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Résumé

Les microalgues sont connues comme sources de molécules bioactives importantes. Le potentiel
des microalgues dans le domaine des biostimulants, résulte du fait qu’elles présentent une
diversité biochimique plus importante que les macroalgues, ainsi, elles sont considérées comme
source renouvelable. Le Maroc, avec sa diversité climatique et sa biodiversité algale non
exploitable et qui constitue un atout et une source inépuisable dans le criblage de nouvelles
molécules bioactives, pourra étre comme une niche industrielle de production et valorisation des

microalgues dans les différentes applications.

Le travail présenté¢ dans ce mémoire s’inscrit dans le cadre de la valorisation des microalgues
Marocaines dans le domaine de I’agriculture. Le premier objectif de ce travail est 1I’étude de 6
microalgues afin de chercher de nouveaux composés biostimulants des plantes. Six microalgues,
isolées de différents écosystemes aquatiques Marocains, ont été criblées pour leur activités
stimulantes. Différents extraits ont été préparés et testés pour leurs potentiels biostimulants de la
germination, la croissance, ainsi que la tolérance des plantes de tomate, poivron et blé au stress
salin. A I’issue de cette ¢tude, deux espéces de microalgues (Dunaliella salina et Arthrospira
platensis) ont été les plus actives. Les polysaccharides de ces deux microalgues ont montré 1’ effet

majoritaire de stimulation des plantes étudiées.

Mots clés : Microalgues, polysaccharides, biostimulants, croissance, tolerance, stress salin




Abstract

Microalgae are known as a source of bioactive compounds for the improvement and protection
of plants. Recently, interest in the potentiality of microalgal extracts biostimulants, results from
the fact that they have much greater biochemical diversity than seaweeds and theyare
alsoconsidered as renewables source. Morocco, with its climatic diversity and non-exploitable

algal biodiversity, is an asset and an inexhaustible source of new bioactive molecules.

The work presented in this study is part of the valorization of Moroccan microalgae for the
application of plant improvement and protection. Whose objective is the research for new
compounds from microalgae that will be exerted as plant biostimulants. In this work, six
microalgae species, isolated from different Moroccan aquatic ecosystems, were screened for their
plant biostimulant activities. Different extracts have been prepared and tested for their
potentiality as biostimulant of seeds germination, growth, and plants tolerance to salt stress. In
this study, extracts from two species of microalgae (Dunaliella salina, and Arthrospira platensis)
had shown to be the most bioactive. From these extracts, polysaccharides showed the

predominant effect inthe stimulation of germination, growth and plant tolerance to salt stress.

Kyes words: Microalgae, polysaccharides, biostimulants, Growth, tolerance, salt stress
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION

Le Maroc dispose de deux fagcades maritimes, avec plus de 3.500 km de Cotes dont 500Km sur
la Méditerranée et 3.000 Km sur I’Atlantique. La variété des conditions climatiques et
géologiques de cette étendue marine et océanique a donné une biodiversité écologique

extrémement riche, notamment la diversité en microorganismes marins.

Les organismes marins tels que les bactéries, les microalgues et les algues constituent environ
la moitié de la biodiversité mondiale. Les océans représentent ainsi une énorme source de
composés fonctionnels produits par ces systéemes biologiques. La complexité des milieux
marins et leur compétitivité, poussent les organismes de ces milieux a produire une large
gamme de molécules uniques qui sont essentielles pour leur survie et leur adaptations
(Ahmadis et al., 2015; Chen et al., 2016; Qiet al., 2017). Parmi les molécules les plus
documentés on retrouve, les acides gras polyinsaturés, les vitamines, les antioxydants (Rocha
de Souza et al., 2007), les enzymes et les peptides bioactifs (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques de petite taille (0.6 a 200 um),
avec un nombre d'especes de microalgues estimé entre 200 000 et un million, et qui sont
présentes dans des écosystémes tels que les océans, les riviéres et les lacs (Cadoret et al., 2008).
Une diversité biochimique est liée a chaque espéece de microalgues et dont certaines renferment
des molécules uniques, que 1’on ne retrouve nulle part ailleurs telle que la phycocyanine
produite par Arthrospira platensis et Arthrospira maxima (Lee et al., 2017). Pas plus de 10%
de ces espéces sont identifiées et décrites par les scientifiques, mais peu d'espéces sont cultivées
a I'échelle industrielle. Cette diversité biochimique constitue une source trés prometteuse pour
le développement des solutions biologiques, qui permettent la réduction de l'utilisation des

produits chimiques dans 1’agriculture et ce sans affecter le rendement.

Diverses substances biologiques ont la capacité de provoquer des réactions métaboliques chez
la plante, favorisant leur croissance et améliorant leur réponse au stress (du Jardin, 2012). Ces
substances biostimulantes ont pour caractéristique commune de reposer sur un mode d’action
passant par la stimulation de processus biologiques au niveau du sol et/ou de la plante (par
exemple : stimulation de la défense et la croissance des plantes ou l'absorption des
nutriments,...) (Berlyn et Russo 1990; Nardi et al., 2006; Petrozza et al. 2013a, 2013b).

L'utilisation des algues dans le domaine de l'agriculture a été basée principalement sur

I’utilisation des macroalgues comme fertilisants permettant, 'augmentation de la rétention d'eau
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et ’amélioration de la composition minérale au niveau du sol, I’amélioration de la croissance
(Rengasamy et al., 2017) et conferent méme aux plantes la résistance aux stress abiotiques
(Battacharyya et al., 2015). Malgré le potentiel biochimique des macroalgues dans
I'amélioration de la productivité et la protection des plantes, ces organismes ont subi une
dégradation a cause des problemes environnementaux dus aux changements climatiques et la
mauvaise exploitation de ces ressources naturelles, ajoutant a cela, la difficulté de la culture de

ces organismes qui nécessite beaucoup d’espace et de compétences techniques.

Par ailleurs, les microalgues, avec leur grande biodiversité, sont faciles a cultiver. Autant plus
qu’elles présentent la possibilité d’orienter leur métabolisme vers la production des molécules
bien spécifiques par I’ajout des additifs et par ’application des stress sur la culture de ces
microorganismes. Les microalgues ont une biochimie similaire voire plus importante que celle
des macroalgues, ce qui représente une source renouvelable en substances organiques ou
métabolites secondaires extracellulaires bénéfiques aux cultures agricoles. De ce fait, les
molécules produites par certaines espéces de microalgues et cyanobactéries, peuvent étre
utilisées comme biostimulants des plantes (Mishalak et al., 2017). La tendance future semble
étre I'utilisation de I'activité biologique des extraits de microalgues comme un biostimulant des
différentes voies métaboliques de la plante liées a la croissance, la nutrition et la tolérance aux
stress biotiques et abiotiques (Aly et al., 2008, Borowitzka 1995; Faheed et Abd-EIl Fattah,
2008; Ismail et al., 2011; Metting 1996; Orddg et al., 1996 ; Pulz et Gross, 2004). Les
microalgues pourront étre une solution alternative durable pour la réduction de I'utilisation des
intrants chimiques en production végétale, et donc faire face aux problémes environnementaux

liés a ces produits (Clunies-Ross et Hildyard, 1992, Kourgialas et al., 2017).

Les cultures au Maroc subissent beaucoup des dégats a cause des problémes environnementaux
liees aux stress biotiques et abiotiques tel que le stress hydrique et le stress salin. Ainsi
’utilisation non controlée des intrants chimiques pour 1I’amélioration et la protection des

cultures.

A titre d’exemple, les céréales représentent I’un des principaux secteurs de production agricole
au Maroc. Elles représentent 15 a 20 % du PIB et générent 40% d’emplois. La superficie
annuellement emblavée est en moyenne aux alentours de 5 millions d’hectares soit 70% de la
superficie agricole utile. Les cultures céréaliéres les plus importantes sont le blé tendre (2 Mha),

le blé dur (1.9 Mha) et I’orge (1 Mha). La production céréaliére est située essentiellement en
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bour, influencée par une pluviométrie de plus en plus rare variant dans I’espace et dans le temps.

L’essentiel de la production provient des agro écosystémes sub- humides et semi arides.

La salinisation constitue une menace réelle pour la sécurité alimentaire mondiale du fait qu’elle
abaisse les rendements des cultures et peut détériorer les terres de fagon irrémédiable. En effet,
chaque minute, trois hectares de terres arables sont détériorés d’une maniére souvent
irréversible a cause de la salinisation des sols. Ce phénomene progresse rapidement dans le

monde et concerne un cinquieme des terres irriguées FAO (2002).

Les zones les plus menacées sont celles a climat aride a semi-aride. Plus 1’aridité est forte, plus
I’irrigation est incontournable a la culture et plus son usage est risqué (Ruellan et coll. 2008).
Le Maroc, exemple de pays de climat aride a semi- arides, est menacé par la salinisation des
sols. Plus que 5 % du Maroc sont déja affectés par la salinisation a différents degrés (Antipolis,
2003).

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des microalgues marocaines pour le
développement des biostimulants de plantes qui pourront activer les différentes voies
métaboliques liées a la croissance et le développement des plantes, ainsi a la tolérance des
plantes contre les stress abiotiques tel que le stress salin. Trés peu de travaux ont porté sur la
valorisation des microalgues et leurs substances dans 1’amélioration de la croissance et la
tolérance des plantes au stress salin. Par ailleurs, jusqu’a nos jours aucun travail similaire n’a

été réalisé au Maroc.
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I.  Les microalgues et leurs applications

Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques procaryotes ou eucaryotes qui
peuvent croitre rapidement et vivre dans des conditions difficiles en raison de leur structure.
D’une taille de 1’ordre des micromeétres, ces microorganismes sont considérés comme les
premiers producteurs de 1’oxygéne sur la terre. Elles peuvent étre procaryotes (cyanobactéries)
ou eucaryotes (microalgues), selon la présence ou non d’un noyau cellulaire. Les microalgues
sont présentes dans tous les écosystémes existants, non seulement aquatiques, mais aussi
terrestres, représentant une grande variété d'espéces vivant dans une large gamme de conditions

environnementales.

Ces microorganismes produisent, de I’oxygene, des glucides, des lipides et des protéines, avec
une structure cellulaire constituée d'un noyau et une membrane plasmique contenant des
organites essentiels a leur fonctionnement tels que les chloroplastes, les amyloplastes, les
oléoplastes et les mitochondries. Elles contiennent trois principaux types de pigments qui sont
les chlorophylles, les caroténoides et les phyco-biliprotéines. La forme de ces microorganismes
est trés variable : sphériques (Porphyridium), en forme de croissant (Clostridium), de spirale

(Arthrospira), de gouttelette (Chlamydomonas) et méme d’étoile (Staurastrum) (figure 1).

4 : Gepliyrocapsa E : Dunaliella tertiolecta J : Bacillariophycea
B : Haematococcus lacustris F : Chaetoceros calcitrans K : Raphidoplceae
C : Spirnlina platensis H : Dinophysis acuminate L : Botryococcus

D : Chiorella vulgaris I : Alexandrium

La longueur du trait dans chaque figure est égale a 10um.

Figure 1: Divérsité morphologique des microalgues (Sumi, 2009)
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D’un point de vue métabolisme nutritionnel, les microalgues sont majoritairement « photo-
autotrophes » mais elles peuvent étre également « hétérotrophes » ou « mixotrophes ».
L’autotrophie est le modeéle plus utilisé dans I’industrie des microalgues a cause de leur
simplicité de culture. Ce choix permet de réutiliser le carbone inorganique ce qui ouvre la
possibilité de combiner la culture des microalgues avec la bio-séquestration du dioxyde
carbone. L’autotrophie reste le mode optimal pour la culture des microalgues dans les systémes
ouverts dans les climats favorables pour la culture de ces microorganismes, tel que le climat du

Maroc principalement dans le sud du Royaume.

Les microalgues se caractérisent par une petite taille de I'ordre du micrometre, un temps de
génération rapide et une biodiversité taxonomique, biochimique ouvrant les voies a une
diversité d’applications biotechnologiques. En effet, elles constituent un vivier pour de
nouvelles applications technologiques et économiques. Ces microorganismes sont caractérisés
par une diversité biochimique trés importante, ouvrant la possibilité de produire des
biomolécules a haute valeur ajoutée pour les différentes applications telles que la santé,
I’agriculture, la cosmétique, 1'alimentation humaine ou animale, ou encore 1'environnement et

les énergies renouvelables.

I.1. Classification taxonomique des microalgues

Les microalgues sont des microorganismes d'une diversité extrémement hétérogene rassemblée
autour d’une cohérence physiologique : la photosynthese oxygénique (Andersen, 1992). Un
nombre estimatif de plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions d’espéces dont 47 000
especes sont décrites (Sharma and Rai, 2011). Cette diversité dépasse de loin celle des plantes
supérieures qui est de 400 000 especes. La classification de ces microorganismes est trés
complexe (Tableau 1) et la taxonomie reste toujours mobile, surtout aprés 1’utilisation des

techniques de phylogénie moléculaire.
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Tableau 1: Diversité des microalgues marines et d’eau douce (Sharma et Rai, 2011)

Regne Embranchement

Procaryotes Cyanophytes

Prochlorophytes

Bacillariphytes

Charophytes

Chlorophytes

Chrysophytes

Cryptophytes

Eucaryotes Dinophytes

Euglenophytes

Glaucophytes

Haptophytes

Phaeophytes

Rhodophytes

Les microalgues sont classées selon leurs propriétés morphologiques (Fogg, 1953), leur cycle
de vie, la nature chimique des produits photosynthétiques de réserve (produit d'accumulation
intracellulaire), I’organisation de leurs membranes photosynthétiques (Carlsson et al., 2007)

ou leur pigmentation.

On distingue principalement deux grands groupes de microalgues :

e Lesprocaryotes :

v' Les Cyanophycées : appelées également cyanobactéries, sont des microalgues
procaryotes de coloration bleue verte (Lechevalieret al., 1977). Elles sont
représentées par 2000 espéces approximativement (Alcaine, 2010) pouvant étre
divisées en 150 genres. Ces microorganismes sont répandus dans toutes les variétés
d’habitats aquatiques. Les espéces les plus connues sont Spirulina (Arthrospira)
platensis, Nostoc commune et Aphanizomenom flos-aquae (Pulz et al, 2004).

e |Leseucaryotes :
v' Diatomées : ou bien « bacillariophycées », ce sont des microorganismes

photosynthétiques qui constituent le groupe dominant du regne des microalgues
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avec plus de 100 000 espéces connues. La classe Bacillariophycée constitue des
espéces d'eau douce et marines, et sont principalement unicellulaires, bien que
certains soient coloniales. Une caractéristique clé de cette classe est la production
d'un frustule siliceux recouvrant la cellule. Les diatomées centrales Skeletonema
costatum, Chaetoceros muelleri et Thalassiosira pseudonana sont les plus connues
de cette classe.

