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Résumé

Afin de connaitre I'effet de la salinité sur le taux de croissance et les principes actifs d’Azolla
pinnata nous avons cultivé cette fougere dans la solution de Hoagland sans NaCl (témoin) et
dans la solution de Hoagland a 10, 20 et 30 mmol de NaCl (expérimentales). Les cultures ont
été suivies durant 10 jours dans une chambre de culture puis les taux de croissances, la matiére
séche et les cendre totales ont été déterminées. Les principes actifs ont été extraits par
macération et le rendement d’extraction, les polyphénols totaux, les flavonoides, les tanins et
I’activité antioxydante ont été estimés. Les résultats obtenus montrent que I’augmentation de la
salinité dans le milieu de culture diminue le taux de croissance d’Azolla pinnata. En revanche,
elle augmente le taux de matiére seche et de cendres totales dans cette fougere. La salinité
augmente les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides et 1’activité antioxydante de la
fougere jusqu’a 20 mmol puis une diminution dans ces paramétres a été observee.

Mots clés : Azolla pinnata, salinité, taux de croissance, principes actifs.
Abstract

In order to know the effect of salinity on the growth rate and the active compounds of Azolla
Pinnata we have grown this fern in the solution of Hoagland without NaCl (witness) and in the
Hoagland solution at 10, 20 and 30Mm of NaCl (experimental). Cultures were followed for 10
days in a culture chamber and the rates of growth, the dry matter and the total ashes were
determined. The active principles were extracted by the maceration; the extraction yields,
flavonoids, tannins, and antioxidant activity were estimated. Data showed that the increase in
salinity in the culture medium reduces the growth rate of this fern. However, salinity increases
phenolic and flavonoid contents and the antioxidant activity up to 20 mmol and a decrease in
these parameters has been observed.

Keywords: Azolla Pinnata, Salinity, growth rate, active compounds.
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Introduction

Azolla pinnata est une fougere aquatique, flottant & la surface des eaux calmes,
tempérées ou tropicales, dans les cressonnieres, les riziéres, les étangs et dans les canaux
d'irrigation. Elle abrite une cyanobactérie du genre Anabaena qui a la propriété de fixer I'azote,
c'est-a-dire de transformer I'azote moléculaire de I'atmosphére en azote fixé assimilable par la
plante (Reynaud et Franche, 1985 ; Raoelina, 1995).

Azolla pinnata est une bonne source de protéines (21 a 23 %) de haute qualité. Elle
contient également presque tous les acides aminés essentiels, des vitamines, du béta-caroténe,

des minéraux et des quantités appreciables de bio-polyméres (Kumar et Chander, 2017).

Les composés phénoliques les plus abondants identifiés dans Azolla comprennent les
anthocyanidines, les coumarines, les flavonols, les flavones et les tanins condensés. Il a été
démontré que le mécanisme antioxydant déclenché par les composés phénoliques végétaux est
bénéfique pour la santé humaine, notamment en réduisant le risque de développer des maladies
cardiovasculaires, le cancer, le diabéte de type 2 et des maladies neurologiques (Tran et al.,
2020).

La salinité est I’'un des stress abiotiques majeurs qui affecte la production végétale. Le
stress oxydant qui lui est souvent associé est causé par la formation excessive d’espéces
oxygénées réactives. L’un des mécanismes de défense non enzymatiques contre ce stress que
les plantes adoptent est la production de composés phénoliques considérés comme antioxydants
(Zitouni, 2015).

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’effet de stress salin sur le taux de croissance et

les polyphénols d’Azolla pinnata.

Ce mémoire est subdivisé en deux parties : une bibliographie qui porte sur des
généralités sur Azolla pinnata et le stress salin et une partie expérimentale qui résume les

principaux méthodes utilisées et résultats obtenus.



Chapitre 1 : Azolla pinnata et stress salin

Chapitre 1

Azolla pinnata et stress salin

1.1 Azolla pinnata
1.1.1 Taxonomie, origine et diversité

Selon Reynaud et Franche (1985), le genre Azolla appartient a la division des
Ptéridophytes, ordre des Salviniales, famille des Azollaceae (Figure 1). 11 existe 6 especes, qui,
en fonction de criteres morphologiques (morphologie des formes végétatives - frondes- et des

organes reproducteurs), sont divisées en deux sections : les Euazolla et les Rhizosperma.

