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B RESUME

La protection intégrée et raisonnée des cultures constitue un défi majeur pour I’agriculture. Par ailleurs, les nouvelles
approches de productions agricoles doivent concilier I’environnement et 1’agriculture et donc veiller & préserver la
durabilité des écosystémes par la réduction des intrants chimiques au niveau des sols. Dans ce contexte, I’utilisation des
biostimulants et des bioéliciteurs constitue une alternative biologique innovante et prometteuse. Ces produits sont
capables d’induire la croissance d’une plante et de mimer son agression par un pathogene, induisant ainsi une résistance
chez la plante. Ces substances permettent donc de promouvoir un état de résistance chez les plantes face aux différents
stress biotiques et abiotiques. Plusieurs substances biologiques sont connues comme biostimulants telles que les
polysaccharides, les extraits végétaux, les acides fulviques et humiques, les acides aminés, ainsi que les extraits d’algues
et de microalgues. Au cours de ce travail, nous avons extrait des polysaccharides (PSs) a partir de microalgues et évalué
leur potentiel & induire la croissance et la défense de plants de tomate. Les potentiels biostimulant et Bioéliciteur de ces
PSs ont été testés et caractérisés par des approches biochimiques, métabolomiques, et moléculaires. Les résultats obtenus
ont montré 1’effet biostimulant des PSs sur la croissance de la plante (augmentation du nombre de neeuds, du poids sec
des pousses et de la longueur des pousses), ainsi que I’amélioration du contenu en caroténoides, en chlorophylles et en
protéines. Il a été aussi montré une amélioration de I’activité de la Nitrate réductase (NR) et de la NAD-Glutamate
Déshydrogenase (NAD-GDH). Par ailleurs, nos études ont montré que ces polysaccharides induisent des voies
biochimiques, transcriptomiques et métabolomiques en relation avec les voies de la défense des plantes. Nous avons
noté I’induction de protéines PRs dépendantes de la pathogenése (1,3-béta-glucanase, chitinase, PAL et POX), des
protéines totales, des polyphénols et du H202. L’analyse métabolomique par GC-MS a montré un changement dans le
profil des lipides, des stérols et des alcanes. Aussi, nous avons obtenu une induction de la synthése des acides gras
(C16:3, C18:2 et C18:3, C18:0 et acide azélaique), des alcanes, des alcénes et du phytostérol. L’analyse par
Metaboanalyst 0.5 a montré une induction des voies du métabolisme de I'acide linoléique (LAM), de la biosynthése des
acides gras insaturés (BUFA), de la biosynthese des acides gras (FAB), de la biosynthése de la cutine, de la subérine et
de la cire (CSWB), de la biosynthése des brassinostéroides (BrB), de 1’¢longation des acides gras (FAE), de la
dégradation des acides gras et du métabolisme de I'acide alpha-linolénique (aLAM). L’approche transcriptomique via
gRT-PCR a montré que les génes, MAPK (1-7), PR (PR1, PR2, PR3, PRY) et PI I ont été induits. Enfin, I’analyse par
HPLC-MS a montré une accumulation tres significative des phytohormones tZ et GA4. D'autre part, il a été noté une
réduction hautement significative de la synthése d’IAA et de DHZ et une réduction modérément significative de GA1 et
de SA. Aucun effet significatif n’a été relevé quant a la synthése de JA, ABA et iP. L’analyse par I’ACP et heatmap a
révélé que les souches qui ont induits positivement divers paramétres dépendants de la croissance et la défense des
plantes, sont D. salina, Porphortdium sp et P. tricurnutum. A I’issus de ces résultats, on peut constater que les
polysaccharides microalgaux ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de produits Biostimulants et
bioeliciteurs d’origine naturelle pour la stimulation de la croissance et I’induction de la défense des plantes.

Mots-clés : Microalgues, Polysaccharides, S. lycopercicum L (tomate), Stress, Biostimulants, Bioeliciteurs, Métabolomique,

Transcriptomique, Croissance et Défense des Plantes



B ABSTRACT

Integrated and reasoned crop protection is a major challenge for agriculture. In addition, new approaches to agricultural production
must reconcile the environment and agriculture and therefore ensure the sustainability of ecosystems by reducing chemical inputs to
the soil. In this context, the use of biostimulants and bioelicitors is an innovative and promising biological alternative. These products
are capable of inducing the growth of a plant and mimicking its aggression by a pathogen, thus inducing resistance in the plant. These
substances can therefore promote a state of resistance in plants to various biotic and abiotic stresses. Several biological substances are
known as biostimulants such as polysaccharides, plant extracts, fulvic and humic acids, amino acids, as well as algae and microalgae
extracts. In this work, we extracted polysaccharides (PSs) from microalgae and evaluated their potential to induce growth and defense
of tomato plants. The biostimulant and biorelicitor potentials of these PSs were tested and characterised by biochemical, metabolomic
and molecular approaches. The results obtained showed the biostimulatory effect of PSs on plant growth (increase in the number of
nodes, shoot dry weight and shoot length), as well as an improvement in the content of carotenoids, chlorophylls and proteins. It was
also shown to improve Nitrate Reductase (NR) and NAD-Glutamate Dehydrogenase (NAD-GDH) activities. Furthermore, our studies
showed that these polysaccharides induce biochemical, transcriptomic and metabolomic pathways related to those of plant defense.
The induction of pathogenesis-dependent PRs (1,3-beta-glucanase, chitinase, PAL and POX), total proteins, polyphenols and H202
was noted. Metabolomic analysis by GC-MS showed a change in the lipid, sterol and alkane profiles. An induction of the synthesis of
fatty acids (C16:3, C18:2 and C18:3, C18:0 and azelaic acid), alkanes, alkenes and phytosterol was obtained. Analysis by
Metaboanalyst 0. 5 analysis showed induction of the pathways of linoleic acid metabolism (LAM), unsaturated fatty acid biosynthesis
(BUFA), fatty acid biosynthesis (FAB), cutin, suberin and wax biosynthesis (CSWB), brassinosteroid biosynthesis (BrB), fatty acid
elongation (FAE), fatty acid degradation and alpha-linolenic acid metabolism (aLAM). The transcriptomic approach through gRT-
PCR showed that the genes, MAPK (1-7), PR (PR1, PR2, PR3, PR9) and PI | were induced. Finally, HPLC-MS analysis showed a
very significant accumulation of the phytohormones tZ and GA4. On the other hand, there was a highly significant reduction of IAA
and DHZ synthesis and a moderately significant reduction of GA1 and SA. No significant effect was found on the synthesis of JA,
ABA and iP. PCA and heatmap analysis revealed that the strains that positively induced various plant growth and defense dependent
parameters were D. salina, Porphortdium sp and P. tricurnutum. These results show that microalgal polysaccharides open new
perspectives for the development of biostimulants and bioelicitors of natural origin for the stimulation of growth and the induction of
plant defense.

Keywords : Microalgae, Polysaccharides; S. lycopercicum L (tomato), Stress, Biostimulants, Bioelicitors; Metabolomics;
Transcriptomics; Plant Growth and Defense.
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BLISTE DES ABREVIATIONS

PSs Polysaccharides SA Salycelic Acid

NN Nombre de noeuds JA Jasmonic Acid

SDW Poids sec des pousses ABA Abscicic Acid

SS Longueur des pousses MAPK  Mitogen-activated protein kinase
NR Nitrate Réductase PBR Photobioréacteur

NAD-GDH NAD-Glutamate dehydrogenase PUFA PolyUnsturated Faty Acid

PR Protéines dépendantes de pathogene  EPA Eicosapentaenoic Aide

POX Peroxydase DHA DocosaHexaenoique Acid

GC-MS Chromatographie a phase gazeuse TCA Acide trichloracétique
couplée de spectrométrie de masse

LAM Linoleic acid metabolism EBIC European Biostimulants Industry
Council
BUFA Unsaturated fatty acid biosynthesis PAMP Pathogen Associated Molecular
Patterns
FAB Fatty acid biosynthesis flg Flagelline
CSwB Cutin, suberin and wax biosynthesis ~ PGN Peptidoglycane
BrB brassinosteroid biosynthesis LPS Lipopolysaccharide
FAE Fatty acid elongation MAMP  Microbe-Associated Molecular Pattern
aLAM Fatty acid degradation, and alpha- DAMPs Damage-Associated Molecular Patterns
linolenic acid metabolism
UHPLC-MS Ultra-high performance liquid PRRs Pattern Recognizing Receptors
chromatography tandem mass
spectrometry
IAA Indole-3-acetic acid RLK Receptor-Like Kinase
DHZ DihydroZeatine RLP Receptor-Like Protein
tZ Trans-Zeatine NB-LRR Nucleotide Binding-site-Leucine-Rich
Repeat
iP Isopentenyladenine LysM Motifs lysine
GA Gibberellic Acid PTI Pattern-triggered Immunity
ETI Effectors-triggered Immunity
ROS Espéces réactives de 1’oxygene Pl Inhibiteurs des protéases
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide VIP Variable importance in projection
phosphate
RBOHD Respiratory burst oxidase homologD  ACP Analyse en composantes principales
CPKs Protéines kinases dépendantes du PLS-DA Analyse discriminante partielle des
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B INTRODUCTION

L’agriculture durable reste une nécessité primordiale pour maintenir la sécurité alimentaire pour
les générations futures. Ces derniéres décennies, l'intensification de I'agriculture a permis
d'augmenter la productivité, mais a également eu des effets néfastes sur I’homme et
I'environnement (Muller et al. 2017; Pingali 2012) Cette nocivité est aggravée par quatre
principaux facteurs. Le premier est la croissance accrue de la population qui va passer de sept
milliards en 2011 a neuf milliards d'ici 2 050 (Pathak et al. 2018; R. Singh et al. 2017) et qui
exigera une augmentation de 60 % de la production agricole au cours des 30 prochaines années
(Pathak et al. 2018; R. Singh et al. 2017; Chiaiese et al. 2018; Ronga et al. 2019; Alexandratos
and Bruinsma 2012). Le deuxiéme est lié aux activités socio-economiques developpées par
cette population croissante, qui ont contribué a : (i) une réduction de la surface disponible pour
la production de cultures vivrieres ; (ii) une dégradation et une raréfaction des ressources en
eau ; (iii) une accumulation de composés xénobiotiques dans les sols ; et (iv) une dégradation
de la qualité et de la fertilité des sols (Pathak et al. 2018). Le troisieme facteur est la
conséquence du changement climatique qui menace la production agricole actuelle et future
(Rosenzweig et al. 2014). Et finalement, I’utilisation large et excessive des produits chimiques
dans I’agriculture comme promoteurs de la croissance et agents de protection des plantes
(Dmytryk and Chojnacka 2018; Baweja, Kumar, and Kumar 2019; Pan, Jeevanandam, and
Danquah 2019; Michalak et al. 2016; Win et al. 2018). Compte tenu des impacts négatifs de
ces produits, les réglementations actuelles limitent l'utilisation des engrais minéraux et des
produits chimiques en agriculture (Dmytryk and Chojnacka 2018; Pan, Jeevanandam, and
Danquah 2019).

Par conséquent, maintenir des productivités agricoles élevées tout en assurant la durabilité du
systeme agricole est un défi urgent (Muller et al. 2017; Steensland 2019). Pour relever ce défi,
il est nécessaire d'adopter des pratiques et des solutions agricoles durables (Pathak et al. 2018;
Dmytryk and Chojnacka 2018). Dans ce contexte, les chercheurs ont porté leur attention sur les
produits biologiques tels que, les microalgues et les cyanobactéries, qui se présentent comme
une ressource prometteuse pour I’amélioration et la protection des cultures en raison de leur
potentiel, biostimulant et bioéliciteur (Pathak et al. 2018; R. Singh et al. 2017; Chiaiese et al.
2018; Dmytryk and Chojnacka 2018; Pan, Jeevanandam, and Danquah 2019; Goérka et al.
2018).

Les microalgues présentent un ensemble de caractéristiques ayant une valeur unique pour

répondre a ce scénario agricole difficile. 1ls constituent un groupe trés diversifié de micro-
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B INTRODUCTION

organismes essentiellement photosynthétiques qui comprend des cyanobactéries (organismes
procaryotes) et des organismes eucaryotes (par exemple, les algues vertes, les euglénoides et
les diatomées) (Richmond and Hu 2013; Barsanti and Gualtieri 2005; Mata, Martins, and
Caetano 2010) Les microalgues, offrent une alternative prometteuse pour le développement des
biostimulants de la croissance et la protection des plantes, et contribuent a la réduction de notre
dépendance aux engrais et pesticides chimiques (Prasanna et al. 2014; 2015). Selon la
littérature, les métabolites d'algues peuvent jouer un réle important dans: (i) la décontamination
et la fertilisation des sols ; (ii) la protection des plantes contre les stresses biotiques et abiotiques
; et (iii) le développement des plantes (Ronga et al. 2019; Goérka et al. 2018). En outre, les
microalgues et les cyanobactéries présentent des phytohormones, connues pour leur activité en
tant que promoteurs de la croissance des plantes (Pan, Jeevanandam, and Danquah 2019; Han
et al. 2018; Lu and Xu 2015).

Dans ce contexte vient cette these pour contribuer a I’étude de I’effet des microalgues sur la
croissance et la tolérance des plantes de la tomate au stress biotique et abiotique, afin
d’améliorer la production et la protection des plantes et aussi minimiser 1’utilisation des produit

chimiques.

Les travaux effectués durant cette thése ont pour objectif principal d’évaluer 1’efficacité des
polysaccharides (PSs) microalgaux a stimuler la croissance des plantes de la tomate « Solanum.
Lycopercicum L », & induire la défense de la plante, et améliorer 1’absorption et 1’assimilation
des nutriments. Et encore leur effet sur les voies; biochimiques, métabolomiques et

transcriptomiques en relation avec la défense des plantes de la tomate.
L’ensemble des travaux sont synthétisés dans ce manuscrit qui est organisé en 3 parties :

Partie 1 : Est consacrée a I’étude de I’effet biostimulant des polysaccharides de trois
microalgues, A.platesis, D. salina et porphorydium sp sur ; (i) la croissance des plantes, de la
tomate en étudiant les parameétres agronomiques ; (ii) I’assimilation de 1’azote via le dosage des
activités de la nitrate réductase (NR) et de NAD-Glutamate Dehydrogenase (NAD-GDH) ; (iii)
I’activité photosynthétique, par 1’évaluation des pigments la chlorophylle a (Chla), la
chlorophylle b (chl b) et les caroténoides ; et finalement (iv) la distribution des métabolites en

utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée de spectrométrie de masse (GC-MS).
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Partie 2 : Est consacrée a une évaluation du potentiel bioéliciteur des PSs microalgaux sur les
mécanismes de la défense des plantes de tomate via ; (i) Une approche biochimiques, par 1’étude
des activités enzymatiques des protéines PR (Chitinase et 1,3-béta-glucanase), PAL et
Peroxydase (POX), ainsi que par le dosage des protéines, polyphénols et superoxide
d’hydrogéne (H20) ; et (ii) Une approche ; métabolomiques, en étudiant les profils des

métabolites induits on utilisant la GC-MS.

Partie 3 : Est focalisée sur 1’étude des mécanismes de défense des plantes de la tomate, induits
par les extraits polysaccharidiques. Cette étude est faite sur trois niveaux d’analyses ; (i)
transcriptomique, par 1’étude de 1’expression des genes dépendants de la défense a savoir, les
genes de la cascades MAPKs (MAPK 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7), les génes PRs (PR1, Glucanase et
Chitinase), le gene Phenylalanine ammonia lyase (PAL), le géne Lypoxygenase (Lox), les
génes des inhibiteurs de protéase (PI1 et P12) ; (ii) I’analyses des voies de biosynthéses, LAM,
BUFA, FAB, CSWB, BrB, FAE, aLAM, on utilisant GC-MS et Mytaboanalyst 5.0.

Ce travail entre dans le cadre d’un projet sous le théme « le développement des biostimulants
des plantes a partie des microalgues ». Le projet est le fruit d’une collaboration entre la

fondation MASCIR et le ministére de 1’enseignement supérieur.
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1. Microalgues

1.1. Biodiversité des microalgues

Les microalgues constituent un groupe de microorganismes tres diversifies (Figure 1). En
géneral, elles sont catégorisées en deux groupes : les procaryotes a savoir les cyanobacteries
(algues vert-bleu) et prochlorophyta, et les eucaryotes tels que Chlorophyta (algues vertes),
Rhodophyta (algues rouges), Phaeophyta, Bacillariophyta (Diatomées), et Chrysophyta
(Romano et al. 2017). Ces microorganismes sont capables de synthétiser les macromolécules
organiques complexes (les lipides, les polysaccharides, les acides nucléiques, les protéines,..).
Cette capacité est due a leur activité photoautotrophique en utilisant la lumiére, le CO et les
nutriments inorganiques tels que le phosphore et 1’azote (Idrees 2014). Le nombre des
microglgues est estimé de 2.105 a 8.105 et leurs tailles varient entre quelques micrometres et
quelques centaines de micrometres (Venkatesan, Manivasagan, and Kim 2015). Le spécimen
individuel de la plupart de ces microorganismes est inobservable, mais lorsqu’ils produisent
une large population ils deviennent visibles avec différentes couleurs : verte, rouge, brune ou
vert-bleu (J. Singh and Saxena 2015). Elles contribuent a la moitié de 1’activité

photosynthétique globale (Andersen 1996).