Les Chlorophycées : ce sont des microalgues vertes qui colonisent une grande
variété d’habitats. Elles sont trés abondantes dans les caux douces. Ces
microorganismes présentent des différentes formes (Pulz et al., 2004). On dénombre
actuellement 8 000 espéces, dont 1 000 sont des chlorophycées marines (Alcaine,
2010). Ces microalgues sontd'origine marine, d’eau douce ou méme terrestre et
comprennent les unicellulaires et multicellulaires possédant des chlorophylles aet b
dans un seul chloroplaste entouré par deux membranes. Chlorella vulgaris,
Dunaliella salina et Haematococcus pluvialis sont les espécesde microalgues
unicellulaires les plus connues dans cette classe (Leliaert et al., 2012).

Les Chrysophycées : ce sont des algues dorées qui se répandent essentiellement dans
les eaux douces. On répertorie environ 1 000 espéces avec des caractéristiques
similaires a celles des diatomées du point de vue pigmentation et structure
biochimique (Alcaine, 2010).

Les Euglenophycées : elles sont répandues dans les eaux saumatres et douces. On
compte plus de 800 espéces qui présentent des réserves constituées essentiellement
d’une substance glucidique, le "paramylon", et d’huile.

Les Eustigmatophycées, caractérisées par la chlorophylle a, et non ¢ comme les
autres straménopiles. Elles sont unicellulaires et peuvent étre trouvées dans les
environnements marins, d’eau douce. Le genre Nannochloropsis est la plus connue
de cette classe, contient cing especes, dont uniquement N. limnetica se rencontre en
eau douce (Suda et al., 2002). Ces cellules sont généralement rondes a ovales, non
mobiles contenant une seule mitochondrie.

Les Rhodophycées : ce sont des algues de pigmentation rouge qui comprennent prés
de 400 especes présentant dans la majorité des cas un métabolisme photo-autotrophe
(Lechevalier et al., 1977).

Les Rhodophycées constituent principalement des espéeces multicellulaires marines,

tandis que les especes d'eau douce sont rarement unicellulaires. L'espece la plus
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connue de ce phylum est la Porphyridium cruentum.Les cellules sont généralement
sphériques avec un noyau excentrique et un seul grand chloroplaste entouré de deux
membranes et un seul pyrenoide central (Gantt et Conti, 1965). Les
phycobilisomes, contenant de la phycocyanine et la phycoérythrine, recouvrent le
coté stromal des thylakoides. Les cellules sont entourées de mucilages fibrillaires et
diffus dont I'épaisseur augmente avec I'age et se compose d'hydrates de carbone dont
laxylose est I'un des principaux sucres (Gantt et Conti, 1965). Rhodella reticulata
est une autre espéce de ce phylum (Deason et al., 1983) caractérisée par une
pyrenoide central traversé par des thylakoides, une caractéristique distinctive des

espéces du genre (Deason et al., 1983).
I.2.  Production mondiale et marché des microalgues

Les microalgues constituent un potentiel aussi bien pour la recherche que pour I’industrie. Bien
qu’un certain challenges technologiques restent a résoudre tels la technologie de récolte qui
jusqu'a maintenant reste une étape qui nécessite beaucoup d'énergie, les microalgues s’affirment
comme bio-ressource tres prometteuse pour plusieurs applications telles que la santé, I'énergie,

I'environnement, lI'agriculture, etc.

Le marché mondial des produits issus de microalgues évolue favorablement, méme s’il est
considéré comme un marché émergent. La production mondiale des microalgues a connu une
croissance accrue durant les dix dernieres années, pour atteindre35 000 tonnes en 2015
(Rapport de I’étude de marché Oilgae, 2015).

L’Asie est le premier producteur de micro-algues, avec 50% de la production mondiale. Les
principaux autres pays producteurs sont les USA, le Chili, I’ Argentine, la Palestine occupée et
I’ Australie. En Europe, I’ Allemagne et les Pays-Bas sont les premiers producteurs avec environ
50 tonnes chaque année (Person J., LIVRE TURQUOISE Algues, filiéres du futur, 2011).

La totalité de la production industrielle concerne uniquement une douzaine d’espéces de micro-
algues dont les principales sont :

v Arthrospira ou Spiruline (cyanobactérie), la plus cultivée au monde (5 kt/an)

v Chlorella vulgaris

v Dunaliella salina

v Aphanizomenon flos-aquae (cyanobactérie)

v

Haematococcus pluvialis
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Crypthecodinium cohnii (absence de chloroplaste)

Ulkenia sp.

Ondotella aurita (diatomee)

Schizochytrium (protiste hétérotrophe a la frontiére avec les champignons)

Nannochloropsis

AN N N NN

Euglena
Une vingtaine d’autres espéces sont également étudiées, sans pour I’instant atteindre des
volumes de production significatifs, parmi ces espéces on peut notamment citer : Botryococcus

braunii, Nannochloris, Scenedesmus, Tetraselmis, Cylindrotheca, Isochrysis, etc.
1.3.  Marché et produits des microalgues dans I'agriculture

Les extraits d’algues marines (macroalgues) sont depuis longtemps utilisés en agriculture,
comme améliorants pour le sol ou stimulants de la croissance des plantes. Les algues marines
contiennent des composés bioactifs tels que les acides gras insaturés, les acides aminés, les
polysaccharides, 1’acide alginique pour certaines especes, les vitamines, les pigments, les
minéraux, les phytohormones et les glucides. Cependant, les macroalgues ont beaucoup de
challenges, vu la difficulté de la culture a grande échelle, du fait que les macroalgues peuvent

accumuler des métaux lourds et impactent la biodiversité liée a I’exploitation directe.

Ces mémes composes sont présents et peuvent étre apportés par les espéces de microalgues,
relativement avec les mémes proportions. D’autant plus que des produits fertilisants et

biostimulants a base de microalgues, gagnent peu a peu le marché.

A titre d’exemple, I’institut chinois « Soley biotechnology institute» commercialise différentes
mixtures des microalgues suivantes : Spirulina platensis, Haematococcus pluvialis, Chlorella
sp, Chlorella protothecoides, Nannochloropsis sp, Chlorella sorokiniana. Ces fertilisants de
sol 100% organiques et selon la mixture, offrent des ratios NPK différents : 10-2-4, 15-5-10,
20-20-20, 3-5-3, 5-2-1, 8-12-24.

BioAlgal Marine, un spin off de I’université¢ d’ Almeria a développé, en 2009, un lysat liquide
de spiruline, véritable concentré d’acides aminés, de polysaccharides, de phytohormones,
d’oligoéléments et d’antioxydants. Ce fertilisant naturel, stimulant des racines et de la résistance
des plantes, a été testé biologiquement sur des fraisiers et des oliviers entre autres, de la région

d’Almeria. Le produit serait toujours en phase d’étude ou d’amélioration.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Peu de brevets sont déposes dans ce domaine, I’exemple d’un brevet japonais déposé en 1990,
intitulé « Fertilizer for agriculture and horticulture », décrit la préparation d’un engrais
favorisant la croissance de divers types de plantes a différents stades par le biais notamment,
d'extrait de procaryotes photosynthétiques. L'extrait est sous forme condensée ou diluée ou dans
un état de poudre (préparée par séchage, lyophilisation, ou séchage par atomisation, etc.), en
mélange avec d'autres ingrédients de I'engrais. Les procaryotes photosynthétiques utilisés sont
Chlorogleopisis, Dermocarpa, la spiruline, Anabena, Halobacterium, Rhodopseudomonas,

Rhodospirillum, Photobacteria.

Durant les derniéres années, plusieurs études se sont portées, sur 1’utilisation de microalgues
comme bio-fertilisant. Certaines ont pu démontrer 1’efficacité de lysats liquide ou extraits
séchés de microalgues, sur la croissance de certaines plantes, ainsi qu’un effet biostimulant et

bio-protecteur.
1.4, Technologies de Culture des microalgues

Les systemes de culture d'algues sont généralement classés en fonction de leurs caractéristiques
techniques, la productivité, l'application industrielle, I'espece elle-méme, les conditions
climatiques de la zone choisie pour la mise en place du systeme de culture et le colt de
I'investissement. Selon ces critéres, deux types de technologies ont été développées dans les

derniéresannées : les systémes ouverts et les photo-bioréacteurs.
1.4.1. Bassins ouverts

Ce sont des systemes classiques de conception simple et robuste qui ressemblent au milieu
naturel de croissance des microalgues, impliquant souvent des tailles importantes (jusqu’a 300
ha.). Cependant, la production des microalgues dans ces systéemes présente de nombreux
inconvénients liés a 1’absence de controle des conditions de culture, aux problémes de
contamination par d’autres organismes (bactéries, champignons, levures...). Pour cela, une
sélection des souches microalgues extremophiles qui vivent dans des conditions extrémes (pH
tres basique, des salinités élevées,...etc.) est apparu comme solution pour éviter les
contaminations.

Les bassins ouverts (figure 2) sont la premiere technologie pour la culture de masse de
microalgues au niveau mondial. Ce systéme de culture se présente sous forme de bassins en
plein air ou sous serre avec des niveaux d'eau de 0,2 a 0,5 m selon le type d'espece afin d'assurer

une exposition suffisante a la lumiere naturelle. Les étangs sont principalement construits en

10
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béton ou en plastique. La taille varie du petit modéle expérimental (1,4 m®) au trés gros volume
industriel (4 000 m?).

ALGAERACEWAY
},{B‘O :*Y.' v@

Figure 2: Quelques exemples de bassins de culture de microalgues.

(http://microbioengineering.com/home/. http://www.diplomatie.gouv.fr)

Les bassins varient par leur forme, le type de matériaux utilisés, le systeme de mélange du

milieu. Plusieurs familles de bassin existent :

- Les bassins naturels (Open ponds) : sont souvent utilisés pour la culture de Dunaliella

salina ou pour la Spiruline. Ils ont en général une faible productivité (< 1 g/m?Jour).

11
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- Les bassins circulaires : sont des bassins agités par des bras rotatifs placés au centre des

bassins. C’est des systémes qui nécessitent un fort investissement en matériel et
consomme beaucoup d’énergie. Ils sont principalement utilisés en Asie pour la culture
de Chlorelles.

- Les raceways : L’agitation des cultures s’effectue grace a des roues a aubes. La
productivité de ces bassins est d’environ 20-25 g.m?j, pour une concentration cellulaire

inférieure 4 0,6g.L 2.

1.4.2. Photo-bioréacteurs

Un photo-bioréacteur (figure 3) est défini comme un systéme clos a I’intérieur duquel se
déroulent, en présence d’énergie lumineuse, des interactions biologiques que 1’on cherche
a contrbler en maitrisant les conditions de culture. En son sein, a lieu une réaction
biochimique de photosynthese dans le but de produire de la biomasse végétale a partir de
microalgues, de CO; et de lumiére. La notion de photobioréacteur date déja de quelques
décennies. Les premiers systemes clos sont apparus a la fin des années 40, mais faute de
moyens techniques leur développement a été interrompu et les cultures ont continué a étre
réalisées en bassins rudimentaires. Dans les années 80, les recherches ont repris activement
et de nombreux photobioréacteurs ont été réalisés et expérimentés avec des formes

géomeétriques diverses.

Deux familles de photobioréacteurs se distinguent du point de vue géométrique : les
photobioréacteurs plats (géométrie plane) et les photobioréacteurs tubulaires (géométrie
cylindrique). Ils permettent la culture des souches de microalgues sensibles qui ne
pourraient pas faire face aux microorganismes polluants installés dans les systéemes ouverts.
Concernant les productivités, elles sont sensiblement plus élevées et peuvent étre obtenues
par un ajustement des conditions optimales de culture ; par exepmle, le cas des molecules
destinées a la fabrication de produits de beauté ou les soins de santé qui sont produites en
respectant les normes de pureté et sdreté du produit. Ainsi, les photobioréacteurs fermés
sont de plus en plus utilisés pour la production des molécules pharmaceutiques en suivant
les lignes directrices relatives aux bonnes pratiques de fabrication (BPF). L'exploitation des
microalgues en cosmétique et pharmaceutique n'est envisageable que si I'on peut les
produire de maniére fiable dans des conditions de stérilité, de reproductibilité et de codt

satisfaisant, un meilleur rendement, et une stabilité a I’échelle industrielle.

12
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Les photobioréacteurs permettent la reproductibilité des conditions de culture ainsi qu’une
forte concentration cellulaire et une forte productivité. Les bassins ont une faible
productivité (0,05 a 0,1g.L™" .j) et de faibles concentrations cellulaires (< 1g.L™) par
rapport aux photobioréacteurs (concentration supérieur a 1 g.Llet une productivité
supérieur a 0,8 & 1,3 g. L. J') (Chisti, 2007). Cependant, les codts d'installation et de
fonctionnement des photobioréacteurs, sont beaucoup plus éleves que ceux des systemes de
bassins ouverts. Les photobioréacteurs existent sous de nombreuses formes (Figure 3) :

Figure 3 : Photobioréacteurs de différentes types (tubulaire, cylindriques, panels, sachets).
http://www.bioazul.com/fr/portfolio/algatec-ii/. http://algue-production-energie.e-monsite.com

Les photobioréacteurs plans (panels) : ce sont des réacteurs qui se composent de deux

panneaux paralléles transparents de faibles épaisseurs (<10 cm), et entre lesquels réside
une couche de culture d’une profondeur de quelques centimétres. Les panels sont
disposés verticalement ou horizontalement avec une certaine inclinaison pour maximiser

I’intensité lumineuse incidente, cela permet de réduire le chemin lumineux. La
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circulation s’effectue par pompe ou injection d’air. La productivité de ce systeme va de
24a50g.m2 jLi
- Les photobiréacteurs sous forme de sacs plastiques (Plastics bags) : Ces

photobioréacteurs sont des gaines en plastique.

- Les photobioréacteurs cylindriques se composent d’un ou plusieurs tubes transparents,

de diameétres et longueurs variables, de configurations diverses au sein desquels circule
la culture.