- Euazolla comprend quatre espéces originaires d’Amérique : A. caroliniana, A.
filiculoides, A. mexicana, A. microphvlla ;
- Rhizosperma comprend deux espéces originaires d’Afrique et d’Asie : A. nilotica et A.

pinnata.

La variété d’A. pinnata est localisée en Afrique subsahélienne. Elle a été dénommée en
Asie var. pinnata par Brown (1810) et var. africana par Desvaux (1827) en Afrique (Reynaud
et Franche, 1985).

L'Azolla pinnata comprend deux variétés (Raoelina, 1995) :

- A. pinnata var. pinnata

- Al pinnata var. imbricata



Kingdom : Plantae
Division : Pleridophyta

Class : Polypodiopsida
Order : Salviniales
Family : Azollaccac
Genus : Azolla

) |
1 1

Subgenus:
Subgenus: dxolla i 2

| Tetrasporocarpia
« Section: I
Section: Eunazolla Ri perma A. rilorica
|
f— A, caroliniana l— A. pinnata
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——
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-——
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A, mucrophyila A. rubra A. pinnara

Figure 1 : Taxonomie du genre Azolla (NRRI, 2019).

1.1.2 Description

Azolla est une fougére aquatique, flottant a la surface des eaux calmes, tempérées ou
tropicales, dans les cressonniéres, les rizieres, les étangs et dans les canaux d'irrigation. Elle
abrite une cyanobactérie du genre Anabaena qui a la propriété de fixer I'azote, c'est-a-dire de
transformer l'azote moléculaire de I'atmosphere en azote fixé assimilable par la plante

(Reynaud et Franche, 1985 ; Raoelina, 1995).

Cette fougeére est formée d'une tige ou Rhizome, de feuilles et de racines (Figure 2). La
plante de I'Azolla est appelée fronde. Elle est constituée d'un rhizome principal, d'une longueur
excédant rarement 3 ou 4 cm, qui porte des ramifications secondaire qui peuvent a leur tour
produire des rhizomes de troisieme ordre et ceux-ci de quatrieme ordre. Cette architecture
confére a la plante une forme plus ou moins triangulaire ou circulaire selon les especes (Van
Hove, 1989 ; Raoelina, 1995).



Figure 2 : Plan d'Azolla Pinnata. DLL : Les lobes dorsaux et ventraux des feuilles poussent vers le haut

coté du rhizome. Tige flottante ramifiée de forme triangulaire aux feuilles Iégerement imbriquées. VVLL : Lobe
dorsal tres acuminé et a angle aigu avec feuille ventrale translucide. SC : Sporocarpe produit dans des conditions
climatiques naturelles durant le mois de novembre a mars. Paroi de microsporocarpe composée de couche

parenchymateuse teintée en rouge contenant des microspores. RH : Les poils absorbants épais poussent

latéralement & coté de toute la longueur de la racine (NRRI, 2019).

La tige flottante ramifiée porte des feuilles superposées disposées en alternance. Chaque
feuille a deux lobes : le lobe ventral ou inférieur et le lobe dorsal ou supérieur. Les lobes dorsaux
sont chlorophylliens et aériens, les lobes ventraux sont en partie submergés, fins et sans
chlorophylle. La fronde mesure environ 1 a 3 cm de long. Les racines se trouvent aux noeuds
des branches sur la surface ventrale de la tige. Ils mesurent environ 2 a 10 cm de long selon les
espéces, ont des poils et une coiffe racinaire qui tombe avec I'age. En eau peu profonde, les
racines adhérent a la surface du sol et absorbent les nutriments du sol (Dommergues et Diem,
1982).



1.1.3 Reproduction

Chez I’Azolla, il existe deux modes de reproduction : la reproduction sexuée ou
générative et la reproduction asexuée ou multiplication végetative. La reproduction se fait par
voie végétative dans les conditions climatiques favorables et par voie générative en saison

défavorable caractérisée par la chaleur ou le froid intense (Becking, 1979).

Dans la reproduction sexuée, une nouvelle génération se forme a partir de I'embryon
fécondé. Bien qu'un cycle de vie sporophytique soit décrit, les conditions de formation des
spores et leur importance écologique sont peu connues. Des températures élevées (début de
I'été) dans les régions tempérées et des températures basses dans les régions tropicales et
subtropicales (A. pinnata) ont été signalées comme induisant des sporocarpes. Dans le sud de
la Chine, certaines souches locales d'A. pinnata forment des spores abondamment en juin et
juillet, et dans une moindre mesure en septembre et octobre. Dans le nord du Vietnam, les
spores se forment en mars-avril. La formation d'organes sexuels semble étre associée a une forte

densité de population d'azolla (Dommergues et Diem, 1982).

