles

Les solutés compatibles sont des composés organiques de faible poids moléculaire, ils
sont dits « compatibles » car ils n’influent ni sur le métabolisme cellulaires, ni sur le
fonctionnement des enzymes et des protéines de 1’organisme (Oren, 2003). Ces composés
peuvent provenir soit du milieu environnant, soit synthétisés a 1’intérieur du cytoplasme
(Gutierrez et al., 1995), leur accumulation aide au maintien de la pression de turgescence, du
volume cellulaire, des concentrations d’électrolytes et d’autres éléments importants pour la

prolifération cellulaire (Roberts, 2005).

Une grande variété de solutés compatibles a été identifiée, les mieux connus sont la
glycine bétaine, les sucres simples tels que le sucrose et le tréhalose, des polyalcools
(glycérol, arabitol, mannitol) des acides aminés et dérivés (glutamine, proline, DMSP) (Oren,
2007).

Certains de ces composés n’ont aucun effet sur la croissance cellulaire en milieu & forte
osmolarite, les autres, par contre, ont un important effet de stimulation sur le taux de
croissance lorsqu’ils sont ajoutés au milieu de culture, ils sont appelé (osmoprotecteurs)
(Strom et Coll, 1983). La présence de ces molécules permet aux plantes de résister aux
conditions extrémes telles que les variations de la salinité élevée. Il a été prouvé que
I’accumulation du mannitol (Shen et al., 1997), glycine- bétaine (Prasad et al., 2000), et de
proline (Zhu et al., 1998) améliorent la tolérance des plantes au stress salin. Elles stabilisent

les protéines et les membranes pendant les dommages oxydatifs induits par les « EOR »
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(Saxena et al, 2013). Ces composés vont réduire I’effet du stress sur les plantes d’une part, et

fournir une source d’azote et d’énergie a la plante.

De par leur composition riche en phytohormones, polysaccharides, éléments nutritifs et
vitamines, les algues peuvent protéger et améliorer la croissance des plantes dans un
environnement normal et stressé. En outre, ils constituent la principale source de solutés
compatibles pour les plantes et les bactéries dans les environnements stressés. Plusieurs
études ont rapporté que les extraits d"algues par leur composition en solutés compatibles tels
que les bétaines, les acides aminés et le dimethyl-sulfonio-propionate (DMSP) apportent une
osmoprotection significative aux plantes et aux bactéries rhizosphériques dans les conditions
du stress.

L'accumulation de solutés compatibles par lI'absorption a partir du milieu est préférable
a la biosynthése car I'absorption est énergiqguement moins couteuse que la biosynthéese
(Imhoff, 1986).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelables
(Equipe Biomasse et Environnement). Les expériences ont été menées durant une période de
3 mois (Mars-Mai 2019). Elles ont été divisées en deux grandes parties :

v' La premiére étape comporte les différents tests d’activité biologique des extraits d’algues
de Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis. (activité antifongique, antibactérienne et
anti-oxydantes)

v’ La seconde partie comporte I’ensemble des tests visant 1’étude des effets de 1’extrait
d’algue marine Cystoseira sp. sur la restauration de la croissance de ’orge cultivée en

conditions normales et sous stress salin.

1. Collecte des algues

La collecte des algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis est effectuée par

I’équipe du laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelables en Mars 2017 dans la cote

Ouest de la wilaya de Bejaia (Boulimate 36°48'42.1"N 4°58'53.9"E) (Fig. 2).

Figure 2 : Site de préléevement des échantillons d’algues marines
2. Préparation de la poudre d’algue

Les algues cueillies sont lavées et séchées a l'air libre (a 1’abri de la lumiére solaire

directe). Le broyage des échantillons est réalisé dans un broyeur électrique jusqu’ a
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I’obtention d’une poudre fine (Fig. 3), cette derniére est tamisée a 1’aide d’un tamis de 2 pm,

puis conservée dans des pots en verre fumé.

Cuplosens Sp Evleromenplo wilechinalic

Figure 3 : Aspect de la poudre des deux algues

Partie I: Activité antifongique, antibactérienne et anti-oxydante des extraits

d’algues (Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis)

1. Préparation des extraits d’algues

1.1.  Préparation des extraits aqueux

10g de poudre de chaque algue (Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis) sont
homogénéisés avec 100ml d’eau distillée. Des dilutions (20% et 50%) sont préparées et les
solutions sont autoclavées a 110°C/20min puis laissées au repos, les extraits sont centrifugés a
10000tr/10min. Enfin les surnageants sont récupérés dans des flacons fumés puis conservés a
4°C.
1.2.  Préparation des extraits éthanoliques

10g de poudre d’algue (Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis) sont macérés dans
100ml de 1’éthanol. Aprés une extraction de 24h a température ambiante et sous agitation, une
filtration est effectuée avec du papier wattman. Le filtrat obtenu est évaporé a sec a une

température de 40°C, I’extrait est récupéré par le Diméthylsulfoxyde (DMSO) puis conservé a

I’obscurité a 4°C.
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2. Activité antifongique

2.1.  Lesespeéces fongiques

Quatre espéces de champignons phytopathogenes sont testées, il s’agit d’Aspergillus
niger; Botrytis cinerea ; Fusariumsp. et Penicillium sp. (Fig.4). Ces champignons font partie
de la collection du laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelable (LMER), équipe de
Biomasse et Environnement de ['universit¢ de Bejaia. La revivification est réalisée par

repiquage dans le milieu PDA (Annexe |) suivi d’une incubation a 25°C pendant 2 & 3 jours.

Figure4 : Les especes fongiques testées
A : Aspergillus niger ;B : Penicilliumsp. ; C : Botrytis cinerea ; D : Fusariumsp.

2.2.  Test d’activité antifongique des extraits d"algues

L’activité antifongique des extraits est mise en évidence par la méthode de diffusion sur
milieu solide (Vinod et al. 2010) en mesurant les diamétres des zones d’inhibition (Fig. 5). Le
milieu de culture utilisé pour le test est le milieu PDA (Annexe 1), I’ensemencement est
effectué par écouvillonnage, il consiste a tremper un écouvillon stérile sur la culture fongique,
puis le frotter & 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.