- Les photo-bioréacteurs tubulaires : ce sont des systemes de culture constitués de tubes

transparents (verre ou plastique) d’un diameétre de 0,1 m maximum pour permettre 1a
disponibilité de la lumiére au centre de la culture. Ces photo-bioréacteurs se composent
d’une succession de rangées de tubes, alignés de manicre horizontale ou verticale par
rapport au sol. 1ls peuvent étre éclairés par lumiére artificielle ou simplement exposés a

la lumiere du soleil.
1.5. Potentiel chimique et biochimique des microalgues selectionnées

La diversité des microalgues est considérée comme une source prometteuse de composés
bioactifs comme les caroténoides, les acides gras, les stérols, les acides aminés, les
phycobilines, les polypeptides, les pectines, les composés halogénés, les toxines,etc
(Borowitzka, 2013; Leu and Boussiba, 2014 ; Milledge, 2011). Les microalgues contiennent
généralement une importante teneur en protéines présentant un profil complet en acides aminés
et possédent, par conséquent, une excellente qualité nutritionnelle. Certaines microalgues
contiennent jusqu’a 60% de protéines. La teneur moyenne en lipides dans les microalgues varie
entre 1% et 40% et, selon les conditions de croissance, ce taux peut augmenter jusqu’a 80% du
poids sec. Les lipides des microalgues sont genéralement composés de triglycérides ou d’esters
d’acides gras comportant de 12 a 26 carbones. Les lipides les plus importants sont les acides
gras polyinsaturés essentiels tels que I’acide linoléique, I’acide eicosapentaénoique et I’acide
docosahexaénoique (Peterson et al., 2008). Actuellement, les microalgues sont la principale
source durable de caroténoides commercialises et d'acides gras oméga-3 (Borowitzka, 2013;
Leu et Boussiba, 2014). De plus, les microalgues se sont révélées étre des hotes rentables et
slrs pour exprimer un large éventail de protéines recombinantes, y compris des agents
thérapeutiques humains et animaux et des enzymes industrielles (Specht et al., 2010; Rosales-
Mendoza et al., 2012; Scranton et al., 2015). Les microalgues possédent aussi une richesse

incomparable d’¢léments minéraux : calcium, sodium, magnésium, potassium, phosphore,
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silice, iode, fer, zinc, manganese, etc. Au-dela des trois grandes catégories de composantes, les
microalgues contiennent aussi des pigments associés a la photosynthese (chlorophylle, E-
caroténe, lutéine, etc.) et des polysaccharides (tableau 3).

Le tableau 3 décrit a titre d’exemplesle profil biochimique, le contenu NPK et les minérauxdes

différents genres et souches choisies (5 souches marines et une souche d’eaux douces).

Tableau 2: Profil biochimique et chimique des espéces microalgues choisies pour ce projet

Souche Protéines  Glucides Lipides N% P% K Autres Références
en % en % en % % Minéraux (par
poids sec poidssec  poids rapport a la
sec biomasse)
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Arthrospira 46-65 8-18 4-16 6.7- 247 11 Cr0.0003 % Becker, 2004
platensis 10 4 Ca 1% Hendrickson,
Cu 0.0012 % 1989 by Kupras
Fe 0.15% etal., 2003
Mg 0.3 % Mata et al. 2010
Mg 0.003 %
Na 0.4 %
Zn 0.003 %
Cal% Manuel Jean
Fe 0.15% Paul  Jourdan
Zn 0.003% 2001
Cul.2% Kulpys 2009
Na 0.6 %
Chlorella sp 55 9 25 8 Biller et al., 2011
Nannochlorop  28.8-53 19.8-37.6 11-68.5 4,6- 0.5 Ca 0.9%, Na Olofsson, 2012
sis sp. 8,4 0.6%, Mg Chisti, 2007
0.3%, Zn 0.1%, Gerdeetal .2013
Fe 0.1%, Mn Banerjee et al.
0.003%, Cu 2011
0.035% Rebolloso-
Fuentes MM
2001
Phaeodactylu  16.7-54 24 6.6-57 08- 02 17 Ca 19%, Na Rebolloso-
m tricornutum 8,6 1.4, S 1%, Mg fuentes 2001
0.5%, Zn 0.3%, Gatenby et al,
Mn 0.03%, Cu 2013
0.008% Chisti, 2007
Skrede et al,
2011
Mata et al. 2010
T.R Parsons et
al. 1961
Dunaliella 25.6-57 31.6-40 6-34 4- Um and Kim,
salina 9.12 2009;
Sydney et al,
3.3 2010
Parsons et al.
1961
Isochrysis sp.  12.4- 37 29 33 1,9- Sanchez et al.
59 2000
Mata et al. 2010
1.6. Applications des microalgues

Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques capables de convertir I'énergie

solaire en energie chimique, et produisent de nombreux composés bioactifs qui peuvent étre

exploités commercialement. Le potentiel biochimique des microalgues pour la production de

composés a haute valeur ajouté ou pour une utilisation énergétique est largement reconnue, en
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raison de leur utilisation efficace par rapport aux plantes supérieures. Les microalgues peuvent
étre utilisées pour produire une large gamme de subastances telles que des protéines, des lipides,
des glucides, des caroténoides, des vitamines,...etc. Ces subsances pourront étre utilisées dans
le domaine dela santé, 1’alimentation humaine et animale, la cosmétique, l'agriculture,

I’environnement et 1’énergie.

Dans les dernieres années, les microalgues ont connu une révolution industrielle au niveau
mondial dans plusieurs applications. Les composés d’intérét identifiés sont essentiellement les
lipides, les vitamines, les polysaccharides, les protéines, les pigments, les antioxydants et

d’autres composants cellulaires.

Actuellement, plusieurs produits commerciaux a base de microalgues ont été mis sur le marche
tels que les aliments humains et animaux, en raison de leur valeur nutritive et de leur
composition chimique. En plus de I'alimentation, les microalgues ont été a la base de plusieurs
produits commercialisés en cosmétique, en agriculture, pour la production d’énergie et pour

I’environnement.
1.6.1. Application alimentaire

Le potentiel biochimique des microalgues est un atout important pour leur exploitation dans le
domaine de la nutrition humaine et méme animale. En effet, les molécules produites par les
microalgues ont montré des activités biologiques qui sont appliquées dans la prévention, la
gestion et le traitement des problémes de santé, y compris les maladies cardiovasculaires (Ejike
et al., 2016). L'utilisation de peptides bioactifs extraites des microalgues comme aliments
fonctionnels est une piste d'innovation alimentaire qui se développe rapidement, vue leurs effet
positif sur la santé humaine surtout sur I'hypertension, le stress oxydatif, le cancer, le diabéte,

I'inflammation, et les désordres immunitaires (Udenigwe & Aluko, 2012).

Plusieurs especes de microalgues sont reconnues comme sources de molécules d'intéréts
comme les protéines, les PUFA's, les molécules antioxydantes...ctc. Actuellement, deux
especes de microalgues, Spiruina et Chlorella, dominent le marché mondial des microalgues.
Le taux de protéine élevé (entre 12 et 65 % de la matiere séche d’apres Coutteau, 1996), de
plusieurs espéces de microalgues est une des principales raisons pour les classer comme source
prometteuse de protéines (Cornet, 1998 ; Fox, 1999, Soletto et al., 2005).
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A c6té de Il'alimentation humaine, les microalgues sont également incorporées dans
I’alimentation des poissons, des mollusques, des animaux domestiques ou d’élevage. Environ,
20% de la production mondiale de microalgues est utilisee pour la nutrition animale et
principalement en aquaculture (Rosenberg et al., 2008). L’alimentation animale est la 2°™
application industrielle des microalgues sous forme de la biomasse microalgale (Voort et
al.,2015).

1.6.2. Bioénergie

Les microalgues ont été proposées pour la premiére fois comme source d’énergie en 1941 par
Harder et von Witsch. Les travaux sur la culture a grande échelle et les exigences techniques
pour les systemes de production des microalgues ont commencé a I'Institut de recherche de
Stanford, Etats-Unis dans les années de 1948-1950, a Essen. Des études a 1’échelle pilote ont
également été menées par Imperial Chemical Industries Ltd en Angleterre par Geoghegan et en
Israél par Evenari en 1953. Les premiéres études pilotes importantes sur la production de
Chlorella ont été réalisées en 1951 par Arthur D. Little Inc. a Cambridge, Massachusetts, Etats-
Unis.

A partir des années 1980 les Australiens ont commencé a s’intéresser a 1’étude de Botryococcus
braunii, qui produit des hydrocarbures extracellulaires a chaine longue. Des études
approfondies en Australie et en Europe par la suite, sur ces hydrocarbures extracellulaires ont
été exploités par simple extraction non destructive. L’inconvénient reste le taux de croissance
tres faible de cette espéce, ainsi que la difficulté de la culture de cette espéce.

Pour produire du biodiesel, le taux de lipides est le critere le plus important mais n’est pas le
seul. Certaines microalgues produisent plus de 80% de lipides mais croissent a une vitesse tres
lente (Tasic et al., 2016; Ashokkumar et al., 2014). Le cas le plus connu est Botryococcus
braunii.

L’utilisation des microalgues pour la production des carburants n’est pas directement en
concurrence avec la production alimentaire, comme le cas pour d'autres matieres premieres
végétales. La vitesse de croissance des microalgues est 20 a 30 fois plus élevée que les plantes
terrestres. En plus, les microalgues marines ne consomment pas d’eau potable durant leur cycle

de croissance. Toutes ces vertus font des microalgues de veéritables alternatives énergétiques.

A cdbté du biodiesel, de nombreux types de procédés de production de bioénergie ont été mises
en place, telle que la production du bioéthanol (Rizza et al., 2017; Bibi et al., 2017), et le bio-
hydrogene (Bourke et al., 2017).
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Le bioéthanol devient une alternative intéressante comme substituant a 1'essence d’origine
fossile. Le bioéthanol a partir des microalgues est devenu une piste de recherche trés importante.
Les espéces de microalgues Scenedesmus, Chlorella, Chlorococcum et Tetraselmis de la
division Clorophyta et Synechococcus parmi d'autres cyanobactéries telles que Spirulina sp,
Chlorococcus, Gloeocapsa, Synechocystis ont été largement étudiés comme matiére premiére
pour la production de bioéthanol (de Farias Silva & Bertucco2016). Plusieurs souches ont
montré, dans certaines conditions, une accumulation de tres hauts niveaux de glucides telles
que Scenedesmus obliquus (Ho et al., 2013), Porphyridium cruentum (Ho et al., 2017),
Synechococcus sp. ont accumulé environ 60% dans les conditions de manque d'azote dans le
milieu de culture (Mollers et al., 2014). Tetraselmis subcordiformis a accumulé environ 45%
de glucides dans le cas de carence en phosphore (Yao et al., 2013). Chlorella vulgaris dans des
conditions d'appauvrissement en azote présente une augmentation de la teneur en glucides de
15-20% a 49-54%.

L'hydrogene commence a passer d'un combustible du futur a un porteur d'énergie du présent,
promettant une pollution considérablement réduite et une efficacité accrue en carburant. Les
microalgues sont une source prometteuse et probablement un moyen trés efficace de produire
du bio-hydrogéne (Chisti, 2007, Phanduang et al., 2017). Ces microorganismes peuvent
capturer I'énergie solaire et la transformer en énergie chimique, en convertissant l'eau en
hydrogene moléculaire. Plusieurs études ont montré I'importance des microalgues comme
source de production du bio-hydrogéne (Chemonva et al., 2017;Phanduang et al., 2017;
Sevda et al., 2017).

1.6.3. Application des microalgues pour la protection de I’environnement

Pour des raisons réglementaires, économiques et environnementales, les entreprises sont de plus
en plus concernées par la diminution de 1I’empreinte environnementale de leurs activités. Cette
tendance a entrainé 1’avancement de nombreuses recherches dans le domaine du traitement des
effluents industriels et plus particulierement des eaux de procédes et les émissions du
COzindustriels. Les microalgues sont apparues comme une solution dans une optique de
durabilité environnementale. En effet, elles pourraient permettre de retirer efficacement les
éléments chimiques en fortes concentrations dans les eaux usées, tels que les différentes formes
de I’azote, le potassium, le phosphate, les métaux lourds et les autres ¢léments chimiques
(Cheng et al., 2016; Cheah et al., 2016, Schmidt et al., 2016). Elles pourront aussi assimiler

et tolérer les concentrations élevées du CO: et les autres gaz des émissions industrielles (Kumar
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et al., 2016;Kargupta et al., 2015; Bhakta et al., 2015), avec comme second avantage la
production de biomasse pouvant étre utilisée comme matiére premiere a la production de

biocarburants.

Les chercheurs américains Oswald et Golueke ont propose en 1960 I’utilisation des microalgues
dans le traitement des eaux usées, via la conversion de la biomasse en biogaz (méthane) par le
processus de fermentation. Repris depuis dans différents programmes, le principe a permis la
restauration biologique et la valorisation de biomasse de plusieurs lacs ayant subi une
eutrophisation. C’est le cas du Lac de Salton Sea en Californie, ce dernier souffre des rejets des
différentes industries chimiques, avec un relargage de milliers de tonnes d’azote, de potassium
ou encore de phosphate. Pour combattre ce phénoméne les chercheurs ont cultivé des
microalgues capables d’utiliser les nutriments inorganiques déversés par les industries au
niveau des différents affluents du lac, dans le but d’assainir les populations de microalgues
autochtones du lac (Oswald et al., 1960).

1.6.4. Application des microalgues dans le domaine cosmétique et

pharmaceutique

La biodiversité des microalgues constitue une source prometteuse pour le criblage des
molécules bioactives d'intérét cosmétique et pharmaceutique (Balduyck et al., 2016; Ryu et
al., 2015; Wang et al., 2015). Les molécules extraites des microalgues utilisées pour
I’application cosmétique, nutraceutique et pharmaceutique sont majoritairement, les acides gras
polyinsaturés fonctionnels, les caroténes et les xanthophylles, les protéines et acides aminés,
polysaccharides, enzymes, polyphénols, phytostérols et carbohydrates a haute valeur ajoutée

comme les glucanes.

Ces derniéres années ont vu naitre une spécialité a la frontiere de la pharmaceutique et du
cosmétique qui integre dans la fabrication des produits destinés aux soins de la peau, des agents
actifs aux propriétés préventives et thérapeutiques semblables a celles des médicaments. Fait
intéressant, est qu’un nombre croissant de fournisseurs de l'industrie cosmétique ont tendance a
introduire des extraits a base de plantes, de macroalgues et de microalgues comme ingrédients
dans des formulations de produits cosméceutiques. Ces extraits contiennent des vitamines et des
minéraux et des actifs anti-ages et pour la protection contre les rayons ultraviolets, des effets

antioxydants.
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Pour I’application pharmaceutique, les produits issus de microalgues sont pour la plupart des
molécules a haute valeur ajoutée, allant des métabolites lipidiques (acides gras polyinsaturés,
EPA, DHA), pigments et caroténoides (B-Caroténe, Lutéine, Fucoxanthine, Cataxanthine,
Astaxanthine), stérols, protéines, polysaccharides ou oligosaccharides (B -glucan, ...), et autres.
Sans oublier les protéines recombinantes obtenues par voie biotechnologiques en utilisant des
souches de microalgues génétiqguement modifiées comme usine cellulaire. Certains produits issus
de microalgues constituent un marché mature d’autres sont en cours de développement ou en

stade de recherche tels que les anti-cancéreux, les antiviraux, les antimicrobiens.