Statistiquement la majorité des especes microalgales décrites jusqu’a maintenant appartiennent
aux groupes des algues vertes, des cryanophycées et des diatomées (J. Singh and Saxena 2015).
Les microalgues croissent généralement dans les eaux douces et de mer ; ainsi ont les trouves
dans des écosystemes extrémes (extrémophiles) ; les lacs et les mers salées ; les limites des
zones photiques (200-300m) au-dessous de la surface de 1’eau ; des sols riches en humus dans
les déserts, les roches, etc...(J. Singh and Saxena 2015).

1.2. Culture des microalgues

La culture des microalgues est une alternative biotechnologique trés prometteuse pour une
industrie durable vu leur potentiel économique. Elles peuvent étre cultivees par différentes
méthodes et dans différentes conditions. Elles utilisent 1’énergie lumineuse pour convertir le
CO: et H20 absorbés en matiére organique (Biomasse) via I’activité photosynthétique (Ozkurt
2009). Pour leur croissance, elles ont besoin de I’azote et du phosphore. Elle nécessite aussi
d’autres éléments nutritifs ; les macroélements Na, Mg, Ca, K et microéléments a savoir Mo,

Mn, B, Co, Fe, Zn. En général, pendant le développement, la cellule microalgale passe par
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quatre phases de la croissance : la phase de latence, la phase exponentielle, la phase stationnaire

puis la phase de déclin.

a d 1\
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Figure 1 : Hlustre de la diversité morphologiaue et de la taille des souches microalgales.

A. Amphora sp B. Thalassiosira weissflogii C. Thalassiosira sp D. Arthrospira platensis E. Navicula
sp F. Prorocentrum sp G. Nitzschia sp H. Microcystis sp I. Ceratium sp J. Skeletonema costatum K.
Chaetoceros gracilis L. Spirulina subsalsa M. Rhizosolenia sp N. Microcystis aeruginosa O.
Anabaena sp P. Aphanocapsa sp Q. Halosphaera sp R. Green algae S. Oscillatoria sp (Sandeep et
al. 2019).

1.2.1. Techniques d’isolement et de purification des microalgues
L’isolement et la purification d’une monoculture microalgale est suit plusieurs étapes :

4 Echantillonnage : une technique d'échantillonnage appropriée, une saison

d'échantillonnage, une évaluation de I'habitat et la conservation des échantillons sont des
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facteurs essentiels pour la collecte de microalgues. 1l est nécessaire d'enregistrer les facteurs
abiotiques du site d’échantillonnage tels que la lumiére, la température de I'eau, I'O2 dissous
et le CO2, la concentration en nutriments, le pH et la salinité afin d'imiter ces conditions au
laboratoire (Mutanda et al. 2011).

+ Isolement d’une cellule unique : c’est le transfert d’une cellule microalgale a partir de
I’échantillon vers le milieu de la culture stérile. Ce transfert est assuré par la micropipette
ou le capillaire en verre sous une observation microscopique.

+ Dilution en série : c’est la technique la plus utilisée pour I’isolement de la cellule
microalgale. Le facteur de dilution est généralement constant a chaque étape, ce qui entraine
une progression géomeétrique de la concentration de maniére logarithmique. Le succes de la
technique dépend fortement de la précision d'une quantité mesurée de culture cellulaire

pendant le transfert d'un milieu a un autre.

+ Strie sur Plaque : dans I’intérét de la purification et de I’identification, la technique « strie
sur plaque » reste la plus courant pour I’isolement d’une souche microalgale pure a partir
d’une mixture des microorganismes. Cette méthode nécessite la préparation de plaques de
gélose aseptique suivie de I'introduction d'une boucle d'inoculation stérile dans I'échantillon
liquide ou le pincement d'une colonie morphologiquement distincte de la surface de la
membrane ultérieure avec un outil a épingler stérile. C’est la meilleure méthode pour isoler
les cultures axéniques sans nécessiter de manipulation ni de modification de technique.
Apres incubation, les plaques de gélose incubées, offrant des conditions physiologiques

optimales pour I'espéce / souche d'intérét.

+ Centrifugation/densité : la centrifugation applique une sédimentation par gravité a des
organismes distincts en fonction de la taille des cellules. Cette technique est généralement
appliquee pour seéparer les gros organismes des cellules microalgales. La technique
centrifuge a gradient de densité sépare les différentes espéces de microalgues en différentes
bandes. Cette technique est principalement utilisée pour concentrer le nombre de cellules
d'une souche de microalgues souhaitée a partir des échantillons concentrés. La vitesse et le

temps de centrifugation varient en fonction des especes de microalgues cibles.
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+ Enrichissement de Milieu : des cultures d'enrichissement utilisant une pression de sélection
peuvent étre utilisees pour obtenir l'isolement d'une seule célulle. Les substances
d'enrichissement couramment utilisées comprennent des milieux nutritifs spécifiques, des
extraits de sol, des nutriments comme le nitrate et le phosphate, et des métaux
traces(Mutanda et al. 2011). L'ajustement du pH est une stratégie couramment adoptée pour
obtenir des cultures exemptes de bactéries. Les habitats naturels peuvent étre deficients en
un ou plusieurs nutriments nécessaires a la croissance des microalgues. Dans la nature, les
nutriments sont recyclés ou fournis par l'action physiologique d'autres organismes.
L'échantillonnage réduit le recyclage des nutriments et peut ainsi provoquer la mort des
microalgues. Les substances enrichissantes sont généralement ajoutées en quantités

minimales a des stades séquentiels.

1.2.2. Facteurs influengant la croissance des microalgues

La culture des microalgues dépend de I’espéce, la disponibilité des nutriments (N, P, K,..), le

pH, la température, la salinité, le carbone inorganique, 1’oxygene, 1’intensité lumineuse et le

CO2 (Mutanda et al. 2011).

1.2.2.1. Lumiere

L’intensité lumineuse reste un facteur limitant majeur de la croissance des microalgues. La
durée et I’intensité lumineuse affectent directement I’activité photosynthétique des microalgues
et influencent leur composition chimique ainsi que le taux de la production (Krzeminska et al.
2014). La productivité de la biomasse et le taux de la croissance diminuent avec la diminution
de la durée de I’éclairage (Jacob-Lopes et al. 2009). Une forte intensité endommage les
récepteurs lumineux chloroplastiques, ce qui induit une photoinhibition et la réduction de la
croissance (Lee 1999). En général 18h lumiére/ 6h obscurité reste le photopériodisme le plus

souhaitable par les microalgues.

1.2.2.2. Température

La température joue un rdle primordial dans les réactions photocatalytiques (Xing et al. 2013).
Elle a aussi un effet sur le maintien de 1’équilibre chimique des espéces, la solubilité des gaz
ainsi que le pH (4). La température optimale de la croissance des microalgues varie entre 20 C°
et 25 C°(Solimeno et al. 2015). La plupart des espéces se développent et tolerent les
températures entre 16 C°-35 C° (Bitog et al. 2011; Chisti 2007; S. P. Singh and Singh 2015).

Les températures en-dessous de 16 C° diminuent le taux de la croissance cellulaire ; cependant
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les températures au-dela de 35 C° sont létales pour certaines espéces (Bitog et al. 2011). En
géneral, une augmentation de la température est accompagnée par une amélioration de I’activité

photosynthétique et I’assimilation des nutriments.

1.2.2.3. pH

Le pH est un autre facteur important qui affecte la croissance des microalgues. Ces derniers ont
des exigences différentes vis-a-vis du pH. La croissance de la plupart des espéces microalgales
est favorable a des pH entre 8.2 et 8.7. Toutefois, elles peuvent aussi bien étre cultivées a des
pH qui varient entre 7 et 9 (Berberoglu, Pilon, and Melis 2008). Le pH du milieu de culture
intervient dans la régulation de I’assimilation des nutriments essentiels a savoir le nitrate et le

phosphate.

1.2.2.4. Salinité

La tolérance des especes des microalgues et des cyanobactéries a la salinité varie
considérablement. Cette variation de tolérance engendre deux groupes de microalgues ; le
premier est hypotonique qui renferme les espéces d’eau douce qui peuvent tolérer des faibles
concentrations en sels ; et le deuxiéme est hypertonique qui englobe les especes marines, qui
ont la capacité de tolérer les concentrations élevées de sels (P. Singh et al. 2015). Des salinités
de l'ordre de 20 a 24 g L™* se sont avérées optimales pour la plupart des microalgues (Lavens
and Sorgeloos 1996). Les microalgues peuvent étre maintenues dans une large gamme de
salinité, grace a leurs capacités d'osmorégulation défensives inhérentes, telles que les parois
cellulaires rigides, la régulation de I'absorption du sel, la synthese de composés de faible poids
moléculaire non chargés et par l'excrétion d'eau et de sels (Kirst 1990). L’inhibition de la
photosynthése et la croissance sont induites par des concentrations en sel qui dépassent le seuil
supportable par les espéces. A des conditions extrémes, une plasmolyse ou un éclatement

cellulaire peut se produire (Fogg 2001; Kirst 1990).

1.2.2.5. Nutriments

Le besoin nutritionnel est variable selon les espéces microlgales, mais les exigences de base
restent les mémes pour toutes les espéces. L’azote, le phosphore et le carbone sont des
macronutriments primordiaux des microalgues (CHz1.7 Oo.4 No.15 Po.ooes) (Juneja, Ceballos, and
Murthy 2013). Le silicium reste le majeur macronutriment pour certaines especes marines

surtout les diatomées. Les Micronutriments comme, Mo, K, Co, Fe, Mg, Mn, B, et Zn sont
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exigés comme éléments de trace, jouant un impact primordial sur la croissance des microalgues
qui est liee a leur influence sur diverses activités enzymatiques de la cellule (Hu, Zhang, and
Sommerfeld 2006; Gardner-Dale, Bradley, and Guest 2017) carence en éléments nutritifs
affecte considérablement le taux de croissance des microalgues et entraine une faible production
de la biomasse (Khozin-Goldberg and Cohen 2006; Ito et al. 2013). Par contre, I’apport en
nutriments induit fortement la synthése et I'accumulation des glucides et des lipides dans les

cellules microalgales (Prathima Devi and Venkata Mohan 2012).

En plus de ces facteurs qui affectent la croissance des microalgues, il existe d’autres qui sont
soit de nature abiotique (le changement de taux de dioxyde de carbone et de I’oxygéne dans le
milieu, le type de milieu de culture, la présence d’une substance chimique toxique dans la
culture), soit de nature biotique (contaminant biologique) tel que les bactéries, les champignons,
les virus, les protozoaires et/ou la présence d’autres souches microalgales. D’autres facteurs liés
aux proces a savoir la concentration de la biomasse, I’intensité de 1’agitation et la fréquence de
la récolte de la biomasse ont également une influence sur les microalgues (Chisti 2008; 2007,
Placzek, Patyna, and Witczak 2017).

1.2.3. Systémes de culture des microalgues

Les systemes de culture des microalgues sont classifiés en deux catégories : les systémes

ouverts et les systemes fermés ou photobioréacteurs (PBRs) (Figure 2).

1.2.3.1. Bassins et raceways

Ce type de systemes de culture des microalgues comprend les étangs naturels (Lac, Lagunes,
étang) et les étangs artificiels (étangs raceways). Le systeme de culture le plus connu est le
raceway qui peut étre ouvert ou fermé (Hase et al. 2000). Pour assurer la circulation de la culture
microalgale, une bonne distribution des nutriments et aussi les rayons lumineux; des roues a
aubes sont fournis pour assurer 1’agitation. La scalabilité, la conception simple, la capacité de
production élevée et le colt de maintenance et d’exploitation bas, restent les principaux
avantages de culture des microalgues dans ces systemes (Ugwu, Aoyagi, and Uchiyama
2008). Cependant, ce systeme a des inconvénients non négligeables a savoir la contamination
par d’autres microalgues (Smith et al. 2005), I’infection par des virus destructifs
des microalgues (Schroeder et al. 2003), I’attaque par des champignons (Gutman, Zarka, and
Boussiba 2009), les pertes d’eau par évaporation, une faible diffusion du CO2 atmosphérique,

I’exigence d’une grande surface terrestre, la limitation a quelques souches, ainsi que les
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conditions environnementales (Pluie, tempeérature et intensité lumineuse) (Ugwu, Aoyagi, and
Uchiyama 2008). Les raceways fermés sont moins vulnérables a la contamination et aux

perturbations environnementales que les bassinss ouverts (Tableau 1).

1.2.3.2. Photobioréacteurs

Pour surmonter les problemes associés aux systéemesouverts, des systemes photobioréacteurs
(PBRs) (Figure 2) ont été développés. Les PBR sont constitués de verre / plexiglas / PVC
transparent avec éclairage interne ou externe et dotés d'un échange de gaz contrdlé et d'un
mélangeur / circulation de milieu. Les principaux facteurs limitant la croissance des
microalgues tels que I’intensité lumineuse, la photopériode, la température, 1’agitation, le
changement de gaz et les pertes par évaporation sont contr6lables par certains PBRs. Ces
derniers assurent une limitation de contamination par les bactéries ou d’autres contaminations
et facilitent ainsi la culture d’algues axéniques des monocultures (P. Singh et al. 2015). La taille
et le type de ces PBR peuvent varier selon le type de souche, I'utilisation finale de la biomasse
et la scalabilité. De point de vue conception, ils sont tres diversifiés. On trouve des bioréacteurs
fermés a panneaux plats, les tubes verticaux / inclinés, les hélicoidaux, les ponts aériens, les
ponts aériens tubulaires horizontaux / serpentins, les colonnes a bulles, les membranes ou les
PBR de type hybride (Qiang and Richmond 1996; Rubio et al. 1999; Ugwu, Aoyagi, and
Uchiyama 2008).

Tableau 1 : Comparaison entre les systemes ouverts et fermes pour la production de microalgues.

Parameétres Systeme ouvert Systeme fermé
Impact environnemental  Superficie ; quantité en eau ; Pertes de CO2 élevé Faible
Probléemes biologiques Especes algale Restreinte Flexible
Contamination Risque élevé Faible risque
Productivité de la biomasse Faible Elevée
Composition en biomasse Variable Reproductible
Problémes de processus Control de la température Non Oui
Dépendance au climat élevé Faible
Besoin énergétique Faible Elevée
Contrdle de processus Non Oui
Utilisation de I’eau usée Oui Oui
Nettoyage de réacteur Non requis Requis
Cout Investisment, maintenance, récolte Faible Elevé

Adapté de Pires, J. C. (2015).(Pires 2015)
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Figure 2 : Systémes de la culture des microalgues.

A gauche les étangs raceway (systeme ouvert) (de http://algae-energy.co.uk.) et a droit les
photobioréacteurs (systeme fermé).

1.3. Bioproduits des microalgues et leurs applications

La biodiversité des microalgues, permettra de générer une vaste diversité de molécules
bioactives exploitables dans différents applications industrielles. Ces microalgues contiennent
les proteéines, les lipides, les polysaccharides, les pigments, les phytohormones, les vitamines et
les minéraux (Tableau 2) (Bhattacharya and Goswami 2020). Ainsi, elles peuvent produire des
métabolites secondaires sous forme de molécules bioactives ayant des conformations

complexes et une efficacité biologique.

L’exploitation des microalgues durant ces 20 dernieres années est pointue sur quatre
microalgues remarquables : a) Spirulina (Arthrospira), b) Chlorella vulgaris, c) Dunaliella

salina, and d) Haematococcus pluvialis.

Tableau 2 : Principales especes de microalgues, leur composition, leurs produits et leurs applications.

Espéces/groupe Composition (% matiére ceche)  Produits Applications
Protéin Lipid Carbohy
drate
Arthrospira platensis 46 —63 4-9 8-14 Phycocyanin, biomasse Aliments naturels, cosmétiques
) . o Capsule antioxydante, systeme
Arthrospira maxima 60-71 6-7 13-16 Protéin, Vitamine B 12 . .
immunitaire
Aphanizomenon flos — 62 3 23 Protéin, acide gras essentiel, Aliments santé, complément
aquae f3- caroténe alimentaire,
Biomasse, extrait Nutrition animale, complément
Chlorella spp. 57 2 26 ] .
Carbohydrate alimentaire
. Biomasse, extrait Aliments diététiques, compléments
Chlorella vulgaris 51-58 14 -22 12-17 . . . .
Carbohydrate alimentaires, Nutrition animale
. Aliments diététiques, compléments
Dunaliella salina 57 6 32 Carotenoids, - carotene . . . .
alimentaires, Nutrition animale
Aliments santé, produits
Haematococcus pluvialis 48 15 27 Carotenoids, astaxanthin pharmaceutiques, aliments pour
animaux
. . Pharmaceutiques, cosmétiques, anti-
Odontella aurita 39 -61 22 -38 14 -18 Acide gras, EPA

inflammatoires
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.- . Produits pharmaceutiques,
Porphyridium cruentum 28 -39 9-14 40 -57 Polysaccharides »
cosmétiques

Isochrysis galbana 50 -56 12-14 10-17 Acide gras Nutrition animale
Phaedactylum . . . .
. 3842 18 -20 20 -25 Lipides, Acide gras Nutrition, production de carburant
tricomutum
Lyngbya majuscule 25-33 11-13 28 37 Immune modulateurs Produits pharmaceutiques, nutrition
Scennedesmas spp. 47 1-9 21-52 Protéin Agquaculture, nutrition humaine
. . Aliments, boissons et compléments
Schizochytrium sp. 40 -46 2224 10-14 DHA et EPA . .
alimentaires
o B Développement du cerveau, santé et
Crypthecodinium cohnii 28 45 22-38 25-33 DHA o .
nutrition infantiles
) . Nourriture pour poissons marins
Nannochloropsis oculata 63 11 15 Biomasse . o
larvaires et juvéniles
) Complément alimentaire et produits
Nannochloropsis sp 42 -50 12 -16 28 -30 EPA .
pharmaceutiques
Cité et adapté par Bhattacharya, M., & Goswami, S. (2020)(Bhattacharya and Goswami 2020)
1.3.1. Lipides

Les microalgues contiennent une grande quantité de lipides, environ 30 a 50% de leur poids
total. Ce pourcentage important, les rend plus attrayants pour produire du biodiesel et des
compléments alimentaires diététiques (Yeh and Chang 2012). Les lipides sont catégorisés en
deux groupes : ceux qui ont une chaine avec 14-19 atomes de carbone, destinés a la production
du biodiésel, et ceux qui dépassent 19 atomes de carbone qui sont les plus largement connus
comme PUFA (polyunsturated faty acid) microalgaux, par exemple : acide eicosapentaénoique
(EPA) et acide docosahexaénoique (DHA). Ces w— 3 lipides constituent des compléménts
alimentaires car ils sont considérés comme fondamentaux dans la nutrition humaine (Lai 2015).
Les PUFAs et autres lipides des microalgues peuvent étre utilisés dans 1I’industrie cosmétique

ou comme des composeés lubrifiants pour les polyméres (Michalak et al. 2015).