Des disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre ont été préparés, stérilisés puis
déposés a la surface des boites ensemencées a raison de 3 disques par boites. 10 pl d’extraits
sont déposes a la surface des disques. Une solution de DMSO est utilisée comme témoin. Les
boites sont mises a 4 °C/2 h, puis incubées a 25°C pendant 48 a 72h. Apres incubation, les

diamétres des zones d’inhibition sont mesurés.
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()  Disque en papier

10l d’extrait / disque

Culture fongique sur Apparition de zones
milieu PDA d’inhibition

Figure 5: Mise en évidence de I’effet antifongique des extraits d’algues

3. Activité antibactérienne

3.1.  Les bactéries testées

Quatre souches bactériennes sont testées, il s’agit d’Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae (Fig.6). Ces souches font
partie de la collection du laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelable (LMER), équipe
de Biomasse et Environnement de I’université de Bejaia. Des pécultures jeunes sont préparées
par ensemencement des bactéries dans le bouillon nutritif (Annexe 1) puis incubation a 37°C
pendant 18 a 24 heures.

Figure6 : Les bactéries testéesA:Klebsiellapneumonaiae; B: Staphylococcus aureus ; C:
Enterococcusfaecalis ; D: Bacillus cereus

3.2.  Test d’activité antibactérienne des extraits d’algues

L’activité antibactérienne des extraits est mise en évidence par la méthode de diffusion
sur milieu solide (citée dans la section 2.2 ; Fig.7), sur milieu Muller-Hinton (Annexe I). Les
boites sont mises a 4 °C/2 h, puis incubées Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.

Aprés incubation, le diamétre des zones d’inhibition sont mesureés.
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Disque en papier
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Figure7 : Mise en évidence de I’effet antibactérien des extraits d’algue

4. Test d’activité antioxydante des extraits d’algues

Les antioxydants sont des composes qui peuvent atténuer, inhiber ou prévenir

I’oxydation des matiéres oxydables en éliminant les radicaux libres et en diminuant le stress

oxydatif (Kim et Lee., 2004).

4.1. Dosage des polyphénols

e Principe

Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction, le réactif de FolinCiocalteu,
acide de couleur jaune, est utilis¢ comme oxydant, il est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3sPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lors de
I’oxydation des polyphénols, le Folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde de tungstene
(Ws0O23) et de molybdéne(MosgO23) et ca en présence de carbonate de sodium. Cette coloration
bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le

milieu, donne un maximum d’absorption a 760 nm (Ribereau-Gayon, 1968).
e Mode opératoire

20ul de chaque extraits d’algue sont homogénéisés avec 1200ul d’eau distillée dans des
tubes a essais, 50l du réactif de Folin-Ciocalteausont ajoutés aux mélanges et les tubes sont
agités pendant 1min. Aprés 1’addition de 300pl de carbonate du sodium (20%) et 380ul d’eau
distillée, les tubes sont incubés pendant 2h a température ambiante. L’absorbance est ensuite
mesurée a 765nm. La figure ci-dessous résume les étapes suivies pour le dosage des

polyphénols.
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1200pl d’eau ' 50pl de Folin.
distillée. 300ul de 380ul d’eau
carbonate distillée.
Agitation de sodium
—} pendant 1min. —} (20%).
20pl d’extrait :{>
d’algue. -

. Incubation pendant 2H a I Mesurer |’absorbance
une températureambiante. a765nm.

Figure8 :Schéma illustrant les différentes étapesdu dosage des Polyphénols

Les résultats sont exprimés en mg Equivalent en acide galliquepar gramme de matiére
seche d’algue (mg EqAG/g MS). La courbe d’étalonnage est établie dans les mémes

conditions opératoires en utilisant comme étalon I’acide gallique (Annexe I1).

4.2.  Dosage des Flavonoides

e Principe

Le principe repose sur la formation d’un complexe jaunatre, lors de I’ajout du chlorure
d’aluminium et qui est le résultat de la fixation des ions (Alz") sur les atomes d’oxygéne

présents sur les atomes de carbone 4 et 5 des flavonoides (Ribereau-Gayon, 1968).

e Mode opératoire

Iml de chaque extrait d’algue (extrait aqueux et éthanoliques) est ajouté a 1ml d’AlCls
(2%). Le mélange est agité puis incubé a I’abri de la lumiére a une température ambiante

pendant 30min. L’absorbance est mesurée a 430nm (fig.9).

ZARACEN

Iml d’extrait Iml I’AIC,
d"algue. (2%). Agitation + incubation
température ambiante Mesurer I’absorbance
m— pendant 30min. » a430nm.

Figure9 : Schéma illustrant les différentes étapes du dosage des Flavonoides
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La teneur en flavonoides de I’extrait est obtenue en se référant & une courbe
d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par
gramme de matiere séche d’algue (mg EqQ/g MS) (Kosalec et al., 2004).

La courbe d’étalonnage est tracée dans les mémes conditions opératoires en utilisant comme

étalon la Quercetine (Annexe II).

4.3. Mesure de I’activité anti-oxydante
Les propriétés anti-radicalaires des extraits d’algues sont evaluées par deux tests : le test

de piégeage du radical diphénylpicryl-hydrazyl (DPPH¢) et la mesure de pouvoir réducteur.

4.3.1. Effet scavenger du radical DPPH
e Principe

Ce test est basé sur la mesure de D’aptitude d’un antioxydant a exercer un effet
scavenger sur le radical libre DPPHe (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPHe est
réduit en DPPH-H (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl) (Fig. 10), lorsqu’il réagit avec un donneur
d’hydrogeéne. La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la solution d’une
couleur violette a une couleur jaune, I’absorbance est mesurée par spectrophotomeétre a 517
nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité antiradicalaire (Milardovic et al.,
2006).