1.6.5. Application des microalgues dans I'agriculture

Depuis I’antiquité les algues ont été utilisées comme compost traditionnel dans le sol des
champs cultivés. Ce traitement a montré plusieurs activités telles que 1’amélioration de la
croissance et la productivité des plantes, ainsi que 1’amélioration de la structure du sol, de la
rétention de 1’eau ou de la disponibilité des nutriments (Verkleij, F. N., 1992). Ces procedes
d’utilisation directe des algues sur le champ ont été aléatoires et non contr6lés. La recherche
d’un procédé de valorisation de ces algues tout en conservant leurs propriétés biochimiques
devient prioritaires. Plusieurs techniques pour I’application des algues dans I’agriculture voient
alors le jour.Les premieres techniques de valorisation des algues sont dérivées du brevet
d’Hervé & Roullier en 1977 (US4023734) se basant sur un broyage a basse température et de
Milton en 1952 portant sur I’extraction en milieu basique. Apres cette initiation, plusieurs

techniques et procédés sont développés pour I’application des algues dans 1’agriculture.

Dans les derniéres années, plusieurs études ont montré que des substances et extraits de
microalgues stimulent la germination, la floraison, et la croissance des plantes (Ismail et al.,
2011, Faheed et Abd-El Fattah., 2008, Aly et al., 2008). La tendance future semble étre
I'utilisation de I'activité biologique des produits de microalgues comme produits phytosanitaires
(Pulz and Gross, 2004). Ainsi, le potentiel des microalgues comme source d'une nouvelle
classe de substances biologiques phytoprotectrices est a considérer comme important (Pulz and
Gross, 2004). Garcia-consalez 2016, a montré un effet de fertilisation et de stimulation de
I'extrait Acutodesmus dimorphus testé sur les graines de tomate. Une autre étude a montré que
la microalgue Chlorella vulgaris a un effet de fertilisation du Mais (Uysal et al., 2015). L'étude
de Fahed et al., 2008 a montré que le traitement des graines de la laitue par un extrait de

Chlorella vulgaris a permis la stimulation de la croissance. D’autres études ont montré que les
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microalgues ont un pouvoir d’éliciter la défense des plantes contre les stress biotiques (Sbaihat
et al., 2015; Stokajowska et al., 2008) et abiotiques (Kirst 1989; Talebi et al., 2013).

1.7. Molécules d'intéréts produites par les microalgues.

L’intérét majeur de la culture de microalgues est la production de molécules a hautes valeurs
ajoutées. Les microalgues sont une source importante de lipides, de protéines, de
polysaccharides et de pigments.

1.7.1. Les microalgues comme sources de lipides d’intérét industriel

Les lipides sont des produits majoritaires et essentiels pour la cellule microalgue. Les
microalgues sont constituées globalment de 16 a 80% de lipides en fonction des especes (Harun
et al., 2010), ces lipides sont divisés en deux catégories, les lipides de réserves et les lipides
membranaires. Ces microorganismes stockent les lipides sous forme des triglycérides avec une

tres grande variété des acides gras, dont la composition varie selon les especes.

Les microalgues produisent des acides gras spécifiques qui peuvent trouver différentes
utilisation (agroalimentaire, pharmaceutique, biocarburant,...). La diversité biochimiques des
lipides des microalgues peuvent étre valorisée dans plusieurs applications telle que les lipides
neutres qui sont propices a la production des biocarburants (Abomohra et al., 2017; Piloto-
Rodriguez et al., 2017), les OMEGA 3 qui peuvent étre extraits et utilisés comme complément
alimentaire (Kaewsutas et al., 2017). Les microalgues synthétisent également des acides
arachidonique et eicosapentaenoique (EPA) et linoléique. L’EPA et I’acide arachidonique
peuvent moduler le métabolisme humain. L’acide arachidonique est un composant des
membranes phospholipidiques et est précurseur des prostaglandines, alors que I’EPA est
précurseur des eicosanoides (Rebelloso Fuentes et al., 2000). L’environnement et les
conditions de cultures impactent la composition et la teneur en lipides des microalgues
(Chokshi et al., 2017 ; Danish et al., 2017).

1.7.2. Les microalgues comme source de protéines d’intérét

Les microalgues sont trés riches en protéines concurrentes, en quantité et en qualité, avec
d'autres sources de protéines alimentaires telles que le soja, les ceufs et le poisson. La spiruline
par exemple contient entre 50 et 70% de protéines selon les souches (Plaza et al., 2009).
Plusieurs autres microalgues ont montré un potentiel élevé de production des protéines telles

que Dunaliella sp (Tavallaie et al., 2015), Chlorella sp (Salati et al., 2017). Les microalgues
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synthétisent les 20 acides aminés protéinogenes et peuvent étre des sources non
conventionnelles d'acides aminés essentiels pour la nutrition humaine (Spolaore et al., 2006).
L'utilisation de peptides bioactifs dérivés des protéines des microalgues comme ingrédients
fonctionnels dans les aliments est une voie d'innovation alimentaire qui se développe
rapidement. Les peptides bioactifs sont des résidus d'acides aminés protéinogenes a chaine
courte joints par des liaisons peptidiques et sont produits par clivage enzymatique de protéines
lors de la digestion des aliments, de la fermentation microbienne, de la transformation des
aliments ou de I'nydrolyse enzymatique exogene (Ejik et al., 2016). D'autres microalgues sont
connues comme espéces riches en protéines, telles que Synechococcus sp. (Environ 63%), S.
maxima (60 a 71%) et Chlorella vulgaris (51 a 53%) (Coustets et al., 2016)

1.7.3. Les microalgues comme source de des pigments d’intérét

Vu la diversité et la complexité des écosystemes aquatiques, les microalgues ont le potentiel
d'étre une source tres importante pour la production des molécules a haute valeur ajouté. L'une
des caractéristiques les plus marquantes des algues est leur couleur, qui est déterminée par leurs
pigments. Ces pigments sont des substances chimiques colorées qui font partie du systéme
photosynthétique des microalgues. Elles se distinguent en trois catégories : les caroténoides (0,1
a 0,2% du poids sec en moyenne et jusqu'a 14% du poids sec de la b-carotene chez certaines
espéces), les chlorophylles (0,5 a 1,0% du poids sec) et Phycobiliprotéines (jusqu'a 8% du poids
sec) (Christaki et al., 2015). Les especes les plus utilisées industriellement pour leur contenues
en pigments sont : Dunaliella salina pour la production des caroténoides est surtout les béta-
caroténes (Hosseini et al., 2017, Saha et al., 2013), Haematococcus pluvialis pour la production
de I'asthaxantine (Zheng et al., 2017), Chlorella spp., Muriellopsis spp., Scenedesmus spp. pour
la production des chlorophylles, Spirulina (Arthrospira) spppour la production de la
phycocaynine, and Porphyridium spp pour la production (Ibafiez-Gonzéalez et al., 2016;Tang
et al., 2016).

1.7.4. Les microalgues comme source de polysaccharides d’intérét

Les polysaccharides sont des molécules d'hydrates de carbone comprenant de longues chaines
de monosaccharides liés par des liaisons glycosidiques qui, par hydrolyse, donnent leurs
monosaccharides et oligosaccharides constitutifs. Les polysaccharides sont largement présents
dans diverses ressources, telles que les végétaux, les bactéries, les champignons, les algues et

ou les animaux. Ils ont un grand nombre de groupes fonctionnels bioactifs, une composition
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chimique variable et des poids moléculaires de grande diversité, qui définissent leurs propriétés
(Devi et al., 2016). Dans les derniéres années, les polysaccharides ont été utilisés comme
ingrédients alimentaires et cosmétiques et dans les applications nutraceutiques et
pharmacologiques, de sorte que les polysaccharides sont actuellement produits a partir de
nombreuses sources, en soutenant des industries économiquement importantes au niveau
mondial. Les polysaccharides peuvent étre produits a partir de nombreuses sources telles que
les algues, les plantes, les champignons et les microalgues. Les microalgues sont devenues une
source tres importante des polysaccharides biologiquement actifs et pourront étre valorisés dans
différentes applications (Chaiklahan et al., 2013). Plusieurs souches de microalgues ont été
utilisées comme source pour la production des polysaccharides avec une bonne quantité et
qualité telles que Chlorella, Oscillatoria, Nostoc, Porphyridium, Isochrysis, Dunaliella,
Spirulina.Les polysaccharides des microalgues ont montré plusieurs activités tres importantes
telles que l'activité antioxydante (Chaiklahan et al., 2013), activité anti-cancéreuse (Kurd et
al., 2015), antidiabétique (Nuno et al., 2015). Dans le domaine de l'agriculture, les
polysaccharides ont montré un effet de stimulation de la germination (EL Arroussi et al.,
2015), la croissance ( Khan e al., 2009) et la défense naturelle des plantes (EL-Modafar et al.,
2012). lls ont également un pouvoir antioxydant contre les radicaux libérés dans les conditions
des stress environnementaux via lI'induction des voies de biosynthése des enzymes antioxydants

dans les plantes (Raposo et al., 2016).
Il.  Biostimulants des plantes

Les biostimulantsdes plantes, ou biostimulants agricoles, comprennent diverses substances
et/ou microorganismes qui agissent sur les plantes. Le marché mondial des biostimulants
devrait atteindre 2 241 millions de dollars en 2018 avec un taux de croissance annuel de 12,5%
entre 2013 et 2018 (Anonymous, 2013). Dans le marché de I'agriculture on trouve plusieurs
produits destines a I'agriculture sous plusieurs nominations telles que les phytostimulants, les
bioactivateurs, les biostimulants qui sont vendus pour I'amélioration de la germination, la

croissance, la qualité et le rendement des cultures.
I1.1.Historique et Définition des biostimulants

La premiére apparition du mot biostimulant des plantes a été publiée en 1997 dans le site web
du ministere des cultures et sciences environnementales du sol par Zhang et Schmidt de

I’institut polytechnique de Virginia:
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« Un biostimulant est une substance en quantité infime qui améliore la croissance des plantes »,
cette définition a apporté la notion de quantités infimes pour distinguer les biostimulants des
fertilisants.

A cette date, seule les acides humiques et les extraits d’algues ont ét¢ mentionnées comme

source de biostimulants.

En 2003, Fardeau & Jonis; ont défini les biostimulants comme substances, qui dans certaines
conditions, vont favoriser la nutrition ou la croissance ou le développement et dont la finalité
consiste a accroitre qualitativement ou quantitativement les récoltes (Fardeau & Jonis, 2003).
Les éliciteurs étant un sous-groupe de phytostimulants car ils agissent sur un mécanisme precis

: la stimulation des mécanismes de défense (Fardeau &Jonis, 2003).

Un produit peut avoir simultanément les fonctions d’éliciteur et de phytostimulant (Pioggesi &
Pollison, 2003).

Kauffman a écrit en 2007 que les biostimulants sont des substances, autres que les fertilisants,
appliqueés en petite quantité pour promouvoir la croissance des plantes », dans cette définition
I’auteur a ajouté le mot ‘autres que les fertilisants’ par rapport aux définitions précédentes, et il
a cité comme source des biostimulants, les produits contenant les hormones, et les produits
contenant les acides aminés (Kauffman, 2007). En 2014, le conseil européen de I’industrie des
biostimulant (European Biostimulant Industry Council : EBIC) a défini le biostimulant commex«
Un matériel qui contient une (des) substance(s) et/ou microorganisme(s) dont la fonction, quand
appliqués aux plantes ou a la rhizosphere, est de stimuler les processus naturels pour améliorer
I’absorption des nutriments, I’efficience des nutriments, la tolérance aux stress abiotiques, et la
qualité des cultures, indépendamment du contenu en nutriments du biostimulant. » (EBIC,
2014).

Cette définition a été remaniée a plusieurs reprises pour en arriver a la définition actuellement
proposée par I’EBIC dans ses différents rapports et conférences (EBIC, 2014). Cette définition
est encore en cours de validation entre différents groupes de travail, notamment au niveau de la
notion de « qualité des cultures » puisque cet aspect est encore débattu. On peut noter cependant
que depuis la premiere définition proposée par Patrick du Jardin, la réponse aux stress a été
précisee. En effet, dans le rapport de 2012 (Du Jardin, 2012), des stress biotiques et abiotiques
¢taient considérés. A 1’heure actuelle, la définition acceptée par les membres d’EBIC ne

concerne que les stress abiotiques (EBIC, 2014).
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La derniére Définition des biostimulants a été publiée par Patrick du Jardin en 2015):

«Un Biostimulant est une substance ou microorganisme appliqué aux plantes dont le but est de

renforcer 1’efficacité de la nutrition, la tolérance aux stress abiotique et/ou les caractéristiques

de la qualité des fruits, indépendamment de leur contenu en nutriments nutritifs». Cette

définition pourrait étre complétée par : « En extension, biostimulants sont tous les produits

commerciaux contenant des mélanges de ces substances et / ou des micro-organismes.»

(Patrick du Jardin, 2015).

Les effets associés a cette définition sont :

e Améliorer I’efficience du métabolisme des plantes dans le butd’améliorer la qualité ou

le rendement
e Augmenter la tolérance aux stress abiotiques
e Faciliter I’assimilation des éléments nutritifs
e Augmenter la qualité des récoltes

o Améliorer certaines propriétés physico-chimiques du sol.

La terminologie associée aux produits de stimulation est variée et complexe du fait du

foisonnement de définitions et d’une absence d’harmonisation (Figure 4).

Stimulateur
de croissance et/ou
de développement

{ Activateur  ‘
\ desol /

\

Substancede /°
Stimulateur de croissance \/ Phytostimulant
plantes (SDP) '

Biofertilisant

oron =
@ 4 Stimulateur I

Chélatant et
complexant

Inhibiteur de
nitrification
ou d'uréase

MATIERE FERTILISANTE OU
SUPPORT DE CULTURE

Figure 4: Cartographie des cibles des principales terminologies identifiées pour les produits de

stimulation des plantes.