1.3.2. Protéines

Les microalgues sont des sources pertinentes de protéines, de peptides et d'acides aminés.
Certaines microalgues peuvent contenir plus de 50% de poids sec en termes de protéines (Khan,
Shin, and Kim 2018). Les peptides de microalgues marines exercent plusieurs effets bénéfiques
sur la santé, comme antihypertenseur, antitumoral, antimutagéne, anti-tyrosinase, anticoagulant
et antioxydant (Vo, Ryu, and Kim 2013; Rizzello et al. 2016). Les protéines des microalgues
marines ont des effets bénéfiques sur le systéeme cardiovasculaire, tels que les activités
antihypertensives et inhibitrices de I'angiotensine (Sheih, Fang, and Wu 2009; Suetsuna and
Chen 2001).
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1.3.3. Polysaccharides

En général, le taux des polysaccharides chez les microalgues est de 50% par rapport a leur poids
sec. Cette capacité est due a leur efficacité en photo-conversion et le stockage facile des glucides
(Yen et al. 2013). Ces derniers sont composés principalement de glucose, d’amidon, de
cellulose et de plusieurs types de polysaccharides (PSs) qui peuvent constituer une source de
matiére premiére pour la production de bioéthanol (Bhattacharya and Goswami 2020). Ces
PSs microalgaux peuvent intervenir dans la régulation du systéme immunitaire et les réactions
inflammatoires, et peuvent étre exploités pour la production des produits cosmétiques, des
ingrédients alimentaires et des agents thérapeutiques. En plus de PSs matriciels, les microalgues
produisent des polysaccharides extracellulaires, particulierement les exopolysaccharides
sulfatés connu par leurs activités biologiques (Bhattacharya and Goswami 2020). Ces
polysaccharides sulfatés sont hautement bioactifs, permettent la génération du matériel bioactif,

et des produits nutritionnels et pharmaceutiques (Arad and Levy-Ontman 2013).

1.3.4. Pigments

Les microalgues renferment trois principaux pigments : les chlorophylles, les caroténoides et
les phycobiliprotéines. La majorité de ces pigments représente des précurseurs de vitamines.
Leurs applications sont trés diversifiées ; de I’alimentation animale, aux additifs alimentaires,
aux cosmétiques, aux produits pharmaceutiques, aux colorants alimentaires et aux biomatériaux
(Poonam Sharma and Sharma 2017; Nobre et al. 2013). Les astaxanthines sont lI'un des
pigments, qui ont des activités antioxydantes potentielles telles que des effets anti-age, anti-
inflammatoires et immunitaires peuvent étre utilisés pour les industries alimentaires et
nutraceutiques (Cheng et al. 2016). Les phycobiliprotéines ont des propriétés potentielles qui
les rendent primordiales dans le domaine de la santé, comme agent préventif de cancer,
antiviral, antioxydant, antiallergique, anti-inflammatoire et neuro-défensive (C.-Y. Chen et al.
2013).

1.3.5. Vitamines

Les microalgues représentent une source inexplorée de presque toutes les vitamines connues :
pro-vitamine A (a- et B-carotene, apocaroténoides), vitamine C (acide ascorbique), vitamine E
(tocophérols et tocotriénols) et certaines vitamines du groupe B, telles que B1 (thiamine), B2
(riboflavine), B3 (niacine) et B12 (cobalamine) (Mus et al. 2013; Hosseini Tafreshi and Shariati
2009; Jépelt and Jakobsen 2013) La vitamine D est également présente dans les microalgues.
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Les vitamines sont essentielles a la santé, car elles sont des précurseurs d'importants cofacteurs
enzymatiques nécessaires aux fonctions métaboliques essentielles. Les vitamines présentent

également une forte activité antioxydant.

1.4. Applications des microalgues

Les microalgues ou leurs extraits montrent un grand potentiel dans divers domaines
d’applications (Figure 3) a savoir : (i) Leur utilisation comme des biofertilisant/biostimulant
ou bioéliciteur dans I’agriculture (Renuka et al. 2018); (ii) Pour I’environnement, les
microalgues sont exploitées dans la phycoremédiation, pour la bioséquestration de CO- et le
traitement des eaux usées (Basu et al. 2013); (iii) Grace a leur efficacité photosynthétique, leur
taux de croissance et leur quantité en lipide, les microalgues peuvent étre des agents prometteurs
pour la production de la bioénergie (Y. Y. Choi et al. 2019); (iv) Des études ont montrés que
les microalgues ou leur dérivées sont valorisables comme produits alimentaires pour animaux
et poissons, produits pharmaceutiques, cosmétiques, produits bioplastiques, fluorophores, et
colorants alimentaires et textiles (Beetul et al. 2016); (v) De nos jours, l'intégration de la
production de biocarburants et de bioproduits a base de microalgues avec le traitement des eaux
usées presente des avantages majeurs pour la valorisation des mircoalgues dans le domaine de

la bioraffinerie (Christenson and Sims 2011).

'@’
®
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Bioproduits

Pharmaceutique
Cosmétique
Compliment alimentaire

» Biosequistration de CO2 Q 'II

-

» Traitement des eaux usées
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Figure 3 : Applications des biomasses et les extraits des microalgues.

Adapté de (Beetul et al. 2016; Renuka et al. 2018)
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1. Biostimulants des plantes

1.1. Genéralités

La productivité des plantes est dépendante de la régulation de leur croissance et leur
développement et aussi I’atténuation des effets des stress, biotique et abiotique (Oleg | Yakhin
et al. 2017). En plus des méthodes conventionnelles, les biostimulants sont intégrés dans le
systéme agricole afin d’optimiser le potentiel de rendement et de productivité des plantes (Oleg
| Yakhin et al. 2017). Cette nouvelle approche, des biostimulants offrent un potentiel indirect
qui permet de réguler et modifier les processus physiologiques des plantes dont le but est de

stimuler la croissance et induire la tolérance aux stress afin d’augmenter le rendement (Oleg |

Yakhin et al. 2017).

Le développement de la science du « Biostimulant des plantes » a vu une progression
scientifigue, commencée par un concept général dans lequel Filatov 1944 (VLADIMIR P
Filatov 1944) et 1951a (V P Filatov 1951b) et b (V P Filatov 1951a) a considéré les
biostimulants comme des «Stimulants biogéniques ». Selon Filatov, ces derniers représentent
des matériaux biologiques dérivés de divers organismes, y compris des plantes, qui ont été
exposés a des facteurs de stress et qui pourraient affecter les processus métaboliques et
énergétiques chez les humains, les animaux et les plantes. Apres quelques années,
Blagoveshchensky (1956) (Blagoveshchensky 1956) a spécifié I’effet des biostimulants
biogenes comme des acides organiques qui sont capables d’améliorer les activités enzymatiques
chez les plantes, cité par (Oleg | Yakhin et al. 2017; Herve 1994) qui a proposé que un
biostimulant doit étre fonctionnel a des faibles doses, €tre respectueux de 1’environnement et

avoir un potentiel reproductible sur les plantes agricoles.

En 2012 EBIC « European Biostimulants Industry Council » a constaté que les biostimulants,
« Contiennent des substances et / ou des micro-organismes dont la fonction, lorsqu'ils sont
appliques aux plantes ou a la rhizosphere, est de stimuler les processus naturels pour ameliorer
/ favoriser I'absorption des nutriments, I'efficacité des nutriments, la tolérance au stress
abiotique et la qualité des cultures. Les biostimulants n'ont pas d'action directe contre les
ravageurs, et ne rentrent donc pas dans le cadre réglementaire des pesticides ». Trois ans apres,
(du Jardin 2015) a défini les biostimulants comme «Toute substance ou micro-organisme
applique aux plantes dans le but d'améliorer I'efficacité nutritionnelle, la tolérance au stress

abiotique et / ou les caractéristiques de qualité des cultures, quelle que soit sa teneur en
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nutriments. Par extension, les biostimulants végétaux désignent également des produits
commerciaux contenant des mélanges de telles substances et / ou micro-organismes. ». En fin,
en (O | Yakhin, Lubyanov, and Yakhin 2016) a considérer les biostimulants ; «Produits
principalement a base de matiéres premieres naturelles, utilisés dans des petites doses pour la
modification des processus physiologiques et biochimiques des plantes dans le but de réaliser
plus complétement le potentiel génétique de leur productivité en raison des changements de
statut hormonal, I'activation des processus métaboliques, 1’augmentation de l'efficacité de la
nutrition, la stimulation de la croissance, du développement et renforcement de la capacité a

résister aux effets négatifs de divers facteurs de stress».

Classification
La classification des catégories des biostimulants est basée sur la formulation d’une ou plusieurs

composantes et elles peuvent classés en fonction de I’origine ou le mode d’action de I’ingrédient

actif (Basak 2008).

Mode d’action
A T'heure actuelle, étant donné la difficulté & déterminer un « mode d'action » pour un produit

complexe a plusieurs composants tels qu'un biostimulant.

1.2. Biostimulant de la croissance des plantes

De nouvelles approches, telles que l'application des biostimulants a l'agriculture, ont été
proposées non seulement pour améliorer la productivité et la qualité des cultures et des produits
dérivés des cultures, mais aussi pour accroitre la durabilité de la production agricole, en évitant
une nouvelle dégradation de I'environnement (par exemple, eutrophisation, infertilité des sols
et perte de biodiversité) (Calvo, Nelson, and Kloepper 2014; Garcia-Gonzalez and Sommerfeld
2016).

Wozniak, E., et al 2020 (Wozniak et al. 2020) ont fait une synthése de I’impact de plus de 80
biostimulants de différentes catégories « extraits d'algues, autres extraits de plantes, acides
humiques et fulviques, acides aminés et de protéines hydrolysées, mélanges de composés
synthétiques et naturels, et des phosphites a une variété de produits microbiens vivants et de
métabolites microbiens » sur 60 plants dans leur revue “Biostimulant Mode of Action : Impact
of Biostimulant on Whole-Plant Level”. Ils ont constaté que malgré les différentes

compositions chimiques des biostimulants évalués, ils générent des réponses similaires sur un
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large éventail de plantes, contribuant a ameliorer la germination, la croissance des pousses et

des racines, la floraison et la nouaison, et la production des cultures mesurée par un rendement
accru et amélioré (Figure 4). Ces effets positifs des biostimulants sur la croissance et le
développement d'une plante sont étayés par des preuves que les biostimulants améliorent les
processus universels d'absorption et d'utilisation des nutriments, et améliorent les performances
des plantes leur permettant de surmonter les divers stress abiotique et biotique (Wozniak et al.
2020).
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Figure 4 : Nombre de cultures montrant une réponse positive a I'application de biostimulant
(Wozniak et al. 2020).
On a signalé que sept grandes catégories de biostimulants augmentaient le rendement, la qualité, la
germination, la croissance des pousses, la croissance des racines et la floraison.et la nouaison,

I'absorption et la distribution des nutriments, et améliorer les performances des cultures en cas de stress
abiotique et biotique (Wozniak et al. 2020).

Diverses études ont montré que les biomasses et les extraits des microalgues sont capables de
contribuer a une production agricole durable et saine (Navarro-Lopez et al. 2020; Calvo,
Nelson, and Kloepper 2014; Garcia-Gonzalez and Sommerfeld 2016; Rachidi et al. 2020;
Mutale-joan et al. 2020) Les différents extraits de Scenedesmus ont un potentiel biostimulant
sur I’indice de germination des graines de Nasturtium officinale, I’activité de 1’auxine chez le

haricot mungo «Vigna radiata L.» et le concombre «Cucumis sativus », et I’activité de
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cytokinine chez le concombre (Navarro-Lopez et al. 2020). Ils peuvent améliorer la germination
des graines, améliorer la croissance des plantes, le rendement, la nouaison et la production de
fruits, ainsi que la durée de conservation apres la récolte (Calvo, Nelson, and Kloepper 2014;
Navarro-Ldpez et al. 2020). L’étude menée par (Mutale-joan et al. 2020) a montré que les
extraits bruts obtenus a partir de microalgues et de cyanobactéries ont induit un effet
biostimulant sur la croissance des plants de tomates, la teneur en chlorophylle, I'absorption des
nutriments et le profil des métabolites. L application des extraits polysaccharidiques d’une
cyanobactérie et deux microalgues (A. platensis, D. salina et Porphorydium sp) sur les plantes
de tomates, a amélioré le nombre de nceuds, le poids sec, la longueur des pousses, la teneur en
caroténoides, de chlorophylle et de protéines, et des activités de nitrate réductase et NAD-

glutamate déshydrogénase dans les feuilles (Rachidi et al. 2020).
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1. Bioélicitation de la défense des plantes

1.1. Mécanismes de défense des plantes

Il existe deux systémes de défense contre les pathogenes chez les plantes : le premier systeme de
défense auquel le pathogene sera confronté est un systeme constitutif basé sur les barriéres
structurelles et chimiques naturellement présentes au sein de la plante (Nobécourt 1946).

Le second est un systeme de défense inductible basé sur I'activation des mécanismes de défense
par les plantes lors de la détection d'une attaque pathogene (Schwessinger and Zipfel 2008;
Nicaise, Roux, and Zipfel 2009). Dans ce systeme, on va élaborer que les systemes de défense

induits.

1.1.1. Systémes de défense induits par la plante

1.1.1.1. Reconnaissance de I’agent pathogéne via les éliciteurs M/P/DAMPs
La reconnaissance des éliciteurs par les cellules hétes est une étape importante dans I'activation

des mécanismes de défense (Figure 5).

Chez les végétaux les éliciteurs sont subdivisés en deux catégories. Ceux qui proviennent de
I’agent pathogéne, les €liciteurs exogeénes et qui sont connus sous le nom de Pathogen Associated
Molecular Patterns (PAMP)(Chinchilla et al. 2006; Gust et al. 2007; Nicaise, Roux, and Zipfel
2009). Ces molécules sont conservées d’une espece pathogene a I’autre (Jones and Dangl 2006).
Ils sont également spécifiques a une classe de pathogenes (bactéries, champignons), induisant
ainsi une différenciation des pathogénes chez les plantes. Les molécules des parois des
champignons, comme la chitine agissent comme des éliciteurs (Zipfel and Felix 2005; Bittel and
Robatzek 2007). La flagelline (flg22), le peptidoglycane (PGN), des protéines telles que le
facteur d'élongation EF-TU ou le lipopolysaccharide (LPS) sont les PAMP bactériennes les plus
détectées par les plantes (Mishra, Sharma, and Misra 2012)(Millet et al. 2010). Ces molécules
constitutives peuvent aussi exister chez les organismes bénéfiques, comme les champignons
mycorhiziens ou les Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) (Y. Y. Song et al. 2010;
Mauch-Mani et al. 2017; Stringlis et al. 2018). Toutes ces molécules peuvent ensuite étre
spécifiées sous le terme plus général de MAMP (Microbe-Associated Molecular Pattern), car
MAMP designe des molécules issues de micro-organismes pathogenes ou bénéfiques (Postel and
Kemmerling 2009).
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Les éliciteurs endogénes ou Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPS), sont des

molécules libérées apres la Iésion tissulaire de la plante, provoquée par un stress biotique ou
abiotique (H. W. Choi and Klessig 2016). L’hydrolyse enzymatique de la pectine, le polymeére
constituant de la paroi des plantes par le pathogene, des fragments de polysaccharides
(cellodextrines) ou des oligogalacturonides (Ferrari et al. 2013; Benedetti et al. 2015) sont libérés

et par la suite reconnus par des récepteurs spécifiques.