Figurel0 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant.

e Mode opératoire (Lopez-Lutz et al.2008)
1 ml de DPPH est ajouté a 2.5ml de chaque extrait. Apres 30 min d'incubation dans
I'obscurité a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 517 nm (fig. 11). L'activité
antioxydante est exprimée en pourcentage d'inhibition de radical DPPH, et calculée a partir de

I'¢équation suivante :
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AbsTémoin—Abséchantillon

Inhibition (%) = ( ) x 100

AbsTémoin

1ml de DPPH.

Incubation a une % Iabsorb

température ambiante — {Ifesurer absorbance
dant 30mi a517nm.

pendant 30min.

2.5ml d’extrait I:Jl>
d’algue.

Figure 11:Schéma illustrant les différentes etapesde la mesure de DPPH

4.3.2. Pouvoir réducteur
e Principe
Ce pouvoir mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le fer ferrique Fe®* (FeCls) en
fer ferreux Fe?* (FeCly) en présence d’un agent chromogene,le ferricyanure de potassium[Ks
Fe(CN) ¢]. Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune de ferricyanure de potassium vers
une couleur bleu verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de 1’antioxydant. Ce

complexe est quantifié par mesure de I’absorbance a 700 nm (Chou et al., 2003).

e Mode opératoire

500ul d’extrait sont mélangés avec 1,25 ml du tampon phosphate et 1,25 ml de
ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s] a (1%). Le mélange est mis dans un bain marie a 50°C
pendant 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 préleveés puis additionnés a
1,25 ml d’eau distillée et 0,25 ml de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1 %. La détermination de

I’absorbance est effectuée a 700 nm.

Les résultats sont exprimés en mg Equivalent en acide ascorbique par gramme de
matiére séche d’algue (mg Eq AA/g MS). La courbe d’étalonnage (Annexe Il) est obtenue sur
la basede I’acide ascorbique comme étalon. La figure ci-dessous montre les etapes suivies

pour le dosage de cette activité.
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1.25ml du tampon
phosphate.

500 pl d’extrait E{>

d’algue.

Centrifugation a
3000tr/10min,

1 125mlde 1
Ferricyanure de 1.25ml de TCA
Potassuim (1%) (10%)
\ Chauffage a une T°=50°c
pendant 20min, .
I25mldeas | 025mlde
distillée. FeCl, (0,1%).
q Mesurer I’absorbance
' a 700nm.
1.25ml de ‘::>
surnageant, -

Figure 12 : Schéma illustrant les différentes étapes de la mesure du Pouvoir réducteur
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Partie 11 : effets de I’extrait d’algue Cystoseira sp.sur la restauration de la

germination et la croissance de I’orge cultivé sous stress salin

Cette partie a pour objectif de mettre en évidence ’effet des extraits d’algue Cystoseira
sp. sur la restauration de la germination et de la croissance de 1’orge (Hordeumvulgare L.)

cultivé sous stress salin.
1. Préparation des extraits d’algues

10 g de la poudre d’algue de Cystoseira sp. sont homogénéisés avec 100 ml d’eau
distillée. L’extrait est considéré concentré a 100% et des dilutions de 50% et de 20% sont
préparées afin de tester 1’effet des deux concentrations sur les différents parametres de
croissance des petits- pois. Les suspensions sont autoclavées a 110°C/20min puis laissée au
repos, le surnageant est récupéré dans des flacons puis conservé a 4°C, afin de tester 1’effet

des deux concentrations sur les différents parametres de croissance de I’orge.

2. Effet des extraits d’algue sur la restauration de la germination et de la croissance

de ’orge cultivé sous stress salin

Avant de procéder a cette expérience, nous avons jugé utile de déterminer
I’halotolérance des graines de l’orge pour pouvoir choisir la concentration en NaCl a

appliquer.
2.1.Désinfection de la surface des graines

Les graines de I’orge (Hordeum vulgare L.) sont trempées dans 1’éthanol (70%) pendant
1min sous agitation ensuite, elles sont retirées et trempées dans une solution d’hypochlorite
du sodium (Eau de Javel) a 12% pendant 15 min. Ces graines sont lavées avec de 1’eau

distillée stérile 5 a 6 pour se débarrasser du chlore (Goétz et al. 2006).
2.2. Protocole expérimental

Des disques en papier absorbant d’un méme diameétre que celui des boites de Pétri sont
préparés et stérilisés au four Pasteur a 180°C pendant 30 min puis placés dans les boites de
Pétri. Ces disques sont imbibés avec de 1’eau de robinet (pour le Témoin) ou d’une solution
salée de (50 mM ; 100 mM ; 150 mM ; 200 mM ; 250 mM ; 300 mM ; 350 mM et 400 mM) a
raison de 3ml/boite. Les graines d’orge désinfectées sont trempées dans I’eau de robinet

stérile pendant 1 h a une température ambiante, par la suite elles sont déposées dans les boites

p. 22



Partie 11 Matériel et Méthodes

de Pétri a raison de 13 graines/boites (Fig. 13). Cette expérience est réalisée a 1’obscurité a
une température de 25°C. Le suivi de la germination est effectué durant 15jours en
dénombrant chaque jour les graines germées dans chaque boite. Une graine est considérée
comme germée apres la sortie de ’embryon de la cuticule. A la fin de I’expérience, le
pourcentage final de germination et la concentration de NaCl qui cause le stress dans chaque

boite sont déterminés.