Définitions utilisées (termes utilisés) selon : (Fardeau &Jonis, 2003); 2: (Kauffman, 2007); 3: (EBIC, 2014);

4: (Patrick du Jardin, 2015)
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11.2.Catégories des biostimulants des plantes

Malgré les projets récents visant a trouver un statut réglementaire de biostimulants, jusqu'a
maintenant il n'y a pas de texte légal ou réglementaire de ces produits au niveau mondial, y
compris le Maroc. Sinon quelques textes de projet de loi réglementaire sont en phase
d'élaboration au niveau européen par EBIC. Pour les catégories des biostimulants jusqu'a
maintenant il y a qu'une petite liste considérée comme biostimulants inclue quelques substances
et microorganismes. Certaines grandes catégories de substances et microorganismes sont
largement reconnues par les scientifiques, les organismes de réglementation et les industriels
(Calvo et al., 2014 ; Halpern et al., 2015). Ces catégories sont : les substances humiques,
hydrolysats des protéines, extraits d’algues et de plantes, polysaccharides, composés

inorganiques, et les microorganismes bénéfiques.
I.2.1. Microorganismes bénéfiques associés aux plantes

Les microorganismes du sol associés des plantes sont connus depuis longtemps pour leurs
potentiels de stimulation des plantes, ainsi la régulation de la relation plante-sol. Ces
microorganismes ont un effet de stimulation des mécanismes de stimulation de la croissance
(Rahmoune et al., 2017; Grobelak et al., 2015), I'assimilation des nutriments (Ahmad et al.,
2017). Les PGPR participent aussi par des modifications globales du fonctionnement des
plantes a ’amélioration de la santé des plantes. Plus particuli¢rement, certaines PGPR induisent
une amélioration des résistances des plantes a des stress abiotiques et biotiques. Ils provoquent
la stimulation de la tolérance des plantes aux stress abiotiques comme le stress salin (Bamawal
etal., 2017, Han et al., 2017). La bactérie Azospirillum lipoferum induit une augmentation de
la concentration en ABA et conduit a un meilleur statut hydrique du mais lors d’un stress
hydrique (Cohen et al., 2009). Certaines bactéries sont donc capables de modifier les capacités
photosynthétiques (Rincon et al., 2008) mais aussi de moduler la teneur en chlorophylle lors
d’un stress hydrique (Heidari & Golpayegani, 2012; Stefan et al., 2013). L’inoculation des
plantes par trois bactéries, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, et Serratia sp a induit un meilleur
maintien de la teneur en chlorophylle lors d’un stress hydrique et par conséquent les plantes ont
des feuilles plus vertes et presentent moins de symptomes liés au stress (Wang et al., 2012).
Ainsi que ces microorganismes permettent la stimulation de la défense naturelle des plantes

contre les pathogenes (Adam et al., 2017, Gupta et al., 2017).
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I1.2.2. Substances humiques

Les substances humiques (SH) sont formées par des transformations chimiques et biologiques
de la matiere végétale et animale et du métabolisme microbien, et représentent le principal
réservoir de carbone organique a la surface de la terre (Canellas et al., 2015). On retrouve
fréquemment ces substances dans les sols, les eaux de surface, les eaux usées, le compost, les
sédiments marins et ceux des lacs, les tourbieres, les schistes charbonneux et les lignites. Les
substances humiques sont des molécules de faible poids moléculaire formant des associations
dynamiques stabilisées par des interactions hydrophobes et des interactions hydrogenes (Conte
& Piccolo, 1999 ; Smejkalova & Piccolo, 2008). Il existe trois types de substances humiques
dont I’acidité et la composition chimique différent légérement ; il s’agit des acides humiques,
des acides fulviques et des humines. Elles contribuent a la régulation de nombreux processus
écologiques et environnementaux cruciaux. Elles stimulent la croissance des plantes et la vie
terrestre en général, et interviennentdans la régulation du cycle de carbone du sol et le cycle de
I'azote, le devenir et le transport des composés anthropiques et des métaux lourds et la
stabilisation de la structure du sol. Les substances humiques peuvent favoriser la croissance des
plantes par I'induction du métabolisme du carbone et de I'azote (Canellas et al., 2015). La
Nitrate réductase (NR), la glutamate déshydrogénase (GDH) et la glutamine synthétase (GS)
sont des enzymes liées aux voies d'assimilation de 1’azote et ont éte stimulées par les substances
humiques, et par conséquence la stimulation de la croissance et la productivité des cultures
(Hernandez et al., 2015). Outre les changements significatifs du métabolisme primaire des
plantes et I'absorption des nutriments, elles peuvent aussi fortement influencer le métabolisme
secondaire (Schiavon et al., 2010). Ces substances ont un effet de stimulation des métabolismes
lies a la défense et la résistance des plantes aux stress abiotique et biotique, par exemple, les
substances humiques ont stimulé I'expression de la phénylalanine (tyrosine) ammonialyase
(PAL/TAL) qui catalyse la premiere étape principale de la biosynthese des composés
phénoliques. L'expression de PAL/TAL s'accompagne d'une accumulation de phénol dans les
feuilles (Olivares et al., 2015; Azevedo and Lea, 2011). L’acide humique a stimulé la
germination, la croissance et I’assimilation des nutriments de la tomate dans les conditions de

stress salin (Dursun et al., 2004).
I1.2.3. Hydrolysat des protéines

Les hydrolysats de protéines sont une catégorie de biostimulants des plantes constitue d'un
mélange de polypeptides, oligopeptides et acides aminés qui sont fabriqués a partir de sources
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de protéines utilisant une hydrolyse partielledes résidus de 1’agro-industrie tels que les résidus
végetaux et animaux» (Colla et al., 2014 ; Halpern et al., 2015 ; Schaafsma et al., 2009;
Schiavon et al., 2008). D’autres molécules de synthése sont connues comme composés
contenant-N tels que les bétaines, acides aminés et les polyamines sont cités comme
biostimulants des plantes (Colla et al., 2014 ; Vranova et al., 2011). Les effets de I’hydrolysat
des protéines et les composes azotés sur les différentes voies métabolique des plantes sont
largement décrits dans la littérature tels que la stimulation de la croissance (Colla et al., 2014 ;
Ertani et al., 2013), stimulation de 1’assimilation des nutriments (Ertani et al., 2009 ;
Schiavon et al., 2008), amélioration de la structure du sol et stimulation de la microflore du sol
(Garcia-Martinez et al., 2010).

I1.2.4. Extraits d’algues

Les macroalgues comprennent prés de 10 000 espéces et contribuent a environ 10% de la
productivité marine mondiale totale (Battacharyya et al., 2015). Les algues sont des éléments
essentiels des écosystemes marins c6tiers, car elles fournissent un abri et de la nourriture a de
nombreux biotes marins et peuvent méme contribuer a la modification des propriétés physico-
chimiques de I'eau de mer. Une proportion relativement faible du nombre total d'espéces
d'algues marines revét une importance significative en tant qu'aliments et suppléments animaux
et humains ainsi que dans l'agriculture en tant que source de biostimulant des plantes. En
général, les extraits d'algues, méme a de faibles concentrations, sont capables d'induire un
ensemble de réponses physiologiques et biochimiques dans la plante, telles que la promotion
de la croissance des plantes, I'amélioration de la floraison, ainsi I'amélioration de la qualité des
produits (Rengasamy et al., 2016). En outre, il a été décrit que des applications de différents
types d'extrait augmentent la tolérance des plantes a une large gamme de contraintes abiotiques

telle que la salinité (Manaf et al., 2016), et la sécheresse (Xu et al., 2015).

Ces effets biostimulants ont d'abord éte attribueés a la presence, dans les extraits d'algues,
d'’hormones ou d'analogues d’hormones de croissance. Mais plus récemment, il a été suggéré
que de grosses molécules de polysaccharides et de polyphénols pourraient également jouer un
role dans la résistance aux stress. Comme les autres biostimulants, les extraits d'algues, qui ne
sont pas nécessairement appliqués au sol mais peuvent étre pulvérisés sur les feuilles, favorisant
le développement et la ramification du systéeme racinaire et améliorent l'acquisition des

nutriments. 1l faut noter que la stimulation de la croissance des racines pourrait résulter d'un
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effet indirect lié a une augmentation de la diversité au sein des communautés microbiennes de

la rhizosphére.

Les extraits d'algues ont une multitude d'effets sur le métabolisme des plantes, et I'analyse de
I'expression des genes montre que de nombreuses fonctions sont affectées par I'apport d'extraits
d'algues. Ces effets sur le métabolisme de la plante sont également responsables de

I'amélioration de la résistance aux stress, dont les mécanismes sont encore loin d'étre élucidés.
I1.2.5. Les polysaccharides

Les polysaccharides ainsi que les oligosaccharides, le groupe le plus abondant de biopolyméres,
participent a de nombreux processus biologiques tels que la communication cellule-cellule, le
développement embryonnaire, lI'infection de bactéries et/ou de virus et I'immunité cellulaire.
Dans les dernieres années, les polysaccharides ont été considérés comme molécules d'intérét
industriel en raison de leurs importantes activités biologiques. Ces macromolécules sont
utilisées dans les différentes applications telles que I'activité antioxydante (Fan et al., 2017;
Guo et al., 2010 ; Li et al., 2017 ; Sun et al., 2014; Xu et al., 2011), l'activité
immunostimulante (Qi et al., 2017; Yu et al., 2017), activité anti-tumorale et antibactérienne
(Wu et al., 2016; Ye et al., 2008), antivirale (Chen et al., 2016; Xie et al., 2016; Hasui et al,
1995). Dans le domaine de I'agriculture, les polysaccharides sont considérés parmi les
catégories des biostimulants des plantes pour plusieurs revendications. Dans les dernieres
anneées les polysaccharides sont devenus une source trés importante pour la stimulation de la
croissance (Gonzalez et al., 2011; Veraetal., 2011, Kosenko et al., 2000, Shukla et al., 2016)
et la protection des plantes contre les stress biotique et abiotique (Simic et al., 2015; Bi et al.,
2011; Milling et al., 2011; Shibuai et al., 2001). L'amélioration de la qualité nutritionnelle des
culture (Xu et al., 2017). Les activités biologiques des polysaccharides sont fortement affectées
par leur structure chimique et leurs conformations. Les polysaccharides des microorganismes
(champignons, levures et bactéries), les algues, les plantes et les animaux sont toujours
physiguement et/ou chimiquement couplés avec d'autres biomolécules, telles que des protéines,
des polynucléotides, des lipides, de la lignine et certaines substances groupement minérales
inorganiques (Liu et al., 2015). Par consequent, la compréhension globale des roles importants
des polysaccharides bioactifs dans les sciences de la vie et I'exploration de leur application
nécessitent la collaboration multidisciplinaire d'experts sur les polysaccharides végétaux et
microbiens, la glycochimie, la glycobiologie, la glycomedicine, la phytologie et la zoologie.

Plusieurs souches de microalgues sont cultivées pour leurs potentiels de production des
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polysaccharides biologiquement actifs tels que Rhodella sp(Villay et al., 2013), Porphyridium
marinum (Soanen et al., 2016), Dunaliella sp (Mishraet al., 2011; Goo et al., 2013), Spirulina
sp (Chaiklahan et al., 2013; Kurd et al., 2015). Vu leur importance, les polysaccharides
algaux ont recus une attention considéerable en tant que biomatériaux fonctionnels pour des
applications nouvelles et a forte valeur ajoutée en raison de leurs propriétés non toxiques,
biocompatibles et biodégradables. L'isolement approprié des polysaccharides bioactifs et la
détermination de leurs caractéristiques structurales permettent une compréhension claire du

mécanisme de l'action biologique et des relations structure-activite.
11.3. Modes d’action des biostimulants

Les produits biostimulants ont une action soit sur la plante soit sur le sol. Généralement les
biostimulants sont des produits complexes contenant une multitude de substances actives.
L’effet observé est le résultat de plusieurs actions provoqués par un ensemble de substances
actives qu’il est difficile de décrire séparément. Néanmoins, il est possible de présenter le mode

d’action global de chacun des principales catégories de biostimulants.
11.3.1. Microorganismes

Les bactéries et les champignons utilisés en tant que biostimulants sont appliqués sur les
semences, les feuilles ou le sol. L’effet souvent observé est la capacité d’améliorer la nutrition
des plantes. Par conséquent, ces micro-organismes sont utilisés comme activateur de la

fertilisation « classique », pour l'amélioration de I’efficience d’utilisation des nutriments (Calvo

et al., 2014).

L'inoculation de plantes cultivées avec 1’inoculant microbiens pourrait entrainer I'expansion et
I'allongement du systéme racinaire, conduisant a une absorption améliorée de l'eau et des
nutriments (Halpern et al., 2015). Par ailleurs, certaines bactéries sécrétent des substances
stimulant directement la croissance des plantes, comme des phytohormones (auxines,
gibbérellines, cytokinines, éthylene) ou des molécules volatiles (2,3-butanediol, acétoine,
etc.)(Kumar et al., 2007). Les voies de signalisation ainsi stimulées par ces molécules
exogenes conduisent a une stimulation de la croissance (racinaire ou végétative), a une
augmentation de la teneur en chlorophylle, voire a une meilleure résistance aux stress abiotiques
(Alorietal., 2017).
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Les microorganismes ont une influence sur les mécanismes de La fixation de l'azote
atmosphérique, la solubilisation de minéraux tels que le phosphore (P) (Babalola 2010). Pour
la protection des plantes, les inocula microbiens affectent le statut des plantes en provoquant la
résistance systémique induite (ISR) ou la résistance acquise systémique (SAR), en améliorant
la résistance aux maladies. Ces actes empéchent les pathogenes transmis par le sol d'inhiber la
croissance des plantes (Yang et al., 2009). La capacité de déclencher une voie indépendante de
I'acide salicylique (SA) pour controler la résistance systémique est un trait commun des
bactéries de bio-contréle induisant I’ISR. Des déformations structurelles dans des champignons
pathogenes dans des conditions de culture in vitro par la production de composés antifongiques
diffusibles et volatils ont été rapportées. La souche bactérienne a réussi a restreindre la
croissance de tous les champignons d'essai dans des cultures mixtes et induit des anomalies
morphologiques telles que des déviations mycéliennes et conidiales. Il convient également de

noter la production de sidérophores qui solubilisent et séquestrent le fer (Hmaeid et al., 2014).
11.3.2. Substance Humiques

Les substances humiques sont des molécules complexes difficiles a caractériser et a comparer.
Le mode d’action des substances humiques est complexe et est encore peu connu. Une partie
de ces molécules peut étre assimilée par les plantes et ainsi agir directement sur les voies
métaboliques (Nardi et al., 2002). Les acide fulvique et I'acide humique semblent tout de méme
agir difféeremment sur la plante (Calvo et al., 2014; Trevisan et al., 2010). Les substances
humiques dans les sols sont structurées dans un agencement supra structural de petites unités
bioactives stabilisées par des forces relativement faibles a un pH faible ou neutre (Canellas et
al., 2015). Les acides organiques exsudés par les racines des plantes peuvent dissociés cette
structure humique complexe et permettre aux sous-unités biologiquement actives d'accéder aux
cellules, déclenchant ainsi une série de processus physiologiques dans les plantes qui améliorent
le développement et la tolérance au stress abiotique (Canellas et al., 2015; Garciaetal., 2012).
Les substances humiques provoquent une réduction de la sensibilite des plantes aux stress
environnementaux tels que le stress hydrique (Garcia et al.,2014). Les substances humiques
ont également un effet sur l'assimilation des nutriments. La maniére dont les substances
humiques favorisent I’assimilation des ions (Na*, Ba?*, NOs", SO+%, K*, etc.) et stimulent les
voies métaboliques de la croissance, le développement racinaire et la photosynthese des plantes
sont tres variables. Les substances humiques assimilées par les plantes semblent agir sur

I’expression des enzymes impliquées dans ces mécanismes (Tavares et al., 2017).
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11.3.3. Extraits des algues

Les algues sont constituees d'une multitude de composés (hormones, acides amines,
microéléments bénéfiques non essentiels tels que le silicium ou le sélénium, sucres, etc.), ce qui

implique un ensemble complexe de modes d’action pouvant expliquer les effets observés.