La symbiose est maintenue durant le cycle sexuel. Les cellules d'’Anabaena, notamment
les akinetes (akinétospores) sont enfermées a l'intérieur des macrosporocarpes. Elles sont
enfoncées dans une cavité sous le chapeau de I'indusie du macrosporange. Apreés fécondation
de l'oosphére, un zygote se forme et se développe en sporophyte avec son algue associée
(Figure 3) (Ntendele Bikela, 2007).
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Figure 3 : Cycle de vie d'Azolla montrant divers stades de développement. Le sporophyte avait
un rhizome, feuilles et racines. Le rhizome développe des feuilles denses contenant des algues cyanophycées, a

savoir Anabaena azollae sur la surface supérieure. La durée relativement courte des stades de développement

permet une multiplication rapide des plantes (Sebastian et al., 2021).

1.1.4 Conditions de culture

Les espéces d'Azolla présentent une croissance maximale en été, suivie du printemps.
Ca peut croitre rapidement avec un temps de doublement de 2 a 5 jours. Environ 40 a 55 kg
d'Azolla frais peuvent étre formés a partir d’inoculum de 8 kg en 15 jours dans des parcelles de
riz avec 10 cm de profondeur d'eau. La parcelle nécessite des nutriments suppléments sous
forme de 10 kg de bouse de vache et 100 g de super phosphate triple en trois fois a 4 jours

d'intervalle (Sebastian et al., 2021).

Selon Reynaud et Franche (1985), les conditions de la croissance d’Azolla sont

hiérarchisées de la facon suivante :
- une bonne maitrise de 1’eau
- une protection contre les hautes intensités lumineuses

- des températures minimales de 15 °C la nuit, 25 °C le jour et maximales de 35 °C



- un apport de phosphore
- et, & un degré moindre, de calcium, de magnésium et d’oligo-€léments
- une protection antiparasitaire.

1.14.1 Eau

La croissance d’Azolla est favorisée par une couche d’eau n’excédant pas quelques
centimétres : 5a 10 cm. Cela favorise la nutrition minérale puisque les racines sont proches du
sol (Rahagarison, 2005).

L'humidité relative optimale serait de 85 & 90 %. A une humidité relative inférieure a 60
%, I'Azolla devient séche et fragile et plus sensible aux conditions défavorables (Dommergues
et Diem, 1982).

1.1.4.2 Température

La température optimale pour la croissance d’Azolla se situe entre 20 et 30 °C. Certaines
souches ont pu survivre temporairement a des températures de -5 et 45 °C. D'autres souches
sont trés affectées par une température inférieure a 10 °C, mais peuvent supporter des valeurs
dépassant 35 °C, comme le cas de nombreux écotypes d'Azolla pinnata (Rasoloarivony, 2003).
Cependant, des températures supérieures a 37 °C affecteront sérieusement la multiplication
d'Azolla (Amroune, 2020).

1.1.4.3 pH

Habituellement, Azolla préfére un milieu proche de la neutralité ou acide. Pour une
bonne croissance, le pH optimal du milieu varie de 4,5a 7,5. Le pH du milieu de 5 a 8 favorise
la croissance et la fixation de I'azote chez A. pinnata. Azolla est particuliérement tolérant en ce
qui concerne le pH du milieu (Sebastian et al., 2021 ; Ntendele bikela, 2007).

1.1.4.4 Lumiére

Le taux de croissance d'Azolla augmente avec l'intensité lumineuse jusqu'a environ 50
kix ou 50 % de l'intensité lumineuse naturelle maximale. Au-dela de ce niveau, le taux de
croissance reste constant ou diminue lentement selon des interactions mal définies avec d'autres

parameétres écologiques (Van Hove, 1989).

La couleur de I'Azolla passe au rouge brunatre en raison de l'exposition a une forte
luminosité en saison estivale, et il devient vert lors du retour de I'ombre. La photopériode

optimale pour la croissance d'Azolla est d'environ 20 heures (Sebastian et al., 2021).