Figure 13 : Les différentes étapes du test d’halotolérance des graines d’orge

A : Désinfection des graines d’orge ; B : Immerger les graines dans 1’eau; C ; D et E : Préparation des
boites de pétri, tapissées avec du papier stériles et imbibé + les graines ; F : Incubation a température
ambiante

2.3.Effet des extraits d’algues Cystoseira sp. sur la germination des graines de I’orge

sous stress salin

Apres la détermination de I’halotolérance des graines d’orge, la concentration 350 mM
est utilisée comme source de stress. Le protocole est similaire au protocole expérimental de la
section (2.2). Dans ce test, les disques sont imbibés avec de 1’eau de robinet (Témoin), la
solution saline 350 mM, les extraits d’algue 20% et 50% et les extraits avec la solution saline
(Cys 20%/350 mM, Cys 50%/350Mm) (fig. 14). Le suivi de la germination est effectué
durant 15jours en dénombrant chaque jour les graines germées dans chaque boite. A la fin de

I’expérience, le pourcentage de germination dans chaque boite est déterminé.
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Germination a I’obscurité a Température ambiante durant 15 jours

Figure 14 : schéma illustrant les différentes étapes du test de germination sous stress salin

2.4 Effet des extraits de Cystoseira sp. sur la croissance de 1’0rge sous strass salin

Apres I’incubation des graines désinfectées pendant 2 jours et ’apparition de I’embryon
de la cuticule, les graines sont semées. Chaque expérience est réalisée en 8 pots, les graines
sont plantées a raison de 3 graines par pot a une profondeur de 1 cm (Fig. 15).
Six expériences sont effectuées :
Expérience 1 : Témoin, graines semées dans le sol et arrosées avec de |"eau de robinet (10ml
/ pot).
Expérience 2: Graines semées dans un sol salin
Expérience 3 : Graines semées dans le sol et arrosées avec I"extrait de Cys 20% (5ml
d’extrait + Sml d’eau de robinet / pot).
Expérience 4 : Graines semées dans le sol et arrosées avec I’extrait de Cys 50% (5ml
d’extrait + Sml d’eau de robinet / pot).
Expérience 5 : Graines semées dans un sol salin et arrosées avec |"extrait de Cys 20% (5ml

d’extrait + 5ml d’eau de robinet / pot).
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Expérience 6 : Graines semées dans un sol salin et arrosées avec |"extrait de Cys 50% (5ml

d’extrait + Sml d’eau de robinet / pot).

L’expérience est réalisée dans des conditions naturelles a température 18-27°C pendant
25 jours. Les parameétres : longueur, poids frais, poids sec des tiges et des racines ainsi que la

teneur en chlorophylle a, b et totale sont mesurés.

: ano . 2no
Témoin 350mM Extrait 20% Extrait 50% Ef;g:)t nzll‘\’dA’ Eﬁ‘;g:)‘r:"m"
| L] L]
Arrosage [ Arrosage [ Arrosage Arrosage ( Arrosage [ Arrosage
avic10mi avec 10.ml avec 10l.l’ll avec 101.nl avec 101.11| avec 101.nl
e ——— de sol‘utlon d’extrait d’extrait d’extrait d’extrait
cobiiict saline d’algue d’algue d’algue 20% d’algue 50%
L 350mM 20% / 50% . +350mM L +350mM

Figure 15 : Schéma illustrant les différentes étapes du test de croissance d”orge sous stress

salin

2.5. Dosage de la teneur en chlorophylle

La teneur 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 DMSO (Diméthylsulfoxyde). Le mélange est incubé a 65°C/30 min.
Apreés incubation, I’échantillon est transféré dans une éprouvette de 25 ml et le volume est
ajusté a 10 ml avec le DMSO. L’absorbance est enregistré immédiatement 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 (g/l) =0.0127 x A663 — 0.00269 x A645;
Chl b (g /1) =0.0229 x A645 — 0.00468 x A663;

Chl totale (g /1) = 0.0202x AB45 +0.00802 x A663.
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2.6.Analyse statistique
Les données relatives aux parametres de la croissance sous stress salin ont fait 1’objet
d’une analyse statistique en utilisant le logiciel GraphPad PRISM version 6.01. Le test de

I’analyse de la variance MANOVA sont appliqués (p<0.05).
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La cote Algérienne renferme une diversité d’espéces importantes d’algues marines,
cependant il n’y a que peu d’étude sur leurs propriétés antibiotiques et bio-stimulantes. Afin
d’évaluer les potentialités bioactives des algues de la cote ouest de la wilaya de Bejaia (Algérie),
I’évaluation des activités biologiques et de 1’effet biostimulant et osmoprotecteur de 1’orge

cultivé sous stress salin a été réalisée pour valoriser cette ressource.

Partie | : Activité antifongique, antibactérienne et antioxydante des extraits
d’algues (Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis)

1. Activité antifongique et antibactérienne des extraits d’algues

Dans cette étude, la méthode de diffusion sur milieu gélosé est utilisée pour étudier
I’activité antifongique et antibactérienne des extraits aqueux et éthanoliques de deux especes
d’algues marines (Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis). Tous les extraits sont testés
vis-a-vis de quatre champignons (Aspergillus brasilensis; Botrytis cinerea ; Fusarium sp. et
Penicillium sp.) et quatre bactéries (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus et Klebsiella pneumonaiae). L’étude de cette activité antifongique des extraits testés

repose sur le calcul des diamétres des zones d’inhibition de la croissance mycélienne.

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

des especes fongique obtenues par les extraits d’algues.
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Figurel6: Valeur des diamétres des zones d’inhibition de la croissance des espéces fongiques

par les extraits d’algues
EXT aq Cyst : Extrait aqueux de Cystoseira sp. ; EXT eth Cys : Extrait éthanolique de Cystoseira sp ; EXT aq
Enter : Extrait aqueux d’Enteromorpha ; EXT eth Enter : Extrait éthanolique d’Enteromorpha

Selon les résultats, on constate que les extraits éthanoliques des deux espéces d’algues
(Cystoseira sp.et Enteromorpha intestinalis) sont les plus actifs sur tous les champignons testés
avec des diameétres d’inhibition compris entre 0.98 cm et 1.04 cm pour Cystoseira sp. et 0.86 et

0.98 cm pour Enteromorpha intestinalis.

Les extraits aqueux autoclaveés ont inhibés modérément la croissance de deux
champignons uniquement. L’extrait aqueux de Cystoseira sp. a inhibé 0.76 cm et 0.7 cm de la
croissance myceélienne de A. niger et de Penicillium sp. respectivement, quant a I’extrait
d’Enteromorpha intestinalis, des diamétres respectifs de 0.85 cm et 0.75 cm sont obtenus sur

A. niger et de Penicillium sp.

Apres 24 heures d’incubation, les diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne sont
mesurés. Le graph ci-dessous représente les valeurs des différents diamétres des zones

d’inhibition des bactéries testées obtenues en présence des extraits d’algues.
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Figurel7: Valeurs des diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactériennepar les

extraits d’algues

EXT aq Cyst : Extrait aqueux de Cystoseira sp. ; EXT eth Cys : Extrait éthanolique de Cystoseira sp. ; EXT aq

Enter : Extrait aqueux d’Enteromorpha ; EXT eth Enter : Extrait éthanolique d’Enteromorpha.