Les extraits d’algues peuvent déclencher des multitudes de réactions métaboliques touchant
toutes les voies dans la plante telles que les voies de la tolérance des carences en azote en
stimulant ’expression de la nitrate réductase grace a certains composé€s comme le mannitol
(Durand et al., 2003 ; Phytoma, 2005), ainsi que la stimulation de phosphatases racinaires par
certaines molécules des algues (Klarzynski et al., 2006). Des molécules des algues comme les
polysaccharides, les acides aminés peuvent réagir comme chélateurs des nutriments chimiques
présents dans le sol ( Calvo et al., 2014), dans le méme sens les polysaccharides tels que les
alginates et les fucanes ont un effet de l'amélioration de la structures du sol et donc
I'amélioration de l'aération et le taux de I'humidité de ces sols permettant une meilleures
installation des systemes racinaires et donc une meilleure croissance des plantes (Khan et al.,
2009).

Certaines molécules présentes dans les extraits d’algues (polysaccharides, polyamines) agissent
sur la synthése et I’activité des hormones endogénes (Faessel et Morot-Gaudry, 2009), et donc
agissent directement sur la croissance et le développement de la plante. Des molécules comme
la bétaine-glycine et la proline inhibent la dégradation des chlorophylles ce qui favorise la
photosynthése. Ces molécules stimulentainsi les mécanismes antioxydants et jouent le role

d’osmorégulateurs dans les conditions de stress salin (Khan et al., 2009).

11.3.4. Acides aminés et autres dérivés protéiques composant les

biostimulants

Les hydrolysats des protéines d'origine végétale ou animale (contenant des peptides et acides
amineés) et les acides aminés purifiés sont considérés comme deux catégories distinctes des
biostimulants (Calvo et al., 2014).

Chaque catégoriede ces produits va avoir son propre mode d’action en fonction des acides
amineés considerés et de leur concentration. Les hydrolysats protéiques favorisent la stimulation
de la nitrate réductase et donc la nutrition azotée, et stimulent certains signaux moléculaires

intervenant dans le développement racinaires des plantes et la synthése de certaines métabolites
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qui améliorent la qualité des fruits tels que lI'anthocyanine et les caroténoides (Nardi et al.,
2016). Quelques acides aminés comme la glycine et la proline sont des molécules qui agissent
comme stimulatrices de la tolérance des plantes aux stress abiotiques tel que le stress salin
(Gharbi et al., 2017), alors que la glycine et l'acide glutamique sont des acides amines

précurseurs de la synthése de la chlorophylle (Amirkhani et al, 2016).

Le mode d'action des biostimulants a base de protéines est peu connu. Quelques études ont
identifié les voies métaboliques cibles et certains des mécanismes de leur effet sur les plantes
(Schiavon et al., 2008; Ertani et al., 2011, Ertani et al., 2013). En particulier, les données
disponibles jusqu'a présent suggerent que les hydrolysats de protéines permettent la régulation
du métabolisme C et N, et par conséquence la stimulation de I'assimilation de I'azote chez les
plantes. L'hydrolysat de protéine de la luzerne a montré une accumulation de sucre soluble et
une stimulation de I'assimilation de l'azote des plantes de mais (Schiavon et al., 2008). Cette
étude a montré aussi que ce typede biostimulant a augmenté I'activité de trois enzymes (malate
déshydrogénase, isocitrate déshydrogénase et citrate synthase) fonctionnant dans le cycle de
I'acide tricarboxylique (TCA) et cing enzymes (nitrate réductase, nitrite réductase, glutamine
synthétase, glutamate synthase et aspartate aminotransférase) impliquées dans la réduction et
I’assimilation de I’azote. La régulation positive induite par les biostimulants des génes codant
pour ces enzymes a été confirmée par des expériences de RT-PCR. Dans une autre étude, le
méme biostimulant a permis d'améliorer la croissance des plantes de mais cultivées sous stress
salin, en augmentant le rapport Na* et K" dans les feuilles et la synthése des flavonoides (Ertani
etal., 2013).

11.3.5. Polysaccharides

Dans les derniéres années les polysaccharides ont connu une grande importance pour la
stimulation des plantes. Plusieurs études ont montré que les polysaccharides ont différentes
activités sur les plantes tels que l'activité antioxydante et I’activité de stimulation de la
germination et la croissance (Han et al., 2016), l'activité antivirale (luiz et al., 2016), la
croissance et la protection des plantes (Abreu et al., 2016 ; Moenne A, 2016 ; Ramirez-
Estrada et al., 2016). Les polysaccharides et les oligosaccharides extraits des algues ont un
effet de stimulation de la croissance des plantes par la stimulation de l'assimilation des
nutriments et la stimulation de la photosynthése par I'amélioration de I'assimilation du carbone
(Gonsalez et al., 2013).
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Les modes d'action des polysaccharides sont peu connus et tres divers. Les plantes terrestres
vertes sont des organismes autotrophes, immobiles. Elles ont évolué diverses voies
métaboliques complexes pour capter I'énergie et de synthétiser des métabolites nécessaires a
leur croissance et leur développement (Yu et al., 2015). Les polysaccharides tels que les
carraghénanes, les oligocarraghénanes stimulent la croissance des plantes terrestres vertes par
modulation de divers processus physiologiques et biochimiques (Shukla et al., 2016). Ces
polysaccharides sulfatés semblent agir comme des molécules de signal (Lemonnier-Le
Penhuizic et al., 2001).

Les carraghénanes ont également montre leur effet de stimulation de la croissance en stimulant
la photosynthése et la fixation du carbone dans les plantes de tabac, par I'induction de la ribulose
1, 5 bisphosphate carboxylase / oxygénase (Rubisco) (Mufioz et al., 2011). De méme, on
constaté que la pulvérisation de ces polysaccharides sur les feuilles de tabac a augmenté la taille,
le poids, la surface foliaire, et la teneur en chlorophylle de ces plantes. Ainsi ilsont stimulé la
fixation du carbone et de I'assimilation de I'azote. La Rubisco et d'autres enzymes impliquées
dans le métabolisme de base tels que le glutamate déshydrogénase, pyruvate déshydrogénase,
I'isocitrate déshydrogénase, I'inosine monophosphate déshydrogénase et glucose-6-phosphate
déshydrogénase présentaient une activité plus élevée. Les polysaccharides algaux ont permis
I'activation des enzymes de la réduction de NADP(H), ce qui favorise la photosynthése (Castro
et al., 2012). NAD" et NADP™ sont des composés réducteurs essentiels pour la croissance des
plantes en tant que cofacteurs d'enzymes impliquées dans le transport d'électrons et les
processus métaboliques (Hashida et al., 2009). Les polysaccharides algauxontmontré la
stimulation de la biosynthése des hormones de croissance végétale telles que I'acide indole-3-
acetique (IAA), I'acide gibbérellique (GA3) et de trans-zéatine et la modification du statut redox

des cellules vegétales (Gonzalez et al., 2014).
11.3.6. Autres substances classées comme biostimulants des plantes

Certaines phytohormones, vitamines et des éléments chimiques sont classées comme
biostimulants des plantes. L’acide abscissique, par exemple, permet la stimulation des
mécanismes physiologiques face aux stress abiotiques tels que la secheresse, le froid et les stress
osmotiques. Elle permet l'activation de la fermeture des stomates ce qui préserve l'eau a
I'intérieur de la cellule (Finkelstein et al., 2002). Le tocophérol est une forme de la vitamine E
qui a un effet antioxydant qui améliore la tolérance des plantes aux stress oxydatifs. Le silcium

(Si) est un élement mineral non essentiel dont les bénéfices pour la croissance des plantes
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(Guntzer et al., 2011), stimulation de la tolérance des plantes a certains stress abiotiques, le
contréle et la régulation de l'absorption du phosphate (Guntzer et al., 2011), aussi, la
stimulation 1’absorption de K, N et Ca (Guntzer et al., 2011).

11.4. Les effets majeurs des produits a base d'algues utilisés comme biostimulants des

plantes

Les algues sont considérées comme l'une des ressources durables les plus importantes a
potentiel industriel. La biochimie des algues présente des caractéristiques trés importantes
(Thomas et al., 2013, Michalak et al., 2015). Les extraits d'algues contiennent des composants
tels que les polysaccharides (galactan, fucoidan, alginate et laminarine), les protéines (par
exemple les lectines), les acides gras polyinsaturés (PUFA), les pigments (chlorophylles,
caroténoides et phycobiliprotéines), les polyphénols (les acides phénoliques, les flavonoides,
I'acide cinnamique, les isoflavones, I'acide benzoique et les lignanes, quercétine), les minéraux
(par exemple, K, Mg, Ca et Na) et des hormones de croissance végétales (cytokinines, des
auxines, des gibbérellines et de I'acide abscisique) (Godlewska et al., 2016). Les extraits

d'algues ont montreé plusieurs effets de stimulation de différentes voies au niveau de la plante.
11.4.1. Effet sur la croissance et le développement des plantes

Les algues sont riches de plusieurs molécules bioactives telles que les antioxydants, les
hormones de croissance végétale, les molécules osmoprotectantes, les nutriments minéraux et
de nombreux autres composés organiques bioactives (Nabti et al., 2016).Les extraits d'algues
ont montré un potentiel tres important de stimulation de la croissance des plantes. Cet effet est
principalement di aux hormones exogenes (cytokinines, auxines, gibbérellines) présentes dans
ces extraits (Faessel & Morot-Gaudry, 2009; Khan, et al., 2009 ; Rengasamyet al., 2016).
Une stimulation de la capacité photosynthétique permet un développement plus efficace en
quantité et qualité des fruits, et une meilleure utilisation des oligoéléments présents dans les
sols permet une qualité nutritionnelle améliorée des fruits et/ou des graines. Certaines
molécules extraits des algues telles que les polysaccharides et les polyamines agissent sur la
synthése et D’activité des hormones endogénes (Faessel & Morot-Gaudry, 2009). La
dégradation des chlorophylles est inhibée par certains composes, comme la glycine bétaine,
pour favoriser une meilleure photosynthese (Khan, et al., 2009).

Plusieurs études ont indiqué que les extraits d'algues, méme a faible concentration, sont

capables d'induire une stimulation de la croissance et des réponses physiologiques liées a la
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croissance des plantes et a I'accroissement du rendement (Birceno-Dominguez et al., 2014),
I'amélioration de I'implantation des semis (Hernandez-Herrera et al., 2014), la mobilisation
et I'assimilation des nutriments et la teneur en chlorophylle (Khan et al., 2009) et la floraison

et la qualité des fruits (Craigie et al., 2011).
11.4.2. Effet sur I'assimilation des nutriments

La composition biochimique des algues est trés complexe, composéede plusieurs substances
actives qui peuvent stimuler la nutrition par une meilleure biodisponibilité des éléments nutritifs
et une meilleure absorption de ces derniers par la plante. Plusieurs études ont montré que les
extraits d'algues influencent les propriétés physiques, biochimiques et biologiques du sol et
peuvent également affecter I'architecture des racines des plantes facilitant I'absorption efficace
des nutriments (Anderson, G., 2009). Des polysaccharides algaux ont montré des propriétés de
conditionnement du sol et également des ions métalliques chélatent formant des polymeres de
haut poids moléculaire.Les extraits d’algues permettent la tolérance des plantes aux carences
nutritives en azote en favorisant 1’expression et/ou 1’activité de la nitrate réductase grace a
certains composés (mannitol) (Durand, et al., 2003; Phytoma, 2005). Certaines molécules
extraites des algues peuvent stimuler I’expression de phosphatases racinaires impliquées dans
I’absorption du phosphate (Klarzynski, et al., 2006). Ces molécules peuvent aussi agir comme
chélateurs des nutriments minéraux présents dans le sol (Khan, et al., 2009; Calvo, et al.,
2014). La stimulation de I’absorption d’azote par la plante est une technique intéressante pour
améliorer le taux de protéines dans les grains récoltés (Phytoma, 2005), ce qui reflete sur la
qualité des récoltes. Enfin, les extraits d’algues ont un effet positif sur la structure physico-
chimique et biologique du sol grace a leur richesse en polysaccharides, qui maintiennent une
bonne humidité et aération nécessaire pour l'installation du systéme racinaire et favorisant la
croissance de bactéries bénéfiques a la croissance des plantes (Khan, et al., 2009). Les extraits
d'algues sont également connus pour affecter la régulation des génes qui ont jouent un role
important dans I'absorption des nutriments. Par exemple, I'extrait de A. nodosum a régulé a la
hausse I'expression d'un gene NRT1.1 de transporteur de nitrate, ce qui a amélioré la détection
de l'azote et le transport des auxines (Krouk et al., 2010; Castaings et al., 2011), et par
conséquence I'amélioration dela croissance des racines latérales et une meilleure assimilation

de l'azote.
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11.4.3. Effets sur la résistance des plantes aux stress abiotiques

Les algues sont connues pour leur richesse en polysaccharides, minéraux, vitamines et aussi
certaines substances bioactives comme les protéines, les lipides et les polyphénols. Plusieurs
études ont révéle les avantages des extraits d'algues sur les plantes telle-que I'amélioration de
la performance des cultures et le rendement et I’amélioration de la résistance au stress biotique

et abiotique (Eyras et al., 2008; Norrie et Keathley 2006).