Prototypical microbes Colvohﬂon) Specialized plant pathogens

Pathogens: gain of new effectors
and virulence functions

Hosts: gain of new PRRs and R proteins

Cell wall
degrading Effectors
DAMPs énzymes (extracellular)
g o .‘
) , oe®
PRRs as surface
detectors ©
RLKs, RLPs RLKs, RLPs RLKs, RLPs l
N J
eYil Y Eff«mvs v
Danger Danger (intracellular)
; E Danger g
S —:_ R proteins
~ (e.g. NB-LRRs)
e N 5
5 v
[
Defense syndrome

Detection of effectors

or the DAMPs they

cause by R proteins

Figure 5 : Mécanismes de reconnaissance d’une attaque par un pathogéne chez la plante.
(Boller and Felix 2009).

Les Récepteurs de reconnaissance de motifs (PRRs, acronyme de Pattern Recognizing
Receptors), sont les récepteurs protéique transmembranaires qui assurant la reconnaissance des
éliciteurs (Gomez-Gdémez 2004; Monaghan and Zipfel 2012; Newman et al. 2013; De Lorenzo
et al. 2018). La classification des PRRs chez les plantes est basée sur leur localisation cellulaire,
leur domaine ligand, et leur fonction. Les récepteurs kinases (RLKS) possédent un domaine
extracellulaire N-terminal (ils peuvent étre constitués d’un domaine lectine qui se lie a certains
carbohydrates, d’une répétition de motifs leucine (LRRS) ou de motifs lysine (LysM) ou de
domaine kinases associés a la paroi (Tor, Lotze, and Holton 2009) dont le r6le est de détecter et
d’interagir avec I’eliciteur et d’'un domaine transmembranaire couplé a un domaine kinase

cytoplasmique qui assurent la transduction du signal a I’intérieur de la cellule (Macho and Zipfel
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2014). Les récepteurs RLPs sont caractérisés par un domaine extracellulaire LRR et d’une ancre
membranaire Cterminale (Tor, Lotze, and Holton 2009) sans domaine kinase intracellulaire. La
transduction de signal pour les RLPs est assurée par leur fonctionnement en association avec les
RLKs (Zipfel 2014). Pour étre reconnu, les ligands doivent interagir avec leur récepteur par le
biais d’interactions non covalentes via des ponts hydrogéne ou des interactions hydrophobes
(Hohmann, Lau, and Hothorn 2017). L’interaction entre un ligand et son récepteur peut aboutir
a D’activation du récepteur par phosphorylation du domaine kinase ou a la formation d’un

complexe avec un corécepteur (Couto and Zipfel 2016).

Par exemple, la flg22 (Flagelline 22) est I’¢liciteur le plus connu et le plus utilisé pour étudier les
mécanismes de défense des plantes. C’est un peptide de 22 acides aminés localise au niveau de
la région N-terminale du flagelle (Felix et al. 1999; Felix and Boller 2003). Solanum
lycopersicum, Nicotiana benthamiana et Arabidopsis thaliana reconnaissent le motif flg22 en
impliquant les récepteurs RLK FLS2/BAK1/BIRL1 et le complexe protéique G afin d’activer la
défense (Figure 6) (Asai et al. 2002; Schwessinger and Zipfel 2008; Chinchilla et al. 2006).

" gﬂg;ﬁ:ﬂ; o (A) En I’absence de f1g22, BAK1, BIR1, RSG1 sont associes

avec le complexe de protéine G (GaGpy).

(B) Lorsque la flg22 est reconnue par FLS2, celui-ci forme un

~15 sec
BAK1 and FLS2
omplex formation

complexe avec BAKI1 par le biais d’événement de
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phosphorylation.
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Figure 6 : Mécanismes de reconnaissance de la Flagelline 22 impliquant les récepteurs RLK FLS2/BAK1/BIR1
et le complexe protéique G.

(Tunc-Ozdemir and Jones 2017).
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La premiere couche de I'immunité induite, appelée immunité déclenchée par des motifs PTI
(PAMP-triggered Immunity), est activée par la reconnaissance des motifs moléculaires associés
aux agents pathogenes (PAMP) ou des motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP) par
les récepteurs de reconnaissance des motifs (PRR). Plusieurs événements de signalisation PTI se
produisent, tels que l'activation des cascades de kinases de protéines activées par des agents
mitogénes (MAPK), un afflux de Ca®* dans le cytosol et la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS). Des composeés antimicrobiens sont produits et les genes de défense sont activés.
Cependant, pour supprimer la PTI, les agents pathogenes déploient des effecteurs. Lorsqu'ils sont
reconnus par des récepteurs contenant des nucléotides (NB) et des leucine-rich-repeat (LRR)
(NLRs), la deuxieme couche immunitaire, appelée immunité déclenchée par des effecteurs, ETI
(Effectors-triggered Immunity) prend place. Les NLR percoivent directement ou indirectement
les effecteurs pathogenes, entrainant un changement de conformation qui, associé a plusieurs
événements de signalisation intracellulaire, déclenche finalement la réponse hypersensible (HR)
ou d'autres réponses de défense. De maniere surprenante, les études les plus récentes ont rapporté
que la PTI et I'ETI sont mutuellement liées et potentialisent ensembles la réponse immunitaire

(indiqué par des fleches rouges) (Figure 7) (Nguyen et al. 2021).
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Figure 7 : Vue schématique de I'immunité déclenchée par des motifs (PTI) et de I'immunité déclenchée par
des effecteurs (ETI) chez les plantes.

Nguyen, Q. M., et al (2021)(Nguyen et al. 2021).
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1.1.1.2. Immunité déclenchée par des motifs (PTI)

1.1.1.2.1. Signalisation par les complexes de signalisation

L’activation de la résistance basale (PT1) nécessite que des signaux soient générés, transportés et
traduits afin d’activer les mécanismes de défense. Dés les premieres heures de 1’infection,
I’interaction éliciteur/PRRs déclenche 1’activation de voies signalétiques qui convergent vers
I’induction de genes de défense au travers de 1’émission d’un signal. La transmission de ce signal,
générée en amont par les PRRs, implique plusieurs acteurs cellulaires dont le role est d’amplifier
cette signalisation. Les événements biochimiques observés dans les premiéres minutes de

I’interaction PRRs/éliciteurs incluent différents acteurs cellulaires a savoir :

RS

X Modification des flux ioniques et activation des MAP-Kinases

La modification des flux ioniques est I’une des premiéres modifications intracellulaires mise en
place par la plante en réponse a une attaque pathogéne. La régulation de ces flux est contr6lée
par des enzymes membranaires de type Ca?* ATPase, H* ATPase et des canaux ioniques
(Blumwald, Aharon, and Lam 1998) qui assurent le maintien du gradient électrochimique
cellulaire nécessaire au transport transmembranaire des solutés. Les principales fluctuations
observées en réponse a un éliciteur sont un influx d’ions calcium (Ca®*) engendré par ’activation
des canaux calciques, un influx de protons hydrogene (H") et un efflux d’ions potassium (K™),
chlorure (CI") et sodium (Na*) (Mishra, Sharma, and Misra 2012). La perturbation de ces flux
ioniques engendre des phénomenes biophysiques (hyperpolarisation/dépolarisation de la
membrane plasmique) (Blumwald, Aharon, and Lam 1998) changement de pH
intra/extracellulaire) dont I’amplitude et la durée varient en fonction de I’éliciteur. Les ions Ca?*
jouent un réle prépondérant de messager secondaire pénétrant dans les compartiments cellulaires
(Mishra, Sharma, and Misra 2012; Toyota et al. 2018) et en activant un réseau protéique forme
d’un ensemble de protéines kinases appelées Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKS) (P.
He, Shan, and Sheen 2007). Les MAPKSs forment un ensemble de 3 kinases constituées d’une
MAPKK kinase (MAPKKK), d’'une MAPK kinase (MAPKK) et d’une MAPK qui agissent en
cascade par phosphorylations/déphosphorylations. Les MAPKKKs sont activées par
phosphorylation des motifs serine/thréonine en réponse a un stimulus extracellulaire. Leur
activation engendre la phosphorylation des MAPKKs qui seront a leur tour activées et
stimuleront ’activation des MAPKSs selon le méme processus de phosphorylation sur les résidus

thréonine et tyrosine (Cargnello and Roux 2011). Une fois activées, les MAPKSs phosphorylées,
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vont-elles mémes activer des facteurs de transcription de type WRKY et la phosphorylation de
nombreuses proteines (Garcia-Brugger et al. 2006).
Parallelement a ces évenements précoces, ’interaction PRRs/éliciteurs induit également la

formation d’espéces reactives de 1’oxygene (ROS).

< Production d’espéces réactives de I’oxygéne

La production des espéces réactives de 1’oxygene (ROS) constitue une réponse immédiate et
générale a différents types de stress. Les ROS sont des sous-produits du métabolisme synthétisés
dans plusieurs compartiments cellulaires (chloroplastes, mitochondries, peroxysomes, apoplaste)
et dont les formes majoritaires sont le peroxyde d’hydrogéne (H202), les anions superoxydes
(O2), les anions hydroxyles (HO") et 1I’0xygene singulet (102). Leur synthese est induite lors
d’interactions plante-pathogéne mais également lors d’interactions avec des agents symbiotiques
(Nanda et al. 2010) et en réponse a des stress abiotiques (Camejo, Guzman-Cedefio, and Moreno
2016). Dans les minutes qui suivent la reconnaissance d’un éliciteur par les PRRs, les ROS sont
produits par des NADPH oxydases membranaires RBOHD (Respiratory Burst Oxidase
homologus) qui peuvent étre activees par les complexes intracellulaires kinases des PRRs tels
que BIK1 via phosphorylation ou par des protéines kinases dépendantes du calcium (CPKSs) ou
par les ions Ca?* qui viennent interagir avec les motifs EF localisés au niveau de la région N-
terminale des RBOHD (Figure 8) (Kadota, Shirasu, and Zipfel 2015; Qi et al. 2017). En plus des
RBOHD, d’autres protéines apoplastiques telles les peroxydases participent plus tardivement a
la synthese de ROS tels que H20z. Les ROS sont impliqués dans divers mécanismes de défense
tels que la synthése de composes antimicrobiens (Stulemeijer and Joosten 2008; Mishra, Sharma,
and Misra 2012) le remodelage pariétal en oxydant et en précipitant les extensives (Rashid 2016;
Castilleux et al. 2018) dans le but de bloquer I’entrée d’organismes pathogenes. Ils assurent
également un role signalétique nécessaire a I’expression de certains génes de défense et a
I’ouverture/fermeture des stomates (Pallavi Sharma et al. 2012; Kadota, Shirasu, and Zipfel
2015). Outre leur implication lors de la PTI, les ROS sont également impliqués dans des
mécanismes de défense plus intenses mis en place par la plante lors de la résistance déclenchée
(ETI). Parmi ces mécanismes, on peut citer la réponse hypersensible (HR) qui est ’'un des
mécanismes les plus visibles et les plus efficaces contre une infection pathogene de type
biotrophe en permettant 1’isolement spatial du pathogene. Cet isolement est rendu possible par
le biais d’une importante production de ROS qui induit la mort programmeée des cellules jouxtant

le site d’infection empéchant ainsi la propagation de 1’organisme biotrophe.
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Figure 8 : Mécanisme de production d’espéces réactives de 1’0xygéne.

(Kadota, Shirasu, and Zipfel 2015; Qi et al. 2017).

R/

K Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé par les cellules végétales, pendant lorsqu’ils sont
confrontés avec 1’agent pathogéne (Romero - Puertas et al. 2004). NAD(P)H nitrate réductase
(NR), ¢’ est I’enzyme cytosolique qui assure la production de NO, en réduisant le nitrate en NO
(Koen et al. 2013). Aussi I'oxyde nitrique synthase like (NOS-I) est I'une des principales sources
de production de NO. Le mode d’action du NO reste encore a expliquer. Des interactions entre
les voies de signalisation impliquant des MAPKs, Ca?* et les ROS (Romero - Puertas et al.
2004). NO pouvait a la fois stimuler la production des ROSs et activer les canaux calciques
intracellulaires dont le fonctionnement contribue a une augmentation de Ca?* (Lamotte et al.
2004). NO est une molécule majeure dans la résistance contre les organismes pathogeénes tels que
Pseudomonas syringae DC3000 ou Pseudomonas syringae pv. Phaseoliocola (Zeidler et al.
2004; Mur et al. 2019). Cette augmentation de résistance peut étre expliquée par le fait que NO
soit impliqué dans D’expression de génes de défense, participe aux voies de biosynthese
d’hormones, la production de phytoalexines ainsi la production de métabolites antimicrobiens
pour éviter I'infection (Figure 9) (Molina-Moya et al. 2019; Romero-Puertas et al. 2004; Koen
et al. 2013; Wendehenne, Durner, and Klessig 2004)
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Figure 9 : Implication du monoxyde d’azote(NO) et peroxyde d’hydrogéne (H202) dans les mécanismes de
défenses a la suite d’une attaque par un agent pathogéne.

Les fleches bleues indiquent les voies dans lesquelles est impliqué le NO. CHS, Chalcone synthase; C4H, acide
cinnamique 4 hydroxylase; Ca®*, apport de calcium; GPX, glutathion peroxydase; H,O>, peroxyde d’hydrogéne;
HR, réponse hypersensible; JA, acide jasmonique; MAPK, protéine cinétique activée par les mitogenes; NO,
oxyde nitrique; NOS, oxyde nitrique synthase; ONOO-, peroxynitrite; PAL, phenylalanine ammoniac lyase;
SA, acide salicylique; SAR, résistance systémique acquise; SOD, superoxyde dismutase. Molina-Moya, E., et

al (Molina - Moya et al. 2019).

1.1.1.2.2. Transmission du signal : implication des phytohormones

Le signal généré par les éveénements précoces, précédemment décrits, est ensuite relayé par la
synthése d’hormone(s) de défense. Une infection pathogene chez les plantes se traduit par une
modification des balances hormonales cellulaires. La plante synthétise plusieurs phytohormones
parmi lesquelles 1’acide salicylique (SA), I’acide jasmonique (JA) et 1’éthylene (ET), sont
connues pour leur implication dans la défense contre différents pathogénes. Ces molécules
capables de diffuser de cellule en cellule permettent d’induire I’expression de génes associés a la
résistance aux bactéries pathogenes (Oliver and Ipcho 2004). Les plantes peuvent activer des
voies de défenses distinctes en modulant leurs balances hormonales selon le mode trophique de
I’organisme pathogene. Typiquement SA semble impliqué dans la résistance contre les

pathogenes biotrophes (Schulze-Lefert and Panstruga 2003).

JA semble alors privilégie dans la résistance contre les pathogénes nécrotrophes (Robert-

Seilaniantz, Grant, and Jones 2011). 1l est intéressant de noter que les deux voies activées par les
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hormones JA et SA sont tres souvent antagonistes (Figure 10). La signalisation générée par ces

hormones aboutit a la production de composés antimicrobiens et favorise des renforcements

pariétaux par remodelage de la paroi.
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& herbivores
o o

MPK4

A\ Wz —

DELLAs
=

Figure 10 : Apercu des réseaux de signalisation des hormones végétales et de leur interaction dans les
réponses au stress.

ABA, SA, JA et ET sont des acteurs majeurs de la réponse au stress, ABA régulant principalement les stress
osmotiques. SA, JA et ET contrdlent les réponses aux stress biotiques. Les voies de signalisation de I'ABA et
de I'AG interagissent, les DELLA servant de point d'intersection, pour influencer I'équilibre entre la dormance
et la germination des graines. Les voies SA et JA sont régulées de maniére antagoniste par plusieurs facteurs de
transcription. La diaphonie JA-ET est synergique. Les auxines, les AG et les CK participent aux réponses aux
stress biotiques via la voie de signalisation du SA. Les CKs interagissent également avec I'ABA et fonctionnent
dans les réponses aux stress de la sécheresse et de la salinité. Les fleches représentent une régulation positive
(accumulation de transcrits, de protéines ou d'hormones), et les fleches bloquées représentent une régulation
négative. Verma, V., et al (2016) (Verma, Ravindran, and Kumar 2016).
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< L’acide salicylique

L’acide salicylique (SA) dérive de la phenylalanine via 1’action de la phenylalanine ammonia
lyase (PAL) (Dixon et al. 2002). En géneral, la réponse de la défense médiée par I’AS joue un
role central dans la résistance acquise locale (LAR) et systémique (SAR) contre les pathogénes
biotrophes, tels que Pseudomonas syringae (Verma, Ravindran, and Kumar 2016).

L’accumulation de SA participe a I’augmentation de la production de ROS en maintenant 1’état
actif des molécules phosphorylées qui contribuent a leur production. L’activation de la voie de
signalisation dépendante de SA induit ’expression de certaines protéines PR (pathogenesis
related) qui contribuent a la résistance locale face aux biotrophes (Y. Zhang, Lubberstedt, and
Xu 2013) telles que PR-1 qui est d’ailleurs considérée comme un marqueur de la voie de SA. SA
joue aussi un réle dans la SAR, une résistance plus générale a 1’échelle de la plante entiére y
compris dans les organes non infectés. Cette résistance permet a la plante de mobiliser plus
efficacement ses mécanismes de défense suite a 1’attaque par un pathogéne grace a un systeme
de « mémoire >. Pour cela, SA va diffuser dans les autres cellules de la plante par le biais du

phloeme et induire des changements d’expressions géeniques dans les cellules saines de la plante.