L’extrait éthanolique de 1’algue Enteromorpha intestinalis a montré une activité sur
toutes les bactéries testées avec des diametres qui varient entre 0.8 cm et 0.96 cm. L’extrait
éthanolique de Cystoseira sp. s’est montré actif sur trois des bactéries testées (B. cereus, E.
faecalis et S. aureus). Les extraits aqueux des deux espéces n’ont exercé aucune activité

inhibitrice sur les quatre bactéries testées.

L’activité antibactérienne et antifongique s’explique par les propriétés antibactériennes
que possédent certains métabolites secondaires notamment ceux des algues marines. En effet,
les macro-algues marines riches en substances a potentiel antimicrobien inhibent la croissance

de certaines bactéries et champignons (Sukataretal., 2006).

L’action inhibitrice la plus forte a été enregistrée par les extraits éthanoliques, ces
résultats pourraient étre expliqués par le fait que ce solvant (éthanol) permette une meilleure
extraction des substances ayant un effet inhibiteur. Kumar et al. (2014) ont rapporté que 1’effet
inhibiteur le plus important de Penicillium janthinellum et d”Aspergillus niger est obtenu avec
les extraits éthanoliques des algues brunes. Les tests antifongiques réalisés avec des extraits
d’algue brune induisent une inhibition remarquable de certains champignons comme

Aspergillus sp. (Moreau, 1984). Khallil et al. (2015) ont révélé que les extraits de Cystoseira
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présentent une forte activité inhibitrice d’Alternaria sp. et d’Aspergillus niger. (Reichelt et
Borowitzka, 1983) ont montré que les ulves ont des effets antimicrobiens sur les bactéries a
Gram positif et 8 Gram négatif. (Kumar et Rengasany, 2000, et Elkouri et al., 2004) ont exhibé
que les extraits d’Entéromorpha ont une activité inhibitrice vis-a-vis des plusieurs especes

bactérienne sauf la souche d’Escherichia coli.

Les extraits d’algues ont une activité inhibitrice vis-a-vis des champignons et des
bactéries, les effets inhibiteurs de ces extraits sont probablement dus aux teneurs élevées en
composes phénoliques dont les algues sont riches. L’absence d’inhibition observée sur les
bactéries et les champignons testées avec les extraits aqueux autoclavés est peut étre due a une
résistance naturelle de ces espéces ou au solvant d’extraction. En effet, les méthodes
expérimentales et le type du 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 parameétre
peut expliquer I’absence de I’activité antifongique, la méthode de séchage et de préparation des
poudres d’algue qui peuvent influencer la composition des extraits en composés bioactifs (Le

Lann, 2014).

2. Teneur en composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques des extraits aqueux et éthanoliques des deux especes
d’algues marines (Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis) étudiées est obtenue a I’aide
d’une gamme d’étalonnage établie avec différentes concentrations en acide gallique
(polyphénols) et de Quércitine (flavonoides) (Annexe Il). Les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide gallique ou Quércitine par gramme d’algue (mg EAG/g

d’algue). Le graphe suivant illustre les teneurs en composés phénoliques des extraits d’algue.
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Figure 18 : Tencur en composés phénoliques des extraits d’algue

D’apres ces résultats, les extraits de Cystoseira sp. sont plus riches en polyphénols et en

flavonoides par rapport a 1’algue verte Enteromorpha intestinalis.

Les valeurs des concentrations des flavonoides dans les extraits des deux espéces sont
inférieures a celles des polyphénols dans les extraits éthanoliques et aqueux. 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.

Comparé aux extraits éthanoliques et aqueux 50%, les extraits aqueux (20%) des deux
especes d’algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis, renferment le taux le plus élevé
en polyphénols (10.37+ 1.2 et 6.86 + 0.37 mg EAG/g d’algue). Cependant, pour les flavonoides
les extraits éthanoliques des deux especes d’algues brune et verte marquent le taux de
flavonoides le plus élevé (3.7£0.007 et 2.7+0.08 mg EQ/g d’algue). Par ailleurs, les extraits

aqueux autoclavés d’Enteromorpha intestinalis (20% et 50%) présentent des taux relativement

proches en flavonoides (0.99+0.15 et 0.95+0.04 mg EQ/g d’algue), contrairement aux extraits

aqueux de Cystoseira sp. (0.60.02 et 1.9 0.07 mg EQ/g d’algue).

IL est connu que les composés phénoliques se répartissent dans les différents solvants en
fonction de leur polarité (Calliste et al., 2001). Ces teneurs changent de facon considérable
d’une espeéce a une autre et a ’intérieur de la méme espece a cause des facteurs extrinséques
(température, climat...etc.), génétiques (la variété et 1’origine d’especes), physiologiques (le
degré de maturation de la plante, les organes utilisés) et de la durée du stockage (Maisuthisakul
et al., 2007; Ksouri et al., 2009).
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Sabeena Farvin et Jacobsen (2013) ont trouvé que la valeur en polyphénols totaux de
I’extrait éthanolique de 1’algue verte Ulva lactuca est de 2.26+0.07 mg EAG/g. Ces mémes
auteurs ont aussi constaté que les extraits éthanoliques de deux algues brunes Fucus Senatus et
fucus vesiculosis présentent des teneurs respectivement en polyphénols totaux de 12+0.09 mg
EAG/g d’algue et 10.45 mg EAG/g d’algue. Au regard de ces données, 1’extrait éthanolique de
I’algue Cystoseira sp. peut étre considérés comme riches en polyphénols.