1.1.4.5 Nutriments

Le besoin en minéraux d'Azolla comprend les macroéléments (P, K, Ca, Mg et Mn) et
les microéléments (Fe, Mo, Co). Les carences en ces éléments entrainent les diminutions des
croissances (Becking, 1979). Mais la caractéristique la plus remarquable dans ce domaine
nutritionnel est I'indépendance totale a I'égard de la source d'Azote. Azolla croit parfaitement
en absence d'azote combiné (Amroune, 2020). Mo et Co favorise la capacité de fixation d’azote
d’Azolla (Sebastian et al., 2021).

De tous les éléments essentiels, c'est le phosphore qui limite le plus souvent la croissance
d'Azolla. Une déficience en phosphore (< 0,2 % de la matiere seche) s'accompagne d'une

diminution d'activité de la nitrogénase et de la teneur en azote de I'Azolla (Raoelina, 1995).
1.1.5 Composition chimique

La composition chimique d’Azolla varie selon les especes et les écotypes, mais aussi en
fonction des conditions écologiques et de la phase de croissance (densité de population)
(Raoelina, 1995). La teneur en protéines de /’Azolla est proche de celle du soja (Hédji et al.,
2014).

Comparativement aux autres plantes aquatiques (Ipomea aquatica et Lemna minor),
[’Azolla contient approximativement la méme quantité de protéines (27,5 % en moyenne), mais
elle est plus riche en parois végétales (47,3 % en moyenne). L 'Azolla contient en moyenne 5 g
lysine/100 g protéines et a un profil en acides aminés relativement bien équilibré (Leterme et
al., 2009).

o Farine d’Azolla pinnata

La farine d’Azolla pinnata contient 21,4 % de protéines brutes, 12,7 % de fibres brutes,
2,7 % d’extrait a 1'éther, 16,2 % de cendres et 47,0 % de glucides (Hédji et al., 2014).

o Azolla pinnata séche

L'analyse chimique de A. pinnata séché au soleil pendant 3 jours a montré qu'il contient
88,80 % de matiére seche, 25,46 % de protéines brutes, 2,66 % d'extrait a I'éther, 14,80 % de
fibres brutes, 41,58 % d'azote libre, et 15,5 % de cendres totales. L’4zolla séché contient
également 2,25 % de calcium et 0,40 % de phosphore. La valeur de I'énergie métabolique
calculée de Azolla séché est de 1807 kcal / kg (Hédji et al., 2014 ; Shamna, 2013).



1.1.6 Utilisation
1.1.6.1 Fertilisation du sol

L’intérét agronomique de /’Azolla est son utilisation en tant que fertilisant azote,
notamment en riziculture irriguée. En Chine et au Viét-Nam, l'usage d'Azolla en agriculture
date de plusieurs siécles sinon de millénaires . En général, 10 tonnes d'Azolla par hectare
contiennent 20 — 30 kg de N, et au moins 70 % de cette quantité provient de la fixation

biologique de I'azote atmosphérique (N2) (Rasoloarivony, 2003).

Ces applications ne sont pas les seules possibles, et des recherches sont entreprises en
vue d’évaluer le potentiel d’utilisation d’Azolla comme engrais verts pour des cultures sur terre

ferme apres fanage ou compostage (Rahagarison, 2005).
1.1.6.2 Alimentation humaine

Plusieurs auteurs ont mentionné dans leurs travaux l'utilisation de l'azolla dans
I'alimentation de I'nomme. Plusieurs recettes a base d'Azolla sont fort agréables : potage,
boulettes de viande et d'Azolla, frites ou cuites a I'eau, etc. Pourtant il faut prendre des
précautions pour s'assurer que la culture se fait dans des conditions d'hygiéne satisfaisantes
(Raoelina, 1995).

1.1.6.3 L’utilisation d’Azolla en alimentation animale

Cette fougeére est utilisée depuis de nombreuses années dans toute I'Asie et dans
certaines régions d'Afrique pour nourrir les porcs, les canards, les poulets, les bovins, les

poissons, les moutons et les chevres et les lapins (Rajesh, 2020).
o Aliment pour poulet

Plusieurs chercheures ont ¢tudié ’effet de I’incorporation de la farine d’Azolla dans
’alimentation de poulet sur les performances de croissances (Ouedraogo et al., 2021 ; Alalade
et lyayi, 2006 ; Basak et al., 2002).

Ouedraogo et al. (2021) ont montré que la substitution partielle du soja torréfiée par la
farine d’