<> L’acide jasmonique et I’éthyléne

Lorsque la plante est infectée par des pathogenes nécrotrophes, la réponse immunitaire végétale
passe par une autre voie de signalisation hormonale induisant la synthése d’acide jasmonique
(JA) et d’éthyléne (ET).

La réponse médiée par I'ET/JA contribue a la défense contre les agents pathogénes nécrotrophes,
tels que Botrytis cinerea (Verma, Ravindran, and Kumar 2016). En sécrétant des toxines, les
HSTs (Host-selective toxins), et des enzymes qui dégradent les polyméres des parois cellulaires.
IIs sont capables de stimuler une réponse hypersensible chez la plante en sécrétant des molécules
similaires a celle de la HR favorisant ainsi une production de ROS et provoquant la mort des
cellules qui entourent les cellules infectées (Kliebenstein and Rowe 2008). L’action des ROS sur
la paroi est percue comme un stress oxydatif qui engendre la libération des lipides membranaires
tels que I’acide linoléique et I’acide linolenique. Les acides gras libérés sont ensuite oxydés par
les lipoxygenases (LOX) en hydroperoxides. Les hydroperoxides sont & 1’origine de la synthése
de plusieurs molécules impliquées dans la défense comme JA ou des composes fongiques. I
existe de ce fait une corrélation directe entre le niveau de production de JA et de I’expression du
géne LOX. L’activation de la voie JA induit également I’expression de genes spécifiques comme

le géne PDF1.2 qui ne s’exprime qu’en 1’absence de SA (Spoel, Johnson, and Dong 2007). ET
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est également une phytohormone qui s’accumule dans la plante en réponse a des stress abiotiques
et biotiques. La synthese d’ET consiste en trois étapes successives : la méthionine est convertie
en S-adenosyl-méthionine (SAM) qui est ensuite convertie en acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique, le précurseur direct ’ET (Adie et al. 2007). Chez A. thaliana, la perception de
flg22 induit une augmentation de I’expression des génes ACS, ce qui se traduit par une
augmentation de la production en ET (Berens et al. 2017). Certaines proteines-PR sont
directement inductibles par ET telles que PR-2, PR-3, PR-4 et PR-12 (Broekaert et al. 2006). De
plus, ET et JA semble agir de maniére synergique dans la défense contre les organismes
necrotrophes et participent a 1’établissement d’une résistance induite (ISR) dans les tissus non
infectes, de facon similaire a la SAR (Choudhary, Prakash, and Johri 2007; Bari and Jones 2009).

De plus en plus de preuves indiquent que les voies de réponse de défense médiées par le SA et
I'ET/JA sont mutuellement antagonistes (Verma, Ravindran, and Kumar 2016). Les
phytohormones SA et JA/ET peuvent également stimuler I’activation de la PTI lorsque celles-Ci
sont appliquées de maniére exogéne. Elles sont donc également considérées comme des

éliciteurs.

1.1.1.2.3. Effecteurs de la réponse de la défense des plantes

La reconnaissance de 1’agent pathogeéne via les éliciteurs et la transduction du signal conduit a la
mise en place de diverses réactions de défense (Boller and Felix 2009) dont les produits directs
ou indirects peuvent contribuer a 1’arrét du développement du pathogéne. Les mécanismes de
défense comprennent des modifications structurales et biochimiques de la paroi cellulaire, la
synthése de phytoalexines et de protéines PR qui vont agir de maniére directe sur le pathogeéne.

Ces mécanismes de défense impliquent également 1’activation de la transcription de genes de
défense (Thatcher, Anderson, and Singh 2005).

X Modification de la paroi végétale

En réponse a un agent pathogéne, la plante peut induire le renforcement des parois dans le but de

limiter I’entrée du pathogéne dans les cellules (Thatcher, Anderson, and Singh 2005).

L’une des modifications anatomiques les plus courantes est la formation d’appositions, appelées
papilles, entre la paroi et la membrane de la cellule au niveau de la zone de contact du pathogene

(Voigt 2014; Ellinger and Voigt 2014). La formation de papilles se fait aussi au niveau des
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plasmodesmes des cellules saines qui jouxtent les zones nécrosées afin de confiner le pathogéne
aux points d’infections (Jongebloed et al. 2004). La callose, polymere de B(1,3)-Dglucose, est un
constituant majeur des papilles (Hiickelhoven 2007). Elle s’accumule dans les plantes en réponse
a des stress abiotiques et biotiques (Esquerré-Tugayé, Boudart, and Dumas 2000). La paroi
cellulaire peut aussi étre renforcée par apparition de lignine, un polymere de monolignols
résistant aux enzymes hydrolytiques des pathogénes (Miedes et al. 2014). Ce polymeére permet a
la plante d’augmenter sa résistance a la pression mécanique par exemple lors de la pénétration
de I’appressorium fongique dans les cellules (Huckelhoven 2007). La lignine restreint la
diffusion des toxines et des enzymes formant ainsi une barriére impermeéable aux molécules

néfastes produites par le pathogéne.

X Activation des genes de défense

Lors de la réponse PTI, la plante active la transcription de nombreux génes impliqués dans la
restriction et le contréle développemental du pathogéne. Parmi ces génes, on peut citer ceux qui
codent pour la synthese des protéines PR. Les protéines PR sont des protéines dont
I’accumulation a été démontrée en conditions pathologiques (van Loon, Rep, and Pieterse 2006;
Sels et al. 2008). Les protéines PR ont un effet a court terme et sont classées en plusieurs familles
parmi lesquelles on distingue des glucanases (PR-2), des chitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11)
qui possedent des activités enzymatiques capables de dégrader les parois cellulaires d’organismes
fongiques et bactériens (Tableau 3). Les defensines (PR-12) et les thionines (PR-13)
perméabilisent les parois d’organismes pathogenes et la réduction de 1’élongation de 1’hyphe (Y.
Zhang, Lubberstedt, and Xu 2013). Les inhibiteurs de protéases (PR-6) et les endoproteinases
(PR-7) inhibent I’activité de protéases pathogeénes (Sels et al. 2008). Certaines protéines PR telles
que PR-1 sont des protéines clés dans la défense contre des pathogenes biotrophes tels que
Pseudomonas syringae et peuvent étre caractéristiques d’une voie hormonale. PR-1, PR-2 et PR-
5 sont dépendantes de la voie de SA. D’autres génes codant pour la synthese de molécules
antimicrobiennes sont considérés comme participants actifs dans 1’immunité végétale. Des
protéines riches en cystéine, nommeées défensines (PDF1.2), induisent la perméabilisation des
membranes fongiques et la reduction de I’élongation de ’hyphe (Y. Zhang, Lubberstedt, and Xu
2013). PR-3, PR-4 et PDF1.2 dépendent de la voie hormonale de JA. De la méme facon, en
réponse a une attaque pathogeéne, la synthése de composes toxiques comme les phytoalexines est
activée. Les phytoalexines sont des molécules lipophiles de faible poids moléculaire et

antimicrobiennes qui s’accumulent aux sites d’infections pathogenes (Brown and Hammond-
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Kosack 2015). Chez Arabidopsis thaliana, la phytoalexine majoritaire est la camalexine
(Glawischnig 2007). La camalexine joue un réle important dans la défense en déstabilisant la
membrane cellulaire des agents pathogénes (Zhou, Tootle, and Glazebrook 1999). Sa production
a été reportée suite a des infections bactériennes (Pseudomonas syringae DC3000 (Beets et al.
2012; N. Zhang et al. 2014), fongiques (Plectosphaerella cucumerina) (Denby, Kumar, and
Kliebenstein 2004; Sanchez-Vallet et al. 2010) et en réponse a des infections causées par des
oomycetes (Roetschi et al. 2001). D’autres phytoalexines telles que le resveratrol, la phytoalexine
majeure de la vigne, peuvent étre synthétisées a partir de la voie des phenylpropanoides via
I’enzyme clé : la phénylalanine ammonia lyase (PAL) (Dixon et al. 2002).

Tableau 3 : Caractérisation des différentes protéines PR en fonction de I’espéce végétale.

Family Type member Properties

PR-1 Tobacco PR-1a Unknow

PR-2 Tobacco PR-2 R-1,3-glucanase
PR-3 Tobacco P,Q Chitinase type LI1,IV,V,VI,VII
PR-4 Tobacco ‘R’ Chitinase type 1,11
PR-5 Tobacco S Thaulatin-like

PR-6 Tomato Inhibitor | Proteinase-inhibitor
PR-7 Tomato Psg Endoproteinase

PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type HI
PR-9 Tobacco ‘‘lignin-forming peroxidase’’ Peroxidase

PR-10 Parsley ‘‘PR1”’ Ribonuclease-like
PR-11 Tobacco “‘class V’’ chitinase Chitinase type |
PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin

PR-14 Barley LTP4 Lipid-transfer protein
PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate-oxidase
PR-16 Barley OxOLP Oxalate-oxidase-like
PR-17 Tobacco PRp27 Unknow

Elles ont été découvertes en fonction de leurs propriétés « défensives >. (van Loon, Rep, and Pieterse 2006; Sels et al. 2008).

Conclusion

Le mécanisme moléculaire de I'élicitation : La reconnaissance des eliciteurs par les récepteurs
liés a la membrane plasmique entraine des flux ioniques, une explosion de Ca?*, une acidification
cytoplasmique, une explosion de ROS, une activation de la NADPH oxydase, une activation des
protéines G et une phosphorylation de la protéine kinase activée par des agents mitogenes. Il
active également les messagers des voies de signalisation en aval, comme I'acide salicylique,

I'acide jasmonique et le méthyl jasmonate. Les messagers activent les facteurs de transcription et
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I'expression des génes, ce qui conduit & la reprogrammation du métabolisme secondaire
(Desender, Andrivon, and Val 2007) (Figure 11).
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Figure 11 : Mécanisme moléculaire de I'élicitation de la défense des plantes.

(Desender, Andrivon, and Val 2007).

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE N 36



PARTIE II

METHODOLOGIE,
RESUILTATS & DISCUSSION



CHAPITRE 1

ARTICLE1:

LEFFET BIOSTIMULANT DES EXTRAITS
POLYSACCHARIDIQUES

SUR LA CROISSANCE ET LA DISTRIBUTION DES
METABOLITES CHEZ LES PLANTES DE TOMATE
«S. LYCOPERSICUM »



B CHAPITREI

1. Contexte

Ces derniers temps, le secteur agricole est confronté a des défis concomitants : augmenter la
productivite pour nourrir la population mondiale croissante et accroitre I'efficacité de
I'utilisation des ressources, tout en réduisant I'impact environnemental sur les écosystémes et la
santé humaine. En fait, les engrais et les pesticides jouent un réle crucial dans I'agriculture,
représentant un outil puissant pour les producteurs afin d'augmenter le rendement et de garantir

une productivité et la protection des cultures(Colla and Rouphael 2020).

A cette fin, l'agriculture moderne doit revoir ses pratiques en intégrant de nouvelles approches
pour produire des aliments de maniere durable(Rouphael, Lucini, et al. 2020). Une approche
nouvelle et respectueuse de I'environnement est l'utilisation de biostimulants végétaux, qui
peuvent réduire la dépendance aux intrants chimiques, en particulier les engrais synthétiques,
et assurer la stabilité des rendements dans des conditions environnementales et édaphiques
défavorables (Calvo, Nelson, and Kloepper 2014; Colla et al. 2017; Oleg | Yakhin et al. 2017).
Selon le récent reglement de I'Union européenne (2019/1009), les biostimulants végétaux sont
des "produits fertilisants capables de stimuler le processus de nutrition des plantes
indépendamment de la teneur en nutriments des produits” [EU rapport 2019]. Les biostimulants
végétaux déclenchent des processus naturels dans les cultures afin d'améliorer I'absorption et
I'efficacité des nutriments, la tolérance au stress abiotique et de moduler les caractéristiques
qualitatives des produits [EU rapport 2019]. Les biostimulants végétaux comprennent
différentes catégories inclus les extraits des algues (Bitterlich et al. 2018; Rouphael and Colla
2018; Rouphael et al. 2018; Rouphael, Lucini, et al. 2020; Rouphael, Carillo, et al. 2020).

Les microalgues sont des ressources capables de synthétiser plusieurs bicomposes, avec un
potentiel biostimulants des différents processus dans la plante en relation avec la croissance, la
nutrition et la défense. Ces composés présentent un intérét commercial en raison de leurs
propriétés biologiques et rhéologiques, qui permettent leur application dans divers secteurs
industriels (Costa et al. 2021). Bien qu'il soit bien établi que les microalgues et les
cyanobactéries produisent plusieurs molécules bioactives et de signalisation actives sur les
cultures horticoles et agronomiques, leurs applications ciblées dans le domaine des sciences

végétales n'en sont encore qu'a leurs débuts (Colla and Rouphael 2020).

Dans ce contexte, cette étude vise pour I’évaluation du potentiel biostimulant des

polysaccharides microalgaux comme une approche durable pour améliorer la production
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végetale et répondre aux challenges environnementaux, en minimisant 1’utilisation des produits
chimiques.
Les objectifs principaux de cette étude sont :
" La culture et le suivi de la croissance des souches microalgales « A. platensis, D.
salina et Porphorydium sp » sous les conditions optimales.
. L’extraction et la caractérisation chimiques des polysaccharides microalgaux.
. L’étude de I’effet biostimulant des polysaccharides microalgaux sur les paramétres
physiologiques, biochimiques et métabolomiques en relation avec la croissance des

plantes de la tomate.
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Microalgae polysaccharides represent a potentially bioressource for the enhancement and the protection
of agricultural crops. We investigate the possibility to use microalgae polysaccharides as a plant
biostimulant. The crude polysaccharides extract (PS) from three microalgae strains were applied to
Solanum lycopersicum plants by irrigation and compared basing on their effects on shoot and root length,
nodes number and shoot and root dry weight. The application of 1 mg mL~" PS from A. platensis, D. salina
and Porphorydium sp. on tomato plants improved significantly the nodes number (NN), shoot dry weight
(SDW), and shoot length (SS) by75 %, 46,6 %, 25,26 % compared to control respectively. Furthermore,
crude PS treatment showed an improvement of carotenoid, chlorophyll and proteins content, and Nitrate
Reductase (NR), NAD-Glutamate Dehydrogenase (NAD-GDH) activities in plants leaves compared to
control. 1 mgmL~! of Porphorydium sp. enhanced significantly the carotenoid content and NAD-GDH
activity by 400 %, 200 % compared to control respectively. In the same way, A. platensis PS improved chl a,
chl b and NR activity by 90.1 %,102.7 % and 88.34 compared to control respectively. In addition, it is found
that a PS treatment has affected the protein content, which reaches 88.3 % under 0.5 mg mL~! of D. salina
PS treatment. GC-MS metabolomics analysis also showed a change in lipids, sterol and alkanes profiles.
Some sterols precursors were increased such as Cholesta-6,22,24-triene, which may indicate an

enhancement of the biosynthesis of sterols and/or steroidal glycoalkaloids in treated plants.
Therefore, this is an evidence to use microalgae polysaccharides as a plant biostimulant.
© 2020 Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Microalgae are a diverse group of eukaryotic and prokaryotic
photosynthetic microorganisms that can grow rapidly and live in
harsh conditions due to their unicellular structure [1]. They
constitute a diverse group of organisms with a wide range of
physiological and biochemical characteristics. Thus, they naturally
produce many different bioactive compounds namely, proteins,
lipids, carotenoids, vitamins and polysaccharides [2]. Polysacchar-
ides produced mainly by seaweeds are widely used in different
industries. Significant amounts of polysaccharides are used in food,
pharmaceuticals and other products for human consumption.
Microalgae and cyanobacteria have complex carbohydrate meta-
bolic pathways encompassing the ability to synthesize intracellu-
lar monosaccharides, polymeric reserve glucans and structurally
complex extracellular polysaccharides (EPSs) [3]. Several

* Corresponding author.
E-mail addresses: farid.rachidi.bio@gmail.com (F. Rachidi),
h.elarroussi@mascir.com (H. El Arroussi).

https://doi.org/10.1016/j.btre.2020.e00426

microalgae such as C. reinhardtii, B. braunii, D. tertiolecta, P.
cruentum, Spirulina sp, I. galbana and D. salina, can be a source of
exopolysaccharides [4,5].

Microalgae polysaccharides especially sulfated polysaccharides
are exploited in different fields due to their biological properties
including anticoagulant, anti-inflammatory, antiviral and antitu-
moral activities and also for their good biocompatibility, biode-
gradability, non-toxicity, low cost and abundance [6]. In the
agricultural field, microalgae polysaccharides can be a new
bioactive source of plant biostimulants for crop improvement
and protection against biotic and abiotic stress [7-13]. Several
studies have shown the potential of these molecules to stimulate
different metabolic pathways of plants. In the same way, Guzman-
Murillo et al., [14] showed that exopolysaccharides extracted from
P. tricornutum and D. salina stimulated the germination of pepper
under salt stress conditions. In addition, D. salina exopolysacchar-
ides have shown the potential to stimulate germination, growth
and tolerance of tomato and wheat plants at salt stress [4-15]. On
the other hand, the aqueous extract rich of Scenedesmus sp and A.
platensis polysaccharides and oligosaccharides showed a good
capacity for improving plant growth, development and leaf

2215-017X/© 2020 Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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nutrient status of Petunia x hybrida plant, offering an interesting
potential use as biostimulants [16]. Another study showed that
liquid extracts of C. vulgaris and S. quadrica induced stimulation of
root development of Beta vulgaris L. plants [17].