D’apreés la littérature, il existe peu de travaux sur le contenu en flavonoides dans les algues
marines (Zeng et al., 2001 ; Meenakshi and Gnanambigai, 2009; Sava and Sirbu, 2010) mais,
il est rapporté que les algues vertes contiennent des teneurs variant entre 8.43 et 33.39 mg/gMS
et entre 20,72 et 32,89 mg/g MS pour les algues brunes. Par ailleurs, il est bien démontré que
les teneurs en flavonoides dans les algues marines varient pour plusieurs raisons: I’espéce, la

saison et d’autres conditions géographiques (Sarojini et al., 2012).

3. Activité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1'évaluation de ’activité anti-oxydante des
composés purs ou des extrais. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la
décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel (Neghraoui, 2012).

L’étude de I’activité antioxydante des extraits des deux algues est testée selon deux méthodes :

le test de piégeage du radical (DPPH?) et le pouvoir réducteur.
3.1.Effet de piégeage du radical DPPHe
Le test de DPPH est I'un des tests les plus utilisés pour déterminer 1’activité anti-

radicalaire des extraits de plantes. La figure ci-dessous présente les pourcentages de réduction
du radical DPPH: par les extraits des deux especes testes.
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Figure 19: Les pourcentages de réduction du radical DPPH- par les extraits d’algues

A la lumiére de ces résultats, on constate que I’extrait de Cystoseira sp. présente un effet
antiradicalaire plus important par rapport a 1’extrait d’algue verte Enteromorpha intestinalis.

Une augmentation de I’activité antiradicalaire proportionnelle a 1’augmentation de la
concentration des extraits a été notée. A forte concentration (50 %), les extraits aqueux des deux
especes assurent des pourcentages de réduction du DPPH plus élevés qui atteint 79% pour
I’espéce Cystoseira sp. et 60,5% pour Enteromorpha intestinalis. Pour les extraits aqueux de
20%, le pourcentage de réduction du DPPH- pour les extraits aqueux est d’environ de 70.41%
pour Cystoseira et 53.18% pour Enteromorpha intestinalis.
Quant aux extraits éthanoliques de Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis, ils présentent

un faible pourcentage de réduction du DPPH:, 3.58% et 3.22%, respectivement.

3.2. Pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique
a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*"
présent dans le complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?").

La figure ci-dessous présente la capacité réductrice des extraits des deux especes d algues.
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Figure 20 : La capacité réductrice des extraits d’algues

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur le plus élevé est enregistré chez
les extraits de Cystoseira sp.

Les extraits aqueux (20%) des deux espeéces d’algues Cystoseira sp. et Enteromorpha
intestinalis exhibent la meilleure activité (8.9+0.07 et 2.2+0.1mg EAA/g d"algue) par rapport
aux extraits 50% (5.4+0.3 et 1.3+0.09mg EAA/g d"algue).

Les extraits éthanoliques de Cystoseira et Enteromorpha, ont présenté des valeurs faibles qui
ne dépassent pas 0.5+£0.02 et 0.75+0.07mg EAA/g d"algue, respectivement.

Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de ces variations de concentrations, elles pourraient
étre dues au type du solvant ou aux composeés bioactifs contenus dans les algues.

La comparaison de I’activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques dans des
extraits de quelques especes de microalgues ont établi une corrélation entre la teneur élevée en
composés phénoliques et la capacité antioxydante (Jaime et coll., 2005; Geetha et coll., 2010;
Hajimahmoodi et al., 2010).

D’aprés Bougandoura et Bendimerad (2012), le pouvoir réducteur des extraits de plantes est dd
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 des inactivateurs des oxydants.

Plusieurs composés d'algues, y compris les polyphénols, les polysaccharides et les protéines,
ont été présentés comme des antioxydants puissants qui protégent les cellules contre les
radicaux libres (Yildiz, 2012).11 convient de souligner que les caroténoides représentent une

classe importante d’antioxydants issus des microalgues et contribuent de maniére significative
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a la capacité antioxydante totale des organismes (Jahnke, 1999; Takaichi, 2011). Elles jouent
un réle important dans le piégeage des espéces réactives de l'oxygéne générées lors de la
photosynthése. L’activité antioxydante de ces molécules est liée a leur longue chaine
polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux peroxyde (ROO¢), hydroxyle (HO+*) ou
superoxyde (O2e-) par simple addition ¢électrophile et transfert d’électron. Ils permettent, en

particulier, de neutraliser I’oxygéne singulet (:02) (Valko et al., 2006).
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Partie 11 : Effet des extraits d’algues Cystoseira sp. sur la restauration de la

croissance de I’orge cultivé sous stress salin

La salinité des sols constitue 1’un des principaux stress abiotiques limitant la croissance
des plantes cultivées et la productivité végétale (Epstein et al., 1980; Boyer et al., 1982; Tanji
et al., 1990; Abdelly et al., 2008; Munns et Tester, 2008) et menagant 1’équilibre alimentaire
mondial (Kinet et al. , 1999). En plus de leurs activités antimicrobiennes, les algues et leurs
extraits peuvent promouvoir la croissance et la santé des plantes et améliorer la tolérance des

cultures au stress abiotiques (Nabti et al., 2007 ; Battacharyya et al., 2015 ; Du Jardin, 2015).

1. Détermination de I’halotolérance des graines d"orge

Les valeurs de germination des graines de I’orge en présence des concentrations croissantes

en NaCl sont illustrées dans le graphe suivant.

Témoin
100

50m M

b vt

100m M

(%)

150m M

50 200m M

250m M
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300m M

350m M

LI B

400m M
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Figure 21 : Pourcentage de germination des graines d’orge sous stress salin

D aprés ces résultats, les concentrations 50 et 100 mM ont permis d avoir des valeurs
proches de ceux de témoin. A partir de la concentration 200 mM, I’effet inhibiteur de NaCl
commence a apparaitre. Comparé au témoin, les deux concentrations 200 mM et 250 mM ont
permis la germination d"uniquement 70% et 60% de graine de |"orge, respectivement. Les

autres concentrations (300mM, 350mM et 400mM) ont affecté considérablement ce paramétre
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(18%, 13% et 2.6%). 350 mM est la concentration en NaCl choisie pour vérifier |'effet de
I"extrait Cystoseira sp. sur la restauration de la croissance de I"orge.