Les extraits d’algues peuvent agir sur la régulation de la perturbation osmotique causé par les
stress abiotiques comme la sécheresse ou la salinité, en stimulant les mécanismes antioxydants
et les voies de la biosynthése des osmo-régulateurs, comme la glycine bétaine, la proline (Khan,
et al., 2009). Les algues ont également la capacité d'améliorer la tolérance au stress chez
nombreuses espéces de plantes par augmentation de la concentration des molécules bioactives,
notamment des antioxydants dans les plantes (Fan et al., 2011; Rayirath et al., 2009). A titre
d’exemple, une étude menée par Amira et al., (2014) a montré la capacité d’extrait d’algues a
diminuer I’effet négatif du stress salin de 1’aubergine en Egypte. Les algues sont richesen
biomolécules osmoprotecteurices tels que la proline, bétaine-glycine, les sucres,...etc, qui
peuvent déclencher des réactions de la tolérance des plantes au stress salin. Plusieurs études ont
montré que les extraits d'algues ont un effet de stimulation de la tolérance des plantes aux
conditions du stress salin. L'étude d’Ibrahim 2016, a montré que les extraits des algues marines
ont stimulé la croissance et les voies métabolique de la tolérance des plantes de blé au stress
salin. L'extrait de 1’Ulva rigida a permet l'atténuation de I'effet du stress salin sur les plantes de
sauge officinale.Ce traitement a permis la réduction du taux de la bétaine-glycine causé par le
stress salin et par conséquence la réduction de la perte d'eau dans les feuilles de la plante, ainsi
la réduction des composés phénoliques. Cette étude a montré aussi, que ce traitement a permis

I'induction de la biosynthese des enzymes SOD et APX dans la plante (Mansori et al., 2016).
I1.5. Les microalgues au Maroc

La valorisation des microalgues n'a suscité l'attention de la communauté scientifique marocaine
que récemment. La plupart des études des microalgues ont été focalisées sur la taxonomie et la
prolifération des espéces toxiques sur les cotes marocaines (Abouabdellaha et al., 2011;
Akallal et Moradi, 2002; Bennouna et al., 2000; Daoudi et al., 2013; EImadani et al., 2001;
Taleb et al., 2001).
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Pour la valorisation des microalgues, quelques études ont été faites, notamment, I'étude de
Akallal et al., 2007 qui ont étudié les conditions de culture de Dunaliella salina pour la
production du béta-caroténe. Ainsi que I'étude de Mouradi et al., 2014 sur la caractérisation
des polysaccharides extracellulaire de Porphyridium sp pour une éventuelle valorisation.Ainsi
quelques travaux sur la valorisation des microalgues dans le domaine de 1’alimentation et la
santé humaine (Amine et al., 2014a, 2016b ;Haimeur et al., 2012a, 2016b ; Mimouni et al.,
2015).

Au Maroc, les microalgues ont connus un intérét économique pour les industriels. Plusieurs
entreprises sont installées au Maroc pour la culture des microalgues principalement pour la
nutrition humaine. On cite la société BIO3 a Dakhla, Vitalgue a Marrakech, Vitalina a Agadir
et le domaine spiruline & Temarra. Mais jusqu'a maintenant la Spiruline "Arhtrospira platensis"
reste la seule espece cultivée industriellement au Maroc, sinon la société domaine spiruline de
temarra a initié la culture de Chlorella vulgaris dans des bassins sous serre. Le Maroc avec un
climat idéal pour la culture des microalgues a grande échelle, surtout dans le sud du royaume

pourrait motiver les investisseurs a développer le secteur des microalgues.
11.6. Espéces de microalgues étudiées

L'activité biologique des microalgues est liée principalement au profil biochimique de la
biomasse. La richesse de certaines microalgues en acides aminés, vitamines et autres molécules
de différentes natures (hormones, sidérophores...) leur procure une vertu stimulante pour les
plantes.Les microalgues choisies pour cette étude contiennent un pourcentage élevé en
macronutriments et une quantité intéressante en microéléments, acides aminés,

polysaccharides, et vitamines.
11.6.1. Les critéres de choix des souches microalgues

1. Les souches choisies pour cette étude appartiennent aux genres de microalgues marines
et d’eau douce les plus étudiées et cultivées au niveau mondial,

2. Les genres et souches choisies sont connus pour avoir un bon profil biochimique. Le
profil et la composition de la biomasse microalgalevarie pour une méme espece selon
le régime et les conditions de cultures,

3. Ces souches ont une bonne croissance et une culture relativement facile adaptable au

niveau industriel,
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4. Laplupart de ces souches, ont été déja décrites pour leur culture en bassins ouverts (Fon
Sing, 2010 ; Rekha et al., 2012, Bellou et Aggilis, 2012 ; Torzillo et al., 2012 ; Chen
et al., 2013), et dont certaines (Spirulina platensis, Dunaliella salina, Nannochloropsis
gaditana, Isochrysis sp., Phaeodactylium tricornutum ) sont des especes cultivées a
grande échelle a des fins commerciales (Rosenberg et al., 2008; Priyadarshani and
Rath, 2012).

11.6.2. Description des souches étudiées

Six espéces microalgues ont été choisis pour cette étude dont 4 marines (Isochrysis sp,
Nannochloropsis gaditana, Dunaliella salina et Phaeodactylum tricornutum), une espéce d'eau

douce (Chlorella sp) et une cyanobactéried’eau douce (Arthrospira platensis).
11.6.2.1. Chlorella sp

Chlorella (figure 5) sp appartient a la lignée des Chlorophytes. Le genre Chlorella se retrouve
dans tous les habitats aquatiques, marins ou d’eau douce. Il fut découvert en 1890 par un
microbiologiste hollandais Martinus Willem Beijerinck. Chlorella est une algue verte
unicellulaire eucaryote d’eau douce. Elle est de forme ronde ou ellipsoide, d’un diametre moyen
de 5 um. Elle posséde un chloroplaste pariétal contenant de la chlorophylle a et b ainsi que des
caroténoides comme pigments accessoires, un pyrénoide, des thylakoides, des grains d’amidons
et du matériel génétique. L’amidon est la réserve majeure de glucides de la cellule. D’autres
organites sont également présents dans la cellule : un noyau, des mitochondries, de petites
vacuoles, des gouttelettes lipidiques, des ribosomes. La membrane cellulaire externe est

composée de trois membranes contenant de la glucosamine (Takeda, 1993 ; Allard et al.,
2000).
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11.6.2.2.

Figure 5: Image Illustre la forme de Chlorella sp.
image gauche Chlorella sp MEB, Kassim et al., 2014/ Image droite Chlorella sp microscope optique,
http://www.thalgo.in/algues/index.0-n.html)

Nannochloropsis gaditana

Nannochloropsis gaditana (figure 6) appartient a la classe des Eustigmatophycées. Les especes

du genre Nannochloropsis sont sub-sphériques de 2 & 4 um de diamétre ou cylindriques de 3 &

4 x 1,5 um (Antia & Cheng, 1982). Les Eustigmatophycées appartiennent a la lignée brune

des microalgues marines. Les pigments majoritairement retrouvés chez ces microalgues sont la

chlorophylle a, la violaxanthine et le -carotene.

Figure 6: images de Nannochloropsis gaditana

http://cfb.unh.edu/

11.6.2.3. Isochrysis sp

Le genre Isochrysis (figure 7) appartient a 1’ordre des Isochrysidales, défini par Pascher en

1910. L’especel.galbana a été identifiée pour la premiere fois par Bruce, Knight et Parke en

1939. C’est une algue mobile qui posseéde deux flagelles lisses, égaux, insérés apicalement et

dont ’haptoneme est réduit. La cellule est recouverte d’écailles organiques a la différence de

I’espéce voisine Emilianiahuxleyi dont les écailles organiques sont, en plus, recouvertes d’un

dépot calcaire constituant des structures particuliéres, les coccolites.
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Figure 7: Image illustre la forme d’Isochrysis galbana.
Image (gauche) microscope optique Isochrysis galbanahttp://www.algaelink.nl/. Photo droite I. galbana SEM
X2200. Dennis Kunkel, 2009)

11.6.2.4. Phaeodactylum tricornutum

Phaeodactylum tricornutum (figure 8) est la seule espece du genre Phaeodactylum et,
contrairement a d'autres diatomées, elle peut présenter différents morphotypes (ovale, fusiforme
et tri-radié). Les changements de forme de la cellule peuvent étre stimulés par les conditions
environnementales. Cette fonctionnalité est utilisée pour explorer les bases moléculaires de
contrle de la forme des cellules et la morphogenése. Les données qui découleront du
séquencage complet du géenome de la diatomée P. tricornutum fourniront les informations de
base pour étudier les questions importantes de la biologie des diatomées. De plus les
connaissances sur les génes de P. tricornutumfaciliteront 1’utilisation de cet organisme comme

cellule potentielle pour ’expression de génes d’autres algues brunes, intéressants pour

I’industrie.
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Figure 8: Photo Phaeodactylum tricornutum.
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https://ncma.bigelow.org/ https://utex.org/

11.6.2.5. Dunaliella salina

Découverte par un scientifique frangais en 1838 dans le salin d’Aigues-Mortes, la D. salina
(figure 9) est une micro-algue halophile unicellulaire de la classe Chlorophyceée, vivant
exclusivement dans les eaux salines. Afin de survivre dans ce milieu extréme, elle produit une
concentration exceptionnelle de caroténoides a fort pouvoir antioxydant, 10 fois plus active que
le béta-carotene de synthese. Cette superproduction biologique est une réaction naturelle de
I’algue pour se protéger de la lumiére intense (forte exposition aux UV). De la méme facon, la
micro-algue fabrique des acides gras polyinsaturés et du glycérol, qui lui fournissent une

protection contre la pression osmotique due au milieu hyper-halin.
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Figure 9 : Images illustrent la forme de Dunaliella salina dans les différentes conditions.
Image gauche Dunaliella salina dans des conditions normales. https://utex.org/; Image droite D. salina dans le
cas du stress salin. http://saline-varan.blogspot.com/

11.6.2.6. Spiruline (A. platensis)

La spiruline (figure 10) est une cyanobactérie ou algues bleu-vert, compte parmi les plus
anciennes formes de vie sur terre. Parmi les cyanobactéries on trouve le genre nommé Spirulina
ou Arthrospira contient une souche particulierement intéressante dénommeé Spirulina platensis
ou (Arthrospira platensis) plusconnue sous le nom Spiruline. Consommée depuis des siecles
par certains peuples primitifs d'Afrique et d’Amérique, et connue par les scientifiques depuis
plusieurs décennies pour sa richesse nutritionnelle, elle fait I'objet d'une redécouverte depuis

quelques années. Elle est tres riche en protéines, lipides, glucides, sels minéraux et vitamines.
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Figure 10: Arthrospira platensis microscope optique
http://algae-lab.com/; http://blog.dlahn.com/spirulina-protein/
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Problématique Contexte général :

Le Maroc, comme pays émergent, a opte pour le développement agricole en tant que moteur du
développement économique et social. Cependant, les activités agricoles au Maroc exercent a
I'neure actuelle une forte pression sur le sol, I'eau et la biodiversité. Ceci est principalement dd

a l'utilisation incontrélée des engrais chimiques et des pesticides.

Ces produits chimiques limitent fortement les rendements et menacent la productivité des terres
dans les régions arides et semi-arides, notamment en cultures irriguées, ce qui entraine une
réduction des surfaces cultivables. lls représentent une menace pour I'équilibre alimentaire de
ces régions. A titre d’exemple, le probléme de la salinité des sols au Maroc qui constitue un des
facteurs majeurs limitant les rendements des productions céréalieres. Selon Ashraf (1994) et
Subbaro & Johansen (1994), la salinité des sols compte parmi les principaux facteurs limitant
de la production céeréaliere. L'agriculture moderne est donc a la recherche de nouvelles solutions
biotechnologiques qui permettraient une réduction de l'utilisation des intrants chimiques sans
affecter le rendement des cultures, ni le revenu des agriculteurs (Doucet, 1992).

Les producteurs sont de plus en plus incités a opter pour des pratiques de production durables.
Parmi les pratiques de gestion saine, ils ont maintenant acces, entre autres, a un vaste choix de
produits appelés biostimulants.

Dans ce contexte, plusieurs produits et substances qui visent a améliorer le fonctionnement du
sol, de la plante ou des interactions entre sol et plante sont apparus comme des alternatives aux
produits chimiques. Il s’agit d’une catégorie trés large de produits et substances qui apportent
des solutions souvent innovantes dans le domaine de la fertilisation et de la protection des
cultures en stimulant les processus biologiques au niveau du sol ou de la plante ( par exemple:
stimulation de la tolérance des plantes aux stress abiotiques ou meilleure absorption des

nutriments, ...).

Les microalgues représentent une source renouvelable en substances bioactives qui pourront
étre bénéfiques aux cultures agricoles. Ces substances peuvent étre des promoteurs de

croissance et des stimulateurs de la tolérance des plantes aux stress abiotique.

Ces microorganismes présentent une grande biodiversité qui pourra étre criblée pour plusieurs
applications. Le Maroc avec un littoral de 3500km de longueur et un climat ideal pour la culture
des microalgues, ainsi que la disponibilité des surfaces non agricoles surtout au sud du

Royaume permet un développement optimal de la culture des microalgues. Toutes ces
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conditions pourront étre exploitées pour le développement de cette bio-économie a 1’échelle

industrielle au Maroc.

Dans ce contexte, ce projet vise I’exploration de cette richesse en microalgues, pour le

développement de biostimulants de la croissance et la tolérance des plantes au stress salin.
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Obijectifs de la thése :

La présente étude vise a évaluer le potentiel biochimique des microalgues pour la stimulation

des plantes et I'amélioration de la performance de I'agriculture durable. Cette évaluation,

reposant sur les points suivants :

v

v

L'étude de l'effet des extraits de microalgues sur la stimulation de la vitesse de la
germination des graines de blé, tomate et poivron

L'étude de I'effet des extraits de microalgues sur la croissance des trois plantes choisies
pour cette étude (tomate, blé et poivron)

L'étude de I'effet des exopolysaccharides extraits des microalgues sur la germination et
la croissance des plantes

L'étude approfondie sur I'effet du stress salin sur la croissance et la biochimie de la
microalgue halophile Dunaliella salina comme espéce modele des chlorophycées la
plus proche aux plantes terrestres, pour détecter les mécanismes biochimique de la
tolérance de cette microalgue au stress salin, dans le but d’étudier la possibilité
d’exploiter leur potentiel biochimique pour la stimulation de la tolérance des plantes au
stress salin.