The objective of this study was to study the biostimulatory
effect of microalgal polysaccharides on the growth and metabolite
distribution of tomato plants under controlled conditions.

2. Material and methods
2.1. Microalgae culture

Microalgae strains (Arthrospira platensis MS001, Dunaleilla salina
MS002, Porphyridium sp. MS099) were isolated from Moroccan
aquatic ecosystems and maintained in MAScIR’s (Moroccan
Foundation for Advanced Science, Innovation and Research)
collection. The microalgae were cultivated in 500 mL Erlenmeyer
containing Walne’s medium with pH 8.2 at 25 °C for D. salina, and
Porphyridium. sp. A. platensis was cultivated in Zarrouk medium in
pH 9at 30°C. All cultures were incubated by agitation in orbital
shaker at 130 rpm under continuous illumination (150 & 10 pmol
m~2 s71). After 23 days, total biomass was harvested by
centrifugation at 4200 g for 10 min and rinsed with water before
lyophilizing.

2.2. Microalgae polysaccharides production and characterization

1g of dry microalgae biomass powder was suspended in 40 ml
of distilled water and incubated at 90 °C for 2 h with stirring. The
mixture was centrifuged at 4000 g for 15 min. After recovering the
supernatant, the extraction process was repeated twice, and then
the supernatants were mixed with two volumes of absolute
ethanol, stirred vigorously and left overnight at 4°C. The
precipitated polysaccharides were recovered in pellet by centrifu-
gation at 16800xg for 10 min. The PS pellet was washed three
times with absolute ethanol, lyophilized and stored at —80 °C for
future use.

The total neutral sugar and uronic acids contents of the crude PS
were determined according to two methods [18,19]. Sulfate
content in polysaccharides was determined by the barium
chloride-gelatin method [20].

Proteins content were determined according to the Bradford
method using crystalline bovine serum albumin (BSA) as standard.

2.3. Plant growth and crude polysaccharides extracts treatment

In this set of experiments, we used Solanum lycopersicum L. var.
Jana F1 (tomato) bayer nunhems netherlands bv. Seeds. Wide
adaptable variety for main season (long production period). Plant is
vigourous, good cover and short inter nodes, very high yield. Fruit
is high quality with round shape and nice red color (purchased
from “Syngenta Morocco”) were surface-disinfected using sodium
hypochlorite solution (1 %) containing 10 wL of Tween-20 for
20 min and then rinsed with sterile water.

Sterile seeds were kept in darkness in magenta boxes with MS/4
(Murashige and Skoog)-agar medium for 7 days at 25°C and the
seedlings were transplanted into 12 cm diameter pots containing a
mixture of sandy soil and peat (60:40) sterilized twice in autoclave
(121°C,20 min). The young tomato plants were grown in a
phytotron at 26 °C, 16 h/8 h Light/dark cycle and 240 pmol m~%s!
illumination intensity and 68 % humidity. Plants were irrigated
with 10 ml/plant of PSs solution (0.25, 0.5 and 1 mg/mL distilled
water, pH 6.8) five time (one time a week).

Plants were irrigated every day with 20 mL of water, alternated
twice a week with a nutrient solution containing: 8 wM MnCl,,
0.5uM CuS04.5H,0, 14 uM ZnSO4 46 M H3BO;, 0.25uM

METHODOLOGIE, RESULTATS & DISCUSSION

Na;Mo004.2H,0, 0.6 wM Fe-EDTA, 41 mM KNOs, 0.9 mM K,SOy4,
1 mM MgS0,4.7H,0 and 1.5 mM KH,PO,4 [21].

35 days after transplanting, the plants were harvested to
measure growth parameters: shoot lenght, shoot and root dry
weight (after an incubated at70 °C for 72 h) and nodes number. Five
independent replicates for each treatment were performed.

2.4. Plant growth biochemical parameter analysis

Biochemical parameters such as pigments concentration
(chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids), protein and
nitrogen reduction and assimilation-related enzymatic activities:
Nitrate Reductase (NR) and NAD-Glutamate Dehydrogenase (NAD-
GDH) were analyzed according to the following methods:

For the Chlorophylls and carotenoid concentration, we used the
[22] equations to determine the content of pigments in which the
ethanol (95 %) was used as the extraction solvent. The pigment was
measured by spectrophotometer for chlorophyll a, chlorophyll b
and carotenoid as follow:

Chl a=(13,36xA664)- (5,19xA648).

Chl b=(27,43xA648) - (8,12xA664).

Carotenoid = (1000xA470)-(2.270xChl a)-(81.4 Chl b/227)

The NR and NAD-GDH activities were measured according to
the methods of Allegre [23] and Singh & Srivastava [24]
respectively.

Simultaneously, an absorbance standard curve was prepared
as a function of the concentrations of 0, 1, 2, 3, 4 and
5wmol L~'of NO,~ in the reading solution. Thus, NR was
estimated in pwmol NO, g 'min~'. Glutamate dehydrogenase
activity is expressed in terms of pmol of NAD (H) oxidation/
redaction (g FW) ~!min~".

2.5. GC-MS metabolomics analysis of tomato plants treated with
microalgae polysaccharides

The chloroform (5 mL) was added to 0.4g of fresh tomato
leaves ground treated with liquid nitrogen, the reaction was
assisted with ultrasonic (Branson Sonifier 450): 40 KHz at room
temperature for 1 h. Then the tubes were incubated in 85 °C for
4h.

The chloroform extract was analyzed with GC-MS according to
the method of EL Arroussi et al. [4]. GC MS analysis was performed
after acid transesterification. The reaction was catalyzed by 6 %
H,SO0, (w:w) in methanol and assisted by ultrasonic (Branson
Sonifier 450) : 40 KHz at room temperature for 1h. Volatile
metabolites profile was characterized by gas chromatography (GC)
(Agilent 7890A Series GC) coupled to mass spectrometry (MS)
equipped with a multimode injector and 123-BD11 column with a
dimension of 15m x 320 wmx0.1 wm and electron impact
ionization. Detection was done using full scan mode between
30-1000 m/z, with gain factor of 5 and the identification was
performed using NIST 2014 MS Library.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 13.0 and R
programs. Multivariate Analysis of Variance (MANOVA) and Tukey
test perform Significant of difference analysis insured by SPSS. For
the study of the correlation between the variables and parameters,
we used the test of Pearson via the R program.
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3. Results

3.1. Growth microalgae and polysaccharides production

The growth rate and biomass production of the three micro-
algae strains after 23 days of culture in laboratory conditions were
(1.28gL'; 0.13) (0.026, 0.95gL™") and (0.03, 0.67gL™ ") for A.
platensis, D. salina and Porphoridium sp. respectively (Figs. 1a and
b).

The Table 1 shows that the content of crude polysaccharides
extracted from A. platensis, D. salina and Porphyridum sp. were 2.59
%, 41 % and 5.53 % respectively.

The microalgae crude PS was analyzed, and their neutral sugars,
sulfate content, and uronic acid contents were measured by
colorimetric analyses (Table 1). We note that PS are contain 17.27 %,
33.05 % and 35.35 % of neutral sugars; 3.6 %, 23.9 % and 13.8 % of
uronic acids, and 5.3 %, 11.54 % and 10.4 % of sulfate group in A.
platensis, D. salina and Porphyridum sp. respectively.

3.2. Effect of crude microalgae polysaccharides on growth of tomato
plants

3.2.1. Effect on morphological parameters

The results on tomato plants growth irrigated with three
concentrations (0.25mgmL~!, 0.5mgmL"' and 1mgmL™"') of
crude PS from three microalgae species are presented in Table 2.
All PS treatments significantly (P < 0.05) stimulated the tomato
plant growth parameters compared to control. Treatment,
1mgmL~! of crude PS showed the greatest increase highly
significant in shoot size (SS), numbers of nodes (NN), root dry
weight (RDW) and shoot dry weight (SDW). The polysaccharide
treatments of D. salina, Porphorydium sp. and A. platensis, at a
concentration of 1mgmL~' induced a maximum improvement
percentage highly significant of 46.61 %, 25.26 % and 12.12 % for
SDW, SS, and RDW respectively. As the percentage of improvement
of number of nodes induced by this concentration for all the strains
is reached 75 % and it is highly significant in comparison with the
control (Table 2).

3.2.2. Microalgae polysaccharides effect on pigments, protein
concentration and enzymatic activities

The assessment of Chlorophyll, carotenoid, proteins concen-
tration and enzymatic activity of NAD-GDH and NR as markers
used in this study to assess the effect of microalgae crude PS on
tomato plant growth. All microalgae treatment studied had a
significant effect on carotenoid, Chlorophyll and protein content,
as well as enzymatic activities of NAD-GDH and NR in tomato
plant leaves compared to the control (Table 3). A. platensis crude
polysaccharide treatments improved significantly chl a by 90.08 %

a

Growth rate

i B

D. salina  Porphorydium sp

A. platensis

Fig. 1. Growth of microalgae strains: Growth rate (a), Biomass production (b).
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in 0.25mgmL"", chl b by 102.71 % in 0.5mgmL"! and nitrate
reductase activity by 124 % in 1mgmL™! of PS compared to
control plant. As we see that, the 1mgmL~! treatment of
Porphorydium sp. improved highly significant the carotenoids
content and NAD-Glutamate dehydrogenase activity with 468 %
and 124 % respectively compared to control. Finally, the results
show that the 0.5mgmL~! of D. salina PS induced a protein
biosynthesis with a very significant percentage improvement of
88 % (Table 3).

3.2.3. GC-MS metabolomics analysis of tomato plants responses to
microalgae crude polysaccharides

3.2.3.1. Lipid profile of tomato leaves. Very long chain fatty acids
(VLCFAs) are essential to plants. They are involved as membrane
constituents and signaling molecules in sphingolipids and
phospholipids and are necessary for the production of cuticular
waxes phospholipids and complex sphingolipids have, collectively,
profound effects on embryo, leaf, root and flower development. In
the same way, unsaturated fatty acids (UFAs) play key roles in
membrane structure and function. We therefore observed the
effect of PS crude extracts on Fatty acids using GC-MS. The results
(Table 4) showed that the all-crude PS treatments allowed a
modification of the Fatty Acid profiles in tomato leaves (Table 4).
The highest improvement of VLCFA concentration was obtained by
0.5mgmL~! and 1 mgmL~! treatment of Porphyridium sp and D.
salina, reaching up to 70 % and 42 % respectively (Table 4). On the
other hand, 0.25mgmL™! crude PS of A. platensis generally
increased the UFA content by 41.03 % compared to the control,
and particularly improvement of linolenic acid (C18:3) by 48.43 %.
While, 0.5 mg mL~! crude PS of A. platensis increased SFA content
with 46.06 % and decreased UFA with 68.5 % compared to control
(Table 4).

3.2.3.2. Sterol and Alkanes profile. Phytosterols and Alkanes are
another’s categories of biochemical markers evaluated in this
study. They play an important role in plant growth and
development, including cell division, cell elongation, cellulose
biosynthesis, and cell wall formation, while very long chain
alkanes (VLCA) are the predominant wax components of plant
cuticle. In order to elucidate the phytosterol and alkane profile in
tomato leaves, we measured their content using GC-MS. Fig. 2
shows that phytosterols content increased after treatment with
crude polysaccharides extracted from A. platensis and D. salina.
Contrarily, Porphyridium sp. crude PS significantly decreased the
phytosterols content in tomato plant leaves. The highest
phytosterol enhancement was observed in plants treated with
0.25mgmL~! crude PS of A. platensis reaching up to 113 %
compared to the control. While 1 mgmL~! of crude PS extracted

14 b

A. platensis D. salina Porphorydium sp

Strains microalgae were cultivated in 150 ml Erlenmeyer at 25 °C during 23 days under continuous illumination (150 +10 wmol m~2 s~!). Data represents average of 3
replicates + standard error. . = In (C2/C1) / t2 — t1 of the exponential phase, C: cellule concentration, t: time.
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Table 1
Production and composition of three microalgae polysaccharides.

Strains Polysaccharide (%/DB) Total sugars (%/PS) Sulfate (%/PS) Uronic acid (%/PS) Protein (%/PS) Amino acid(%/PS)
Arthrospira platensis 2.590 + 0.408 17.275 +1.05 5.306 + 0.37 3.602 + 1.581 2.746 +0.211 0.206
Dunaleila salina 4103 +0.134 33.050 +0.925 11.541 £ 0.924 23.951 +2.622 4.202 +0.021 0.083
Porphorydium sp. 5.529 +0.158 35.350 + 0.025 10.427 +0.542 13.808 + 5.452 2.701 £ 0.008 0.017

Data represents average of 3 replicates + standard error.

Table 2
Effect of the microalgae crudes polysaccharides extract (PS) on the tomato plant growth.

Length (cm) Number Fresh. Weight (g) Dry. weight (g)
Root Shoot Nodes Root Shoot Root Shoot
Control water 15.17 +£2.11 33.53+0.69 04.00 +0.00 2.61+0.20 8.79+0.30 0.33+1073 1.33+0.03
A. Platensis 025 mgmL~?! 15.02 +1.52 37.90 + 1.25*** 05.00 + 0.00*** 2.61+£0.26 9.70 £ 0.05*** 0.29 +£0.01 1.64 +£0.02***
0,5mgmL! 12.46 +£0.75 36.80 + 1.00*** 06.00 +0.00*** 3.32 £0.14** 10.71 £ 0.32*** 0.334+0.02 1.49 + 0.03***
1mgmL! 14,00 + 0,33 34,87 4+0,22 07.00 + 0.00*** 2.96 + 0.15*** 8.57 £0.27 0.37 +0.02*** 1.43 £0.02**
D. salina 025 mgmL~?! 15.50+0.33 39.1 +£0.45™"** 05.00 + 0.00*** 2.61+£0.19 9.75 £0.21"** 0.31 +0.01 1.65 +£0.05***
0,5mgmL ! 13.56 +0.08 37.87 £ 0.74*** 06.00 + 0.00*** 3.42 £0.15"* 10.62 +0.21 0.35+0.02 1.73 £0.04***
1mgmL! 14.67 +0.56 40.20 + 1.15*** 07.00 +0.00*** 3.26 +£0.12*** 11.38 £ 0.03*** 0.32+£0.01 1.95+0.01***
Porphorydium sp. 025 mgmL~?! 15.27 £0.81 3514+ 0.77 06.00 + 0.00*** 2.44+0.21 9.73 £0.15"** 0.29 +£0.01 1.58 £0.23***
0,5mgmL ! 15.27 £0.84 39.03 + 0.69*** 07.00 + 0.00*** 2.95+0.25 11.41 £ 0.36™** 0.34 +£0.02 1.93 £0.07***
1mgmL! 15.00+1.33 42.00 £0.67*** 07.00 +0.00*** 3.40 £ 0.16™** 11.58 + 0.37*** 0.32 + 004 1.91 £+ 0.03***

Data represents average of 5 replicates + standard error; asterix represents a significant difference compared to the control treatment using MANOVA analysis (p < 0.05) and
Tuky test +: refers to standard deviation with n=5 replicas. *5 %; **1 %; ***0.1 %.

Table 3
Microalgae crudes polysaccharides effect on biochemical and enzymatic parameters of tomato plant.

Carotenoid Chl a Chl b Proteins NAD-GDH NR (M NO2 min~! mg~' Protein)
(png ml™) (g ml™) (png ml™) (mg ml~") (mmNADH min~! g~! MF)
Control water 0.16 +0.05 1.21 +0.07 1.84+0.14 0.283 +0.007 0.0066 + 0.001 0.80+0.03
A. Platensis 0,25 mgmL" 0.21 +£0.03 2.30+0.11** 2994015 0.507 +0.020*** 0.0062 + 0.001 1.66 +0.11***
0,5 mgmL’1 0.28 £0.03**  2.244+0.28*** 3.73+0.86""* 0.364+0.017** 0.0074 + 0.002 1.45 £ 0.24***
1mgmL! 0.33+0.01""* 1.21+0.34 1.63 +£0.24 0.441 +0.034*** 0.0080 + 0.001 2.52 +£0.26™**
D. salina 0,25 mgmL 1047 +£0.05*** 2.03+0.82* 1.61+£0.19 0.354 + 0.040* 0.0103 + 0.0002*** 2.07 +0.05***
0,5 mgmL’1 0.42 +£0.06™* 1.09+0.15 1.14+0.21 0.533 +£0.047*** 0.0120 +0.001*** 0.75 +0.06
1mgmL! 0.43 £0.07*** 1.70+0.43 1.83 +£0.46 0.519 +£0.011***  0.0119 4 0.0006*** 1.04 +£0.19
Porphorydium sp. 0,25 mgmL 1 0.55+0.05** 0.76 +0.09 1.32+0.13 0.446 4+ 0.003***  0.0110 £ 0.0004*** 131 £0.13***
0,5 mgmL’1 0.81 £0.05"* 1.66 +0.02 2.96 £0.32**  0.341 +£0.023 0.0140 + 0.0008*** 1.18 +£0.10*
1mgmL! 0.91 +£0.06"** 1.67 £0.32 2.18 £0.51 0.413 £0.018***  0.0148 4- 0.001*** 1.40 £0.26***

Data represents average of 5 replicates + stantard error; asterix represents a significant difference compared to the control treatment using MANOVA analysis (p < 0.05) and

Tuky test =+: refers to standard deviation with n=5 replicas.*5 %; **1 %; ***0.1 %.

from Porphyridium sp. showed the most significant decrease in
phytosterol in tomato leaves (Fig. 2a).