2. Effet de I’extrait d’algue Cystoseira sp. sur la germination des graines

d’orge sous stress salin

Les résultats du pourcentage de germination des graines de I"orge sous stress salin en
présence et en absence des extraits de Cystoseira sp. (20% et 50%) sont présentés dans le

graphe suivant.

100 —

—®— témoin
—®— 350mM

20% Cys
50

—®— 50% Cys + 350m M

Germination (% )

—¥— 50% Cys

—*— 20% Cys + 350mM

Jours

Figure 22 : Pourcentage de germination des graines d’orge sous stress salin en présence des

extraits d’algue Cystoseira sp.

On note bien qu’aucun des traitements d"extrait d"algues n"a amélioré la germination des
graines d’orge. Cette derniére est similaire & celle du témoin & partir du 13°™ jour aux
concentrations (Cys 20% et Cys 50%). Le stress salin applique a significativement affecté la
germination des graines, méme en présence des extraits d’algues (Cys 20%+ 350mM et Cys
50%+ 350mM).
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3. Effet de ’extrait d’algue Cystoseira sp. sur la croissance des graines

d’orge sous stress salin

Les valeurs des parametres de la croissance de 1’orge cultivée sous stress salin (350
mM) traitée ou non avec les deux concentrations d’extrait d’algue Cystoseira sp. (20% et

50%) sont présentées dans les graphiques suivants :

207 50

Longueur des tiges (Cm)
Longueur des racines (cm)

9)

Poids frai des racines (g)

Poids frais des tiges (

0.5 17

0

0

Poids sec des tiges (g)

0

Poids sec des racines (g)

0

Figure 23 : Effet des extraits de Cystoseira sp. sur la restauration des différents parameétres de
croissance de |"orge en présence et en absence du stress salin
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Les résultats de mesure des différents parametres de la croissance végétale montre que
les deux concentrations d’algues (20% et 50%) ont stimulé considérablement tous les
paramétres de la croissance de 1’orge : longueur des tiges (15.87+1.12cm ; 14.37£0.62cm),
longueur des racines (39.83+1.77cm ; 40.66+0.88cm), poids frais des tiges (1.49+0.11g ;
1.42+0.069), poids frais des racines(1.45+ 0.08g ; 1.73+0.18g) ainsi que le poids sec des tiges
(0.37£0.03g ; 0.31+0.059) et des racines (0.28+0.02g ; 0.29+0.02g) comparés au témoin non
traité (13.62+0.62cm ; 31.33+1.11cm ; 1.04+0.08g et 1.25+0.06¢g ; 0.26+0.03g ; 0.28+0.01g,

respectivement).

La présence du sel dans les solutions d’irrigation a affecté considérablement tous les
parameétres de croissance. L ajout de I"extrait d"algues (20% et 50%) dans le sol, a permis de

restaurer significativement la croissance de tous les parameétres mesurés.

Selon Neumann, (1995), le degré de sensibilité au stress salin dépend du stade végétatif
au cours duquel la plante subit le stress. Chez certaines espéces, c’est le stade juvénile qui est
le plus sensible, alors que chez d’autres especes, c’est le stade adulte qui est le plus sensible.
Ainsi par exemple I’orge, le blé, la betterave et le tournesol se montrent plus sensibles au stade
juvénile qu’au stade adulte (Greenway, 1980 ; Munns et al. 2006). Selon Nedzarek et Rakusa-
Suszczewski (2004), I’algue constitue une source d’éléments 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 phénomeéne d’inhibition de la germination est lié
a la déshydration de I’embryon a I’intérieur de la graine (Fogle et Munns, 1973).Zhu et al.
(2004) ont mentionné 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. Amira et al., (2014) ont rapporté que les extraits d’algues peuvent diminuer
complétement 1’effet agressif du stress salin de faible concentration et partiellement I’effet d’un

stress de forte concentration.

Sivasankari et al., (2006) découvrent quant a eux une augmentation du pourcentage de
germination pour des graines de vigne soumises a des extraits de Caulerpa chemnitzia et de
Sargassum wightii. Le taux de germination est proportionnel a I’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
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inhibée. Kumar et Sahoo, (2011) ont souligné que la dilution 20% d’extrait de Sargassum

wightiia stimulé de maniére significative la germination des graines de blé Triticum aestivum.

4. Effet de I’extrait de Cystoseira sp. et de stress salin sur la teneur de
I’orge en chlorophylle

Le NaCl affecte la photosynthese et par conséquent réduit la croissance et la production

végetale. Dans cette étude, le dosage de la chlorophylle est effectué afin de vérifier I"effet de

I"extrait d"algue et le stress salin sur la teneur de 1"orge en chlorophylle. Le graphe ci-dessous

représente les valeurs de la chlorophylle a, b et totale obtenues.
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Figure 24 : Quantités de chlorophylle a, b et totale de I’orge cultivé sous stress salin en

présence des différentes concentrations d’extrait d’algue Cystoseira sp.

Les deux concentrations d’algues sous stress salin (Cys 20%+ 350mM et Cys 50%+
350mM) améliorent la teneur des plantules d’orge en chlorophylle a, b et totale comparée au
stress (NaCl 350mM). En absence de ce dernier, les concentrations (Cys 20% et Cys 50%)
stimulent significativement la quantité de la chlorophylle a et la chlorophylle totale.

La salinité réduit le contenu chlorophyllien, cette réduction est dépendante de 1’intensité
du stress et du degré de la 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 1’accumulation
du CI" dans les tissus. De plus la salinité impose a la plante une réduction de 1’absorption des

ions essentiels tels que le K+ et le Caz+, ce qui provoque un déséquilibre ionique (Zhu, 2001).
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Les effets délétéres du NaCl sur la sénescence des feuilles sont liés a I’accumulation des ions
toxiques (sodium et chlore) et a la diminution de 1’absorption des ions Mg*? affectant ainsi le
contenu en chlorophylle (Leidi et al. 1991).