L'étude de I'effet des extraits de la microalgue halophile D. salina cultivée dans des
salinités élevées sur la stimulation de la germination et la croissance des plantes dans

les conditions du stress salin.
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I. Matériel Biologique et Conditions de culture
I.1. Les microalgues

Les souches microalgues choisies (Tableau 4) pour cette étude sont des souches marocaines
appartennant a la collection MASCcIR. Elles ont été isolées et caractérisées dans les laboratoires
MASCcIR en collaboration avec le laboratoire des phytoplanctons de I'Institut National de
Recherche Halieutique (INRH) de Casablanca.

Le choix de ces espéces a été conditionné par le souci d’utiliser au maximum les données
disponibles pour ces souches et qui peuvent étre utiles pour les interprétations ultérieures de nos
résultats, ainsi que par 1’intérét scientifique et industriel de ces souches dans le marché des

microalgues.

Tableau 3: Souches microalgues et origines d'isolement

Souches Classes Lieu Nature
d'isolement

Nannochloropsis gaditana Des lagune Espéce marine

MS021 Eustigmatophycées Oualidia

Dunaliella salina MS002 Des Chlorophyceées Saline d'Azilla  Espece marine

Phaeodactylum tricornutum Des Bacillariophycées Plage de Espéce marine

MS007 M’diq

Isochrysis sp MS051 Des Dakhla Espece marine

Prymnesiophycées

Chlorella sp MS077 Des Chlorophycées Lac Sidi Espéce  d'eau
Boughaba douce

Spirulina platensis MS099  Des Cyanophycées Foum Iwad Espece d'eau
Laayoune douce

Ces souches ont isolées par la méthode de dilution en série et la méthode de repicage sur gél
d’agar. Avant de la conservation, ces souches ont été traitées par une solution d’antibiotiques
pour I’¢élimination de la contamination bactérienne. Ces souches ont été consérvés en deux modes
de conservation, une copie de la collection a été incubée a faible intensité luminose pour réduire
la division cellulaire, ainsi une dilution du milieu avec ¥z pour réduire la disponibilité des
nutriments a une température de 18°C.


https://en.wikipedia.org/wiki/Prymnesiophyceae
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Les deux paramétres importants pour la culture des microalgues ont été optimisés : le milieu de

culture et la température.

Pour le choix du milieu de culture optimal pour chaque souche nous avons comparé deux milieux
pour chaque souche microalgues. Trois températures ont été testées pour toutes les souches tandis

que pour la spiruline, 4 températures différentes ont eté étudiées (le tableau 5).

Tableau 4: Milieux de culture des souches microalgues

Souches Milieu de culture Température pH
Nannochloropsis gaditana ~ Milieu f/2 (voir annexe 1) Trois températures ont 7.8
Dunaliella salina Et Milieu Walne (voir annexe 2) été testées pour les

Phaeodactylum tricornutum NB: pour P.tricornutum on souches marines : 20,

Isochrysis sp ajoute la silice 25 et 30°C

Chlorella sp Milieu BBM et Milieu BG-11 20, 25 et 30°C 8.2
(voir annexe)

Spirulina platensis Milieu Zarrouk et Milieu 20, 25, 30 et 35°C 10

Spirulina medium (voir annexe)

I.1.1. Culture en Erlenmeyers.

Les souches sont cultivées dans des Erlenmeyers de 500 mL contenant 200 mL de milieu de
culture. Le milieu est inoculé stérilement avec 20 mL d’une pré-culture &gée de 7 jours. Les pre-
cultures et les cultures sont placées a 25 °C en chambre d’incubation sous agitation (photo-

incubateur agitateur) avec un éclairage de 5000 lux en photopériode de 12h/12h.
1.1.2. Culture en photobioréacteur

Un photobioréacteur (Sartoruis BIOSTAT® PBR) (figure 11 et 12) contrdlé a éte utilisé pour la
confirmation et la validation des conditions de culture optimales des deux souches retenues du
premier criblage sur la stimulation de la germination et la croissance de la tomate. Le PBR permet
avant tout autre avantage de maintenir les conditions et assurer la stérilité de la culture. Notre
objectif dans cette étude est 1I’optimisation de la culture des souches choisies pour ce projet dans
des conditions contrdlees en premier temps et la validation des résultats de la culture de chaque

souche dans les différentes conditions.
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Figure 11:Schéma simplifié d’unPBR BIOSTAT®

Figure 12 : Image photographiqued’un PBR BIOSTAT®

Une stérilisation du photobioréacteur ainsi que le milieu de culture (le milieu nutritif contenant
tous les éléments nécessaires a la croissance) a été réalisé avant d’y introduire I’inoculum (la
quantité initiale de cellules de la souche a cultiver 1:5). La meilleure solution est généralement
une stérilisation par autoclave a (121°C pendant au moins 20 min). Il faut ensuite bien veiller a

garder cette stérilité chaque fois que 1’on désire ajouter des intrants.

Deux autres paramétres extrémement variables et donc importants, mais qui sont en général
surveillés sont le pH et la température. Le maintien de la valeur de ces parametres est nécessaire,
ce qui exige des mécanismes régulateurs. On utilise toujours pour cela un capteur et un

actionneur. Le capteur mesure la grandeur que 1’on souhaite réguler (la température ou le pH), et
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I’actionneur permet d’agir pour corriger un éventuel écart observé avec une consigne
(respectivement une électrovanne laissant circuler un liquide chaud ou froid, ou une pompe

envoyant un acide ou une base).
1.1.3. Suivi de la croissance des cultures et la récolte de la biomasse

Le suivi de la croissance des cultures est réalisé en prélevant un échantillon chaque deux jours
dont I’absorption est mesurée a 680 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Le suivi de 1’évolution
de la productivité de biomasse est effectué en prélevant 10ml de culture tous les 2jours, centrifugé

a 3000rpm pendant 10min et lyophilisée avant la pesée par la balance de précision.

1.1.4. Amélioration de la productivité des deux souches retenues par I'addition du
CO2

Les deux souches retenues apres le premier criblage sur la stimulation de la germination et la
croissance de la tomate ont été cultivées dans un photobioréacteur 2L dans les conditions
optimales pour I'évaluation de I'effet de I'addition du CO> sur la croissance et la production en

biomasse. Trois pourcentages du CO> ont été étudiés : 0%, 1% et 3% par rapport a I'air comprime.
1.2. Matériel végétal et conditions de culture

Nos expérimentations ont été effectuées sur trois plantes pour évaluer I’activité des différents

extraits des microalgues choisies. Le choix des plantes a été basé sur les critéres suivants :

e La tomate est une plante modele des solanacées qui se caractérise avec un cycle de
croissance courte, un génome totalement séquencé, ainsi avec une grande importance de
ces plantes au niveau de 1’agriculture Marocaine.

e Le choix du poivron c¢’est pour voir la stabilité des produits développés sur la réponse des
solanacées en comparaison avec la tomate, ainsi que le choix de cette plante a été basé
aussi sur la sensibilite de cette plante aux stress biotiques et abiotiques

e Le blé est une plante modéle pour les cultures de grand champ, ainsi leur importance
¢conomique au Maroc puisque c’est la plante la plus cultivée au Maroc. Ainsi ce choix a

¢té fait pour élargir le spectre de 1’étude de ce traitement sur les plantes
1.2.1. Les plantes etudiées

v" Tomate Solanum lycopersicum L. Var. metro

v Poivron Capsicum annuum. var. andalus
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v' BIé Triticuma estivum var. Amal
1.2.2. Conditions de culture des plantes

Les graines sont mises a germer dans des boites de pétri et incubées a'obscurité a 25°C. Apres la
germination des graines, les plantules sont transplantées dans des pots contenant un mélange de
tourbe et de sable a raison de 80:20 v/v. Les pots sont placés dans une chambre de culture sous
des conditions de température et d’éclairement controlées. La température est de 25 °C, et une
luminosité de 600 du pmol m s avec une photopériode de 16/8h jour/nuit. Application du stress

salin.
1.2.3. Culture de D. salina dans les conditions du stress salin

Cette étude a porté sur D. salina cultivée a des concentrations élevées de salinité, comme une
espéce chlorophycée trés proche des plantes terrestres. Cette microalgue nous permettera de
comprendre son mécanisme de tolérance au stress salin, dans le but de valoriser les molécules
biochimiques qui interviennent danscettetolérance pour la stimulation de la germination et la

croissance des plantes dans les sols salin.

Un photobioréacteur de 2L a été utilisée pour la culture de cette microalgues dans les conditions
de culture optimales déja identifées (milieu de culture Walne, 25°C, pH: 7.8, luminosité de
5000lux, 1%CQO3), avec 4 niveau de salinité (0.5, 1, 2, 4M NaCl) pendant 14 jours. La croissance
a été suivie en mesurant la densité optique chaque 2 jours.

1.2.4. Application du stress salin sur les graines

Cette expérience a été faite sur les trois plantes décrites précedemment (blé, tomate, poivron),

dans des boites de pétri selon le programme suivant :

e 5 boites (20 graines par boite) dans I'eau distillée (contr6le)

e 5 boites (20 graines par boite) dans une solution de I'extrait de microalgues

e 5 boites (20 graines par boite) dans I'eau distillée avec 3g/L NaCl

e 5 boites (20 graines par boite) dans I'eau distillée avec 6g/L NaCl

e 5 Dboites (20 graines par boite) dans I'eau distillée avec 3g/L NaCl + Extrait d'algues

e 5 Dboites (20 graines par boite) dans I'eau distillée avec 6g/L NaCl + Extrait dalgues

Toutes ces expériences ont été réaliséestrois fois indépendantes.
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Pour chaque variété, 100graines (5boites de 20graines) par traitement, sont désinfectées a 1’eau
de javel, lavées abondamment a I’eau, puis rincées a I’eau distillée. Elles sont ensuite mises a
germer dans des boites de pétri couvertes de papier filtres. Les boites ont été incubées a 25°C
pendant 7jour.Chaque jour les graines germées par boites ont été comptées. Aprés le 7¢™ jours
le calcul du taux de la germination a été fait, ainsi que les parametres morphologiques des
plantules ont été mesures (taille partie foliaire et racinaire des plantules), dosage de la proline,
dosage du taux de la chlorophylle, dosage de I'anthocyanine, et I'activité des enzymes (POD,
Catalase, SOD).

1.2.5. Application du stress salin sur les plantes

L'effet des extraits de la microalgue halophile D. salina sur l'atténuation du stress salin des

plantes a été étudié selon le protocol suivant :

e 15 plantes témoins cultivées dans un mélange sol/tourbe (80/20)

e 1bplantes cultivées dans un mélange sol/tourbe (80/20) traitées par I'extrait de
microalgues (témoin)

e 15 plantes cultivées dans une mélange sol/tourbe (80/20) avec 3g/Kg NaCl

e 15 plantes cultivées dans une mélange sol/tourbe (80/20) avec 6g/Kg NaCl

e 15 plantes cultivées dans une mélange sol/tourbe (80/20) avec 3g/Kg NaCl + Extrait
d'algue

e 15 plantes cultivées dans une mélange sol/tourbe (80/20) avec 6g/Kg NaCl+ Extrait

d'algue

Trois répétitions des expérimentations indépendantes ont été faite pour la confirmation du

résultat et pour I'étude statistique.

Les plantes ont été mises dans un phytotron a 25°C, a 68% d'humidité et 600 umol m2 s de

luminosité, pendant 60 jours.

Trois traitements par extrait de microalgues ont été effectués selon ce programme : un 1°
traitement aprés transplantation des plantules, un 2°™ aprés 20jours et le 3°™ aprés 40 jours de

transplantation des plantes.

Apreés la récolte des plantes plusieurs paramétres ont été mesurés tels que la taille et le poids de

la partie aérienne et racinaire des plantes, le dosage de la proline, le dosage du taux de la
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chlorophylle, le dosage de I'anthocyanine, et de l'activité des enzymes (POD, APEX, Catalase,
SOD).

. Méthodes d’analyses

I1.1. Analyse de lipides des microalgues
11.1.1. Extraction et dosage des lipides

L’extraction des lipides totaux est réalisée selon un protocole modifi¢ de Bligh et Dyer (1959).
La biomasse lyophilisée a -80 °C est réhydratée avec 1’eau additionnée avec 2% de BHT, puis
traitée par ultrasons (Branson Sonifier 450) a 40 KHz pendant 15 min a température ambiante.
Les lipides sont extraits en utilisant un mélange d’eau / chloroforme / méthanol (0.8/2/1) et
I’extrait est centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min. La phase inférieure est récupérée et la phase
supérieure subit une deuxiéme extraction pour extraire le maximum de lipide. Une solution d’eau
physiologique (0,9 % NaCl) est mélangée a la phase organique (5:1 v /v) puis la séparation se
fait par une ampoule a décanter. Le chloroforme est évaporé a 1’aide d'azote et les lipides sont

finalement pesés pour mesurer leur poids.
11.1.2. Analyse du profil lipidique par GC-MS

Les lipides totaux ont subi une transestérification basique en utilisant le KOH 4% et le méthanol
1:40. La réaction a été réalisée sous ultrason pendant 40 min. Les esters méthyliques d’acides
gras ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse (Agilent 7890A Series GC) couplée
a la spectroscopie de masse. L’analyse des échantillons a été réalisée a 1’aide d’un injecteur
multimode dans la colonne 5-ms de dimension 30m x 250 pm x 0,25 pm et ’ionisation est

assurée par impacte électronique.

La composition en esters méthyliques d’acides gras a été calculée par rapport auX totales d’esters.
Les données ont été analysées par la base de données NIST 2011 MS. Le C10:0 a été utilisé

comme standard interne.
I1.2. Analyse des sucres totaux

Le dosage des carbohydrates repose sur la condensation des produits de dégradation des sucres.
L’acide sulfurique concentré transforme a chaud les glucides en dérivés furfuriques qui donnent

avec le phénol une coloration verte (solution diluée) a bleu (solution concentrée) dont I’intensité
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est mesuree par spectrophotométrie a 492 nm. La détermination de la teneur correspondante est

effectuée a I’aide de la courbe d’étalonnage.
11.3. Analyse des protéines

La méthode modifiée d’extraction des protéines utilisée est basée sur celle décrite par Price et
Slocombe. 10 mg de biomasse algale lyophilisée a été remise en suspension sous agitation dans
NaOH (4M), les homogénats ont subi une série de traitements : incubation a 95°C,
refroidissement a 0°C et agitation plusieurs fois avant un traitement par ultrasons pendant 30
min. Les homogénats ont été centrifugés a 15000 rpm. Le surnageant a été récuperé et le culot
est homogénéise dans du Tris-Hcl, avant de le centrifuger @ 15000 rpm. Les deux surnageantsont
été mélangés avant de passer a la précipitation des protéines 