The profile of sterols showed an important change after
treatment with crude PS of D. salina and Porphyridium sp.
(Fig. 2b). All D. salina crude PS treatments decreased the content
of the different sterols detected in this study. However, there
Cholesta-6,22,24-triene appeared in plants treated with 1 mg mL™!
of crude PS which is not present in the control (Fig. 2b).

Table 5 shows that the crude PS of three microalgae decreased
the total alkane content in tomato plant leaves. Alkane profile
underwent a redistribution after treatment by the various micro-
algae crude PS (Table 5). For exemple, tomato plants treated with
0.5mgmL 'of crude PS extracted from A. platensis showed a
disappearance of all alkanes detect in the control and which were
replaced with 100 % Tetracosane. The appearance of three new
alkanes (Nanacosane, tricosane and docosane) and the disappear-
ance of five alkanes (Octadecane, triacontane, heptacosane, 1-
chloro, heneicosane, hentriacontane) in tomato plants leaves after
treatment by 0.25 mg mL™! of crude PS from D. salina (Table 5). The
treatment by 1 mg mL™! of crude PS from Porphyridium sp. allowed
for the disappearance of most of the alkanes, thus increasing the
percentage of Eicosane and Octacosane (Table 5).

METHODOLOGIE, RESULTATS & DISCUSSION

4. Discussion

Three microalgae A. platensis, D. salina and Porphorydium sp.
belonging to 3 distinct classes Cyanophyceae, Chlorophyceae and
Porphyridiophyceae were investigated for their prospective bio-
stimulant activities in tomato plant. Indeed, an increase of the
leaves, nodes and consequently shoot dry weight was revealed in
tomato plant treated by crude polysaccharide extracts of these
microalgae (Table 2). PCA analysis showed that Porphorydium sp.
and D. salina crude polysaccharides had greater effect on growth
parameters compared (Fig. 3) to PS of A. platensis previously
studied [25].

PCA analysis (Fig. 3), showed that the stimulatory effect of PS
crude extracts increased with concentration. Remarkably, growth
parameters induced depend on the concentration of polysacchar-
ides as well as microalgae strains. Shoot length and weight,
carotenoid content and NAD_GDH activity were highly stimulated
by treatment with 1 mg mL~! crude Porphorydium sp. PS, followed
by 0,5 mg mL~! crude of Porphorydium sp. PS and lastly 1 mg mL™!
crude of D. salina PS treatment. These growth parameters show a
positive correlation between them. Contrariwise, other parameters
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Table 4
The effect of microalgae crude polysaccharides on the distribution of fatty acid in tomato plants.

Faty acid Control A. platensis D. salina Porphorydium sp.

Water 0,25 mgmL™! 05mgmL! 1mgmL' 025mgmL! 05mgmL! 1mgmL'! 025mgmL' 05mgmL' 1mgmL!

SFA C8:0 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C9:0 0.71 0.30 0.00 0.24 0.55 0.48 0.23 0.18 033 0.34
C12:0 0.59 0.22 0.00 0.00 0.24 0.36 0.00 0.18 0.29 0.31
C14:0 114 0.77 0.81 0.80 0.84 0,97 0,97 0,80 1,03 1,07
C15:0 0.00 0.00 118 0.00 0.96 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C16:0 41.03 30.32 44.81 35.78 43.47 38.07 42.09 32.65 40.93 38.86
C17:0 114 1.86 1.84 2.55 0.97 3.02 232 241 153 1.96
C18:0 1159 7.29 35.77 11.40 26.31 10.43 1158 23.46 9.48 9.14
C20:0 0.99 0.74 1.05 1.01 0.97 1.02 1.63 0.99 119 114
UFA C16:1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.35
C16:3 4.58 11.44 0.00 5.28 0.00 4.61 3.30 3.69 3.03 3.37
MDD* 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 111 0.00 0.00
C18:2 12.92 11.55 4.07 12.81 6.77 9.89 9.31 9.73 9l 9.98
C18:3 22.71 33.71 8.60 27.77 17.20 28.46 25.48 22.61 29.34 30.82
C21:0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.56 0.00 0.00 0.00 0.00
VLCFA C22:0 0.97 0.62 0.71 0.85 0.77 110 1.07 0.68 116 115
C23:0 0.00 0.23 0.00 0.45 0.00 0.00 0.57 0.30 0.41 0.44
C24:0 122 0.93 116 1.07 0.96 1.03 1.47 1.03 118 1.09
C25:0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00
C26:0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.98 0.00
Total VLCFA 2.19 179 1.87 2.36 173 213 31 2.20 3.73 2.69
UFA 40.21 56.71 12.67 45.87 23.97 43.52 38.09 3714 41.48 44.52
SFA 59.79 43.29 8733 54.13 76.03 56.48 61.91 62.86 58.52 55.48

C8:0, Sbericacid; €9:0, Azelaicacid; C12:0, Lauricacid; C14:0, Myristicacid, C15:0, Pentadecyclicacid; C16:0, Palmiticacid; C17:0, Margaricacid; C18:0, Stearicacid; C20:0,
Arachidicacid; C16:1, Palmitoleicacid; C16:3, Roughanicacid ; Methyl 6,10-octadecad; C18:2, linoleicacid; C18:3, Linolenicacid ;C21:0, Henicosanoicacid ; C22:0, Behenicacid ;
(C23:0, Tricosylicacid ; C24:0,Lignocericacid ; C25:0, Hyenicacid ; C26:0,Ceroticacid; SFA, saturatedfattyacid ; UFA, unsaturatedfattyacid ; VLCFA, verry long chainfattyacid.
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Fig. 2. Microalgae crude polysaccharides effect on the distribution of Sterols in tomato plants.
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The effect of microalgae crudes polysaccharides on the distribution of alkanes in tomato plants.

Alkane Control A. platensis D. salina Porphorydium sp.
Water 0,25 05mgmL~! 1 0,25mgmL~!  05mgmL~! 1 025mgmL~!  05mgmL! 1
mgmL~! mgmL ™! mgmL~! mgmL~!
Eicosane 23.05 53.96 0.00 35.25 24.01 724 2.39 56.77 4.03 69.60
Heptadecane 6.07 0.00 0.00 0.00 0.00 40.70 35.95 0.00 0.00 0.00
Octacosane 713 3.83 0.00 0.00 3417 39.28 0.00 0.00 0.00 30.40
Octadecane 8.30 0.00 0.00 1013 0.00 12.79 20.85 16.86 68.37 0.00
Triacontane 421 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Heptacosane 2.42 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 27.60 0.00
Heneicosane 44.36 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.00 0.00 0.00
Hentriacontane, 4.46 7.52 0.00 0.00 0.00 0.00 7.70 8.17 0.00 0.00
Tetracosane 0.00 8.71 100.00 25.90 0.00 0.00 28.92 0.00 0.00 0.00
Octadecane 0.00 25.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2-Methyltriacontane  0.00 0.00 0.00 11.59 7.92 0.00 0.00 9.20 0.00 0.00
Hexacosane 0.00 0.00 0.00 17.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Nonacosane 0.00 0.00 0.00 0.00 2.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Tricosane 0.00 0.00 0.00 0.00 465 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Docosane 0.00 0.00 0.00 0.00 27.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Heptadecane 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 419 0.00 0.00 0.00
Cyclotetradecane 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.65 0.00 0.00
Octadecane 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.00 0.00 0.00
Dotriacontane 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 134 0.00 0.00
Total of alkanes 16.14 7.58 244 10.27 11.62 7.74 13.38 9.67 9.42 9.54
Biplot caused an increase in leaf biomass by the stimulation of cell
division [27]. In Pinus radiate, Oligosaccharide kappa increased the
level of IAA and GA displaying “a reciprocal positive interaction”
06 and their effects overlapped regarding cell division and expansion,
2 0.4 — and tissue differentiation [28].
S 0.2 - Biological activity of PS extracts results from its composition
€ 004 [29-32]. Crude PS extract contained essentially carbohydrates,
N oo sulfate content and uronic acids. These elements could be the
E ' origin of the stimulation. Overall, correlation test showed that
3 04 growth stimulation was mainly related to sugars content, sulfated
—0.6 . and carboxylated groups (uronic acid) of polysaccharides (Table 6).
T T T T T T T

-06 -04 -02 0.0 0.2 0.4 0.6

Comp 1 (40.47%)

Fig. 3. Principal component analysis (PCA) biplot for investigated growth
parameters.

RL, Root length; RFW, Root fresh weight; RDW, Root dry weight; SL, Shoot length;
SFW, Shoot fresh weight; SDW, Shoot dry weight; NN, Nodes number; Chl a; Chl b;
Cad, Carotenoid; Protein; Nitrate reductase, NAD_GDH, NAD-Glutamate dehydro-
genase. Crud polysaccharide of (AP, Arthrospira platensis; D.S, Dunaleila salina; P,
Porphorydium sp.) with tree concentrations (1 : 0.25mgmL™!, 2 : 0.5 mgmL 'and
3:1mgmL™!

such as chlorophyll content, root weight and NR activity seem to be
slightly influenced by two A. platensis PS extracts concentrations
(0.5mgmL~! and 1mgmL™).

The enhancement of tomato growth after PS treatment was
accompanied by an increase of its major element such as nitrogen
enzymes activities and protein content. Photosynthesis and nitrate
assimilation and basal metabolism were enhanced by carboxyled
or sulfated polysaccharides in similar studies [26,27]. Moreover, it
was shown that basal metabolism and cycle regulatory cyclins
were enhanced in treated plants with oligo-carrageenan which

Table 6

These results confirm previous studies. Carrageenan as
seaweeds sulfated oligosaccharides showed the plant growth
biostimulant activity [33] or carboxylated PSs such as alginate [26]
was demonstrated. Polysaccharides from Spirulina platensis
increased the length of tomato and pepper plants by 20 % and
30 % respectively [15]. While Dunaliella salina PS were used to
enhance tomato tolerance to salt stress [4]

Lipid profiling by GC-MS showed that all plants treated with
crude microalgae polysaccharides displayed Lipid profile rear-
rangements. A decrease in stigmasterols and an accumulation of
cholesta was observed (Fig. 2). Some sterols in minute amounts,
such as campesterol in Arabidopsis thaliana, are precursors of
oxidized steroids acting as growth hormones collectively named
brassinosteroids. BRs have several functions in plant metabolism.
BRs regulate photosynthesis by inducing rubisco and carbonic
anhydrase [34]. Cell division and cell expansion were also
positively regulates by BRs [35]. There are so far no studies done
on the impact of biostimulants on plant phytosterols.

On the other hand, we revealed that very long chain alkanes
dropped under PS treatment (Table 5). VLCA constitute with very
long chain fatty acids and theirs derivate a cuticles wax in
epidermal leaf. This have a protective function against abiotic and
biotic stresses. This cuticle however is a hydrophobic barrier so the

Correlation between tomato shoot dry weight (g) and polysaccharides treatment concentration (1 mgmL~! PS) and composition.

Correlation coefficient

PS (%) Total sugars (%) Sulfate(%)

Uronic acid(%) Protein (%) Amino acid(%)

0.839 0.983 0.995

0.899 0.536 -0.913
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decrease of VLCA under PS treatment could be explained by the
humectant function of PS ensured by its strong hydrophobicity.
Nevertheless, no significant variation was detected in fatty acid
profile (Table 4).

More investigations are needed to confirm our finding about
the role of BRs function and to elucidate and involved pathways.
The biostimulatory effect of PS from a many algae species has been
proven. PS have proven their promoting activity to herbaceous
plants such as tobacco, pepper [25], chickpea, maize [33], opium
poppy [26], Catharan thusroseus [36] as on trees such as Monterey
pine [28] and Eucalystus [37]. During last few years, PS have found
its path to the market. We promote PS from microalgae. This is a
renewable source, easy to cultivate, with a good PS productivity
and a high plant promoting activity.
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3. Synthése de 1°" Article

Effet biostimulant des polysaccharides de microalgues sur les plantes de tomates : Croissance
et répartition métabolique.

Les resultats de la présente étude ont montré que le traitement des plantes de la tomate par les
PSs microlgaux a amélioré le nombre de nceuds (NN), le poids sec des pousses (SDW) et la
longueur des pousses (SS) de 75 %, 46,6 %, 25,26 % respectivement. De plus, le traitement aux
PSs a entrainé une amélioration du contenu en carotenoides, chlorophylle, protéines, et des
activités de la Nitrate Réductase (NR), de la NAD-Glutamate Dehydrogenase (NAD-GDH). 1
mg mL? de Porphorydium sp. a augmenté significativement le contenu en caroténoides et
I'activitée NAD-GDH de 400 % et 200 % respectivement par rapport au témoin. De la méme
maniere, A. platensis PS a amélioré I'activité de la chl a, chl b et NR de 90,1 %, 102,7 % et
88,34 % respectivement par rapport au témoin. En outre, il a été constaté que le traitement par
PS a augmenté la teneur en protéines, avec 88,3 % sous 0,5 mg mL™* de traitement par PS de

D. salina.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par (Colla and Rouphael 2020; Ronga et al. 2019;
Elarroussia et al. 2016), dans lesquelles ils ont constaté que les biostimulants PSs ont amélioré
la croissance des plantes. Cette amélioration a été clairement démontrée en termes de poids et
de taille des plantes, de nombre de feuilles, de longueur des racines, de teneur en chlorophylle
et d'activité photosynthétique(Maroua Drira et al. 2021). Cette amélioration de la biomasse des
plantes est favorisée par le potentiel biostimulant des PSs via la stimulation de I’activité
photosynthétique, les activités des enzymes de la ribulose 1,5-biphosphate
carboxylase/oxygénase et de la NAD(P)H-synthése et ’amélioration de la biosynthése des
phytohormones, de ’activité d’absorption et I'assimilation de C, N et S (J. Yang et al. 2021;
Castro et al. 2012).

L'augmentation de la croissance végétale et lI'accumulation de biomasse en fonction des
traitements des microalgues sont liée a l'augmentation de la biosynthése de la chlorophylle
(Mogor et al. 2018)(Faheed and Fattah 2008). Ces résultats sont en accord avec I'augmentation

des pigments (chla, chlb et carotinoid) dans les feuilles traitées par les PSs.

L’amélioration de I’activité de la Nitrate Réductase (NR) et de la NAD-Glutamate

Déshydrogénase (NAD-GDH) par les PSs microalgaux a permis de stipuler que ces PSs ont la
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capacité d’induire la voie de 1’assimilation de 1’azote. Dans l'assimilation du nitrate (NO3),
I'azote du NOs™ est converti en nitrite (NO2’), une réaction catalysee par I'enzyme nitrate
réductase. Ensuite, le nitrite est converti en ammoniac par l'enzyme nitrite réductase et
finalement, I'ammonium est converti en acides aminés par les enzymes la glutamine synthétase
GS et GOGAT (Taiz et al. 2017) et distribué dans la plante.

De maniere générale, il est possible d'associer la plus grande croissance et I'accumulation de la
masse des plantes de tomate a la stimulation de la synthése des acides aminés et des pigments,
favorisée par les traitements PSs. Les produits ayant une action stimulante sur les mécanismes
de synthese et de régulation des acides aminés, protéines et des enzymes de ’assimilation des
nutriments favorisant la croissance et le développement des plantes (Nardi et al. 2016). Ainsi
les mécanismes de synthése et de régulation des hormones, des nucléotides et des polymeres de
la paroi cellulaire. Ils ont également un réle dans le transport des nutriments dans la plante,
principalement l'azote.Sqns oublier les mécanismes de la tolérance de la plante aux stress
abiotiques (Hildebrandt et al. 2015; Pratelli and Pilot 2014).

L'analyse métabolomique paz GC-MS a également montré un changement dans les profils des
lipides, des stérols et des alcanes. Certains précurseurs des stérols ont augmenté, comme le
cholesta-6, 22, 24-triéne, ce qui peut indiquer une augmentation de la biosynthése des stérols
et/ou des glycoalcaloides stéroidiens dans les plantes traitées. L'établissement du profil
lipidique par GC-MS a montré que toutes les plantes traitées avec des polysaccharides bruts de
microalgues présentaient des réarrangements du profil lipidique. Une diminution des
stigmastérols et une accumulation de cholesta ont été observées. Certains stérols en quantités
infimes, comme le campestérol chez Arabidopsis thaliana, sont des précurseurs de stéroides
oxydes, agissant comme des hormones de croissance collectivement appelées brassinostéroides.
Les BR ont plusieurs fonctions dans le métabolisme des plantes. Les BR régulent la
photosynthése en induisant la rubisco et I'anhydrase carbonique (Siddiqui, Hayat, and Bajguz
2018). La division et I'expansion cellulaires sont également régulées positivement par les BRs
(Clouse and Sasse 1998). Jusqu'a présent, aucune étude n'a été réalisée sur l'impact des
biostimulants sur les phytostérols des plantes. D'autre part, nous avons révelé que les alcanes a
tres longue chaine ont chuté sous traitement PS. Les VLCA constituent, avec les acides gras a
trés longue chaine et leurs dérivés, une cire de cuticule dans la feuille épidermique. Celle-ci a

une fonction protectrice contre les stress abiotiques et biotiques.
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En accord avec les travaux précédents utilisant les microalgues, grace a leur composition et
leurs effets sur la croissance, le rendement et la stimulation du métabolisme avec des
améliorations biochimiques, les PSs microalgaux peuvent étre considérées comme un
biostimulant naturel, étant une nouvelle alternative biotechnologique pour la croissance des

plantes d'une maniere respectucuse de 1’environnement.
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1. Contexte

Les plantes poussent dans des environnements parfois compliqués et pour cela elles ont
développé des systemes immunitaires pour faire face a de multiples stresse biotiques et
abiotiques. La premiere phase de la résistance aux maladies consiste a détecter ponctuellement
les molécules de signalisation(W. Zhang et al. 2018). Les plantes sentent les motifs
moléculaires associés aux microbes (MAMP) qui sont des motifs moléculaires conservés
partagés par des micro-organismes nocifs. Parallélement, les plantes peuvent également
identifier indirectement les agents pathogénes, connus sous le nom de "motifs moléculaires
associes aux dommages” (DAMP) (De Lorenzo et al. 2011). Selon des études antérieures, les

DAMPs et les MAMPs présentent des avantages pour I'immunité des plantes.

Les MAMPs ou DAMPs activent différentes voies de transduction du signal et I'expression des
genes de défense (Safaie-Farahani and Taghavi 2017), qui seront accompagnés par la libération
d'espéces reéactives de I'oxygene (ROS) (Smirnoff and Arnaud 2019) et d'oxyde nitrique
(NO)(Gaupels et al. 2008), et la production de 1’acide salicylique (SA) (Pieterse et al. 2012),
d'acide jasmonique (JA) et d'éthylene (Ota et al. 2019). Chez Arabidopsis, l'infection par
Erysiphe orontii a entrainé une induction de SA environ cing fois supérieure (Wildermuth et al.
2001). Le SA s'est accumulé dans les feuilles d'Arabidopsis apres le traitement des MAMPs et
le mécanisme médié par le SA s'est développé comme une régulation cruciale de la défense
déclenchée par les MAMPs (Tsuda et al. 2008). Le géne PR1 a été reconnu comme un géne
marqueur de la voie de signalisation du SA, dont I'expression augmente avec l'activation de la
voie du SA (van Hulten et al. 2006). Par exemple, I'acide oligogalacturonique (OG) est I'un des
DAMPs végétaux les plus étudiés, qui peut déclencher un large éventail de défenses
immunitaires dans différentes plantes (De Lorenzo et al. 2018). Les oligosaccharides de
chitosan (CQOS), en tant que MAMPs représentatifs (Yin, Zhao, and Du 2010), se sont avérés
avoir des effets immunitaires sur diverses maladies, telles que celles causées par Fusarium
sambucinum (P. Li, Linhardt, and Cao 2016), Phytophthora infestans (van Aubel et al. 2018)
et le Southern rice black-streaked dwarf virus (SRBSDV) (A. Yang et al. 2017).

L'induction de la résistance des plantes par les polysaccharides des macroalgues est une
méthode efficace de contréle des maladies et contre les contraintes environnementales qui est
liee a I'activation ou a I'amélioration de plusieurs mécanismes de defense des plantes tels que

la régulation positive de I'expression des genes de défense impliqués dans la réponse a une large
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gamme de stress abiotiques et biotiques, et I'induction du systeme antioxydant et la production
de métabolites secondaires (Marwa Drira, Elleuch, et al. 2021). L'Alginate Oligosaccharide
(AOS) est un hydrate de carbone biologique naturel extrait d'algues. Dans notre étude,
Arabidopsis thaliana a été utilisé pour évaluer la résistance induite par I'AOS a Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000). La résistance a été considérablement améliorée a
25 mg/L dans le type sauvage (WT), montrant la diminution de I'indice de maladie et des
colonies de bactéries, I'éclatement de ROS et NO, I'expression de transcription elevée des génes
de résistance PR1 et l'augmentation du contenu d'acide salicylique (SA). Ce qui implique que
I'AOS induit la résistance a la maladie en injectant Pst DC3000 apres trois jours de traitement
en stimulant la voie de I'AS(C. Zhang et al. 2019).

Concernant les microalgues, malgré cette grande diversité des polysaccharides et leurs activités
biologiques remarquables, immunomodulatrices, anti-inflammatoires (Mutanda et al. 2011),
hypocholestérolémiques (Temraleeva et al. 2016), antimicrobiennes et antivirales (Hlima et al.
2021; Laroche 2022), leur exploitation comme des molécules bioactif, qui jouent le roll d’un
éliciteur de la défense des plantes, reste limitée dans deux études. La premiére menée par (EL
Arroussi et al. 2018) dans laquelle ils ont constaté que I’application d'EPS de Dunaliella salina
sur des plants de tomates (Solanum lycopersicum) a atténué le stress salin causé par la présence
de NaCl. Tout récemment, (Marwa Drira, Mohamed, et al. 2021) ont évalué I'effet du
prétraitement avec de I'EPS de P. sordidum pour atténuer les dommages causés par le
champignon Fusarium oxysporum sur les feuilles d'Arabidopsis thaliana. La pulvérisation
foliaire avec une solution contenant de I'EPS a réduit le développement des Iésions nécrotiques
et la gravité de la maladie causée par F. oxysporum. L'application d'EPS stimule les réponses
de défense telles que la production de H20-, I'accumulation de la phénylalanine ammonia-lyase

et la régulation positive des genes marqueurs liés a la défense.

Dans ce contexte cette étude décrit I’effet éliciteur des PSs microalgaux sur les voies de la

défense des plantes de la tomate.

L’étude il a été réalisé sur deux volets :

Volet 1. L’évaluation de I'effet des PS obtenus a partir de microalgues et de cyanobactéries « D.
salina MS002, P. tricorontum MS023, Porphyridium sp. MS081, Desmodesmus sp, D. salina
MSO067 et A. platensis MS001 » sur les marqueurs biochimiques et métabolomiques liés aux

voies de défense des plants de tomates. Il s’agit des marqueurs concernant :
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. Les activités enzymatiques des protéines PR (Glucanase et Chitinase),

phénylalanine ammoniac lyase (PAL) et Peroxydase (POX). Le contenu en

protéines, en H>O: et en polyphénols.
. Les marqueurs lipidomiques générés par GC-MS, lipides, stérols, alcanes, les

alcenes et autres métabolites.

Le deuxiéme volet est abordé dans le contexte du 3™ article.
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2. 2éme Article

www.nature.com/scientificreports

scientific reports e—
Evaluation of microalgae
polysaccharides as biostimulants
of tomato plant defense using
metabolomics and biochemical
approaches

Farid Rachidi?, Redouane Benhima?, Yassine Kasmi®, Laila Shabou? & Hicham El Arroussi%3**

Microalgal polysaccharides (PSs) may be an effective elicitor agent that can efficiently protect plants
against biotic stresses. In this study, wee investigates, the effect of PS obtained from microalgae

and cyanobacteria (D. salina MS002, P. tricorontum MS023, Porphyridium sp. M5S081, Desmodesmus
sp., D. salina MS067 and A. platensis MS001) on the biochemical and metabolomics markers linked

to defense pathways in tomato plants. The phenylalanine ammonia lyase (PAL), chitinase, 1,3-beta-
glucanase and peroxidase (POX) activities have been improved in tomato plants leaves treated by
polysaccharides extracted from P. triocnutum (238.26%); Desmodesmus sp. (19.95%); P. triocnutum
(137.50%) and Porphyridium sp. (47.28%) respectively. For proteins, polyphenols and H,0,, the
maximum effect was induced by D. salina 067 (55.01%), Porphyridium sp. (3.97%) and A. platensis
(35.08%) respectively. On the other hand, Gas Chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
metabolomics analysis showed that PSs induced the modification of metabolite profile involved

in the wax construction of tomato leaves, such as fatty acids, alkanes, alkenes and phytosterol.

PS treatments improved the accumulation of fatty acids C16:3, C18:2 and C18:3 released from the
membrane lipids as precursors of oxylipin biosynthesis which are signaling molecules of plant defense.
In addition, PS treatment induced the accumulation of C18:0 and Azelaic acid which is a regulator of
salicylic acid-dependent systemic acquired resistance. However, molecular and metabolic studies can
determine more precisely the mode of action of microalgal polysaccharides as biostimulants/elicitors
plant defense.

Plants in their environment are exposed to divers biotic and abiotic stresses’. Traditionally, synthetic pesticides
and fertilizers are almost indispensable for the control of plant diseases and crop production. The excessive
use of these synthetic chemical products is of global concern, because of their harmful effect on human health
and the environment (European Commission 2012)%°. In addition, the overuse of chemical products is the
main cause of resistance development inpathogens®. In this context, the promotion of eco-friendly alternatives
appeared necessary for the reduction of the use of chemicals in agriculture and hence of the attenuation of their
environment effect>S,

In the last decades, the sustainable agriculture has gained increasing interest on integrated crop management
strategy where a promote the use of alternatives tools such as crop rotation, planting time, tillage and the use of
biological products®”%. A lot of attention has been focused on the development of plant biostimulants to improve
crop growth, yield and quality by enhancing plant nutrition, reducing abiotic stress impact and promoting plant
growth”*!. Detailed reports are available on the induction of defense resistance in plants via a variety of bio-
logical inducers such as plant extracts, essential oils, bacteria and fungus, algal extracts and polysaccharides!!.
These elicitors have no direct toxic effect on pathogens and pests, but they have the ability to induce signaling

1Green Biotechnology Center, MASCIR (Moroccan Foundation for Advanced Science, Innovation & Research),
Rue Mohamed Al Jazouli Madinat Al Irfane, 10 100 Rabat, Morocco. 2Microbiology and Molecular Biology Team,
Center of Plant and Microbial Biotechnology, Biodiversity and Environment, Faculty of Sciences, Mohammed V
University, 4 Avenue Ibn Battouta, B.P. 1014, Rabat, Morocco. 3Agrobiosciences Program, University Mohamed 6
polytechnic (UM6P), Benguerir, Morocco. “'email: h.elarroussi@mascir.com

Scientific Reports | (2021) 11:930 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-78820-2 nature research
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Total sugars (%/ Uronic acid (%/ Amino acid (%/ Beta Glucan
Strains Biomass (g L") | PS (%/biomass) | PS) Sulfate (%/PS) | PS) Protein (%/PS) | PS) (%/PS)
A. platensis 1.22 2.590+£0.40 17.275+£1.05 5.306+0.37 3.602+£1.58 2.746+0.21 0.206+0.0 0.149
D. salina002 1.13 4.103+£0.13 33.050+0.92 11.541+£0.92 23.951+2.62 4.202+0.02 0.083+0.0 0.008
Porphyridium sp. 0.6 5.529+0.15 35.350+0.05 10.427 £0.54 13.808 £5.45 2.701+0.01 0.017+£0.0 0.108
P, tricoruntum 0.45 12.70+2.66 5.003+0.00 6.751+£0.59 32.331+3.14 22.068+0.13 0.019+£0.0 0.698
Desmodesmus sp. 0.42 7.2£0.6 5.04+0.00 5.27+0.10 42.865+10.4 11.850+0.08 0.196+0.0 0.043
D. salina 067 091 6.17+0.44 5.0+£0.00 4.051+0.24 23.951+5.15 15.744+0.09 0.181+£0.0 0.037

Table 1. Biomass production and composition of polysaccharides extracted from Moroccan microalgae.

pathways related to plant defense against biotic and abiotic stresses’, which makes them amenable as replacement
for traditional agrochemicals in a sustainable crop production system. Algal polysaccharides are macromolecules
with structural complexity linked to chemical groups with the high potential biological activities make algae
polysaccharides an ideal bioresource of plant resistance inducers'2.

Microalgae are photosynthetic eukaryotic and prokaryotic microorganisms with great biological and bio-
chemical diversity, which have a potential as a promising bio-resource for different applications such as pharma-
ceutical, nutraceutical, food and feed, aquaculture, bioenergy and the environment'*~". In the agriculture field,
the algal polysaccharide have a biostimulant activities of plant growth, nutrients uptake and biotic and abiotic
stresses tolerance'®*-24, Recently studies, have demonstrated the biostimulant effect of microalgal extracts on
the seed germination, seedling growth and yields of Lettuce and tomato plants**-2%. However, until now, the use
of microalgal extracts as biostimulants of natural plant defense mechanisms related to abiotic and biotic stresses
is an undergoing initiation?**>?°. In the same way®*, have demonstrated that D. salina exopolysaccharide have
the potential to induce the metabolic and biochemical pathways related to natural plant defense in tomato plants
under salt stress. Lipopolysaccharides and exopolysaccharides are essential structures maintained in pathogenic,
non-pathogenic and saprophytic microorganisms, under the name of MAMPS/PAMPS (microbe-/pathogen-
associated molecular patterns). These molecules are rapidly detected by the membrane receptors of the host
plant, in order to induce various defense responses®.

Divers studies have demonstrated the potential of different extracts and metabolites—among them polysac-
charides—of microalgae as biostimulants and biofertilizers of plant growth and crop production!>?*31-3 In
the present study, we investigated polysaccharides Extracts of 6 Microalgae and Cyanobacteria species for their
Bioelicitors effects on the different biochemical and metabolomics pathways related to the plants defense to
biotic and abiotic stress of Solanum lycopersicum L. The aim of this research is to demonstrate the potential of
microalgae polysaccharides as new bioactive materials for bioproduct development in agriculture.

Results

Microalgae culture and polysaccharides characterization.  As shown in Table 1 microalgae growth
differed between strains, A. platensis showed the fastest growth, followed by D. salina MS067, D. salina MS002,
Porphyridium sp., P. tricornutum, and Desmodesmus sp. with the biomass production of 1.22, 1.13, 0.91, 0.60,
0.45 and 0.42 g L™ respectively (Table 1). The choice of these strains for our project was based on the adapta-
tion and the feasibility of their culture at large-scale. The microalgae polysaccharide content was recorded as
12,7%, 5.52%, 4.10% and 2.58% for P. tricornutum, Porphyridium sp., D. salina 002 and A. platensis respectively,
while their partial characterization indicated that they were composed of neutral sugars (5.0-35.350%), sulfates
(4.051-11.541%), uronic acids (3.602-42.865%), proteins (2.701-22.068%), amino acids (0.017-0.206%) and
B-glucans (0.008-0.698%). P. tricornutum exhibited the maximum production of polysaccharides (12.7%) com-
posed of 32,3%, 6,75% and 0,698% of uronic acid, sulfate content and beta-glucan content respectively. Whereas
D. salina and Porphyridium sp. polysaccharides exhibited the highest sulfate content with 11.5% et 10.4% respec-
tively (Tablel, Supplementary Fig. S1).

Microalgal polysaccharides effect on tomato plants defense pathways. To investigate the effect
of microalgae crude PSs, different enzymatic and biochemical markers were used in this study such as PRs pro-
teins (Chitinase and 1,3-f,Glucanase) and PAL (Phenylalanine-Ammonia-Lyase) activities, ROS (H,0,) forms,
peroxidase (POX) activity and polyphenols content.

Microalgal polysaccharides effect on protein content, PAL, chitinase and 1,3 ,glucanase

activities. The results in Fig. 1a show that all PS treatments had a highly significant (p < 0.05) eftect on pro-
tein content in treated plants compared to non-treated control plants. The maximum effect was induced by D.
salina 067 polysaccharides with 55.01% improvement compared to the control.

The enzymatic activity of PAL is highly significant (p< 0.05) in plants treated with different PS extracts
(Fig. 1b). The percentages of minimal and maximal improvement (82.46% and 238.26%) in treated plants were
induced by Laminarin and P. triocnutum polysaccharides respectively. In the same way, the chitinase activ-
ity showed the high significant (p< 0.05) enhancement in treated plants compared to control plant (Fig. 1c).
The chitinase activity induced by polysaccharides from Desmodesmus sp., D. Salina 067, Porphyridium sp., P
tricornutum, D. salina 002 and A. platensis was increased by 19.95%, 18.63%, 11.36%, 7.51%, 7.26% and 6.35%
respectively compared to control plants (Fig. 1¢). Results presented in Fig. 1d, shows significant (p <0.05) effect
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Figure 1. The effect of crude PS on protein content (a), PAL (b), chitinase (c) and p-1,3-Glucanase (d),
activities. Tomato plants were injected with 1 mg mL™" of PS. H,0 and Laminarin (1 mg mL™) were used as
negative and positive controls respectively. Values are the mean (+ SE) of five replicates. Different letters indicate
significant difference between treatments (p < 0.05) according to Turkey-test, One-way ANOVA.

of polysaccharides on 1,3-B,Glucanase activity compared to the control plants. It was also observed that the
maximum percentage improvement (137.50%) was induced by P. tricocnutum polysaccharides followed by D.
salina MS067and D. salina MS002, which had a highly significant (p <0.05) effect compared to Laminarin-treated
plants (positive control).

Microalgal polysaccharides effect on peroxidase activity, H,O, and Polyphenols. The results
presented in Fig. 2a, shows that the plants treated by PS of Porphorydium sp., P. triocnutum, D. salina 067 and D.
salina MS002 had a very significant (p < 0.05) effect on peroxidase activity compared to controls plants. The max-
imum improvement of peroxidase activity was noted in plants treated by Porphyridium sp. polysaccharides with
percentage difference of 41% compared to non-treated plants. The evaluation of the effect of m