L'augmentation de la teneur en chlorophylle obtenue dans notre étude confirme les
rapports de Bozorgi (2012) et Ramarajan et al. (2013) qui ont montré que I'application d'algues
sur la plante d’haricot par pulvérisation foliaire ou par incorporation dans le milieu de culture
augmente la pigmentation des feuilles et des tiges (notamment Chl a). D aprés Sridhar et
Rengasamy (2010), I"augmentation de la quantité de la chlorophylle totale et chlorophylle a
dans les plantes traitées par les extraits d"algues est due a la composition d’algues en

magnésium qui est un constituant important dans la chlorophylle.
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Conclusion

L’application des extraits d’algues comme biostimulant est 1’une des alternatives
prometteuses visant a améliorer le développement et la qualité des cultures dans des
conditions normales ou stressantes. Cette présente investigation a permis d'en apprendre
davantage sur les algues et leurs mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance

des cultures dans des conditions normales ou du stress.

Les résultats du dosage des composés phénoliques ont montré que les extraits des deux
espéces d’algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis sont riches en polyphénols et
flavonoides et présentent des activités anti-oxydantes intéressantes. Cependant, pour
I"inhibition de la croissance microbienne, cest les extraits éthanoliques qui se sont révélés

plus actifs.

Le stress abiotique exercé par le NaCl (350 mM) a affecté significativement la
croissance de tous les parametres de croissance de l'orge. L ajout des extraits d"algue a
restauré tous les paramétres de croissance mesurés, cependant, sur la teneur en chlorophylle

uniquement la chlorophylle a et totale sont améliorées.

Les résultats de cette étude encouragent le passage vers une culture «Bio-agriculture»
saine et bénéfique a la santé humaine et a I"économie nationale. L exploitation des extraits
d"algue comme biostimulants s'impose comme une alternative prometteuse aux produits

chimiques tant nuisible pour I"environnement que pour la santé publique.

A T’issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous

forme de perspectives pour une meilleure exploitation de ces extraits :

- Réaliser des tests d’antagonisme in vivo;
- Extraire, identifier et déterminer le mode d"action des molécules impliquées dans la
lutte biologique et la stimulation de la croissance des plantes.

- Réaliser des tests de stimulation de la croissance sur champs.
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Annexe | : Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

» Potato Dextrose Agar (PDA) :

Compositions Quantité (g)
Pomme de terre 200
Glucose 20
Agar 15
pH 5.440.2
» Muller Hilton (MH) :
Compositions Quantité (g)
Extrait de viande 2
Hydrolysat acide de caséine 17.5
Amidon 1.5
Agar 10
pH 7.4
> Bouillon nutritif :
Compositions Quantité (g)
Peptone 10
Extrait de viande 5
Chlorure de sodium 5
pH 7.240.2

Annexe 11 : Courbes d'étalonnage

> courbe d’étalonnage des composes phénoliques

oRrNvVwWwRUION®

Abs a 760 nm
OOOO_(DOOO

courbe d'étalonnage des composés phénoliques

y =0.0474x + 0,063
R2=0,997

o

Concentrations en acide gallique (mg/ml)

0,15
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» Courbe d'étalonnage des flavonoides

Abs 3430 nm

0,7 - y =12,731x
0,6 - Rz =0,9928
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 0,02 0,04 0,06

Concentrations en quércitine (mg/ml)

»  Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur

Abs a 700 nm

0,9

0,8 -

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =7,276x + 0,067
R2=10,9885

0 0,05 01 0,15
Concentrations en acide ascorbiques (mg/ml)
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Annexe Il : Les concentrations en NaCl utilisées pour 100ml

NaCl [ mM NaCl [ g/ml

100 0.584

200 1.168
300 1.758
s 20
400 2.337

Annexe 1V : Courbe de conductivité en fonction de la salinité

45
40 y =0,081x + 1,253 e —
s R2=0,997 <
S >
g 30 > -
T 25 =
2 20 =
S =
15
2 &
8 10 =
5
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
salinite(mM)




Résume :

L’objectif du présent travail est d’évaluer 1’effet des extraits d’algues sur la stimulation de la
croissance de I"orge dans des conditions normales ou sous stress salin. Les algues marines Cystoseira
sp. et Enteromorpha intestinalis sont testées pour leurs I’activités antifongique et antibactérienne en
utilisant deux types d’extraits (aqueux autoclavé et éthanolique). L’activité anti-oxydante (test de
DPPH et de pouvoir réducteur) ainsi que 1’évaluation de la composition de ces extraits en polyphénols
et flavonoides sont également réalisées. L’extrait d’algue Cystoseira sp. est testé pour sa capacité a
restaurer la croissance de 1’orge sous stress salin (350mM de NaCl). D’aprés les résultats obtenus, il
s’est avéré que les extraits des deux especes d’algues sont riches en composés phénoliques et
présentent des activités anti-oxydantes et antimicrobiennes intéressantes. L ajout des extraits d"algue a
restauré tous les paramétres de croissance (Longueur ; poids frais et poids sec des tiges et des racines),

cependant, sur la teneur en chlorophylle, seules la chlorophylle a et totale sont améliorées.

Mots clés :  Algues marines, Cystoseira sp., stress salin, orge, biostimulants.

Abstract:

The main focus of this work is to evaluate the algal extracts effect on stimulation of barley growth
under normal and saline conditions. The marine algae Cystoseira sp. and Enteromorpha intestinalis
are tested for their antifungal and antibacterial activities using two extracts (autoclaved (aqueous) and
ethanolic extract). The antioxidant activity (DPPH and reducing power assay) as well as the evaluation
of polyphenols and flavonoids content are also carried out. Cystoseira sp. extract was tested for its
ability to restore barley growth under salt stress (350mM NaCl). The obtained data showed that the
extracts of both algal species are rich in phenolic compounds and exhibit interesting anti-oxidant and
antimicrobial activities. The algal extracts addition restored all growth parameters (length, fresh
weight and dry weight of shoots and roots), however, only chlorophyll a and total were improved
among the chlorophyll content

Key words: Seaweed, Cystoseira sp., salt stress, barley, biostimulants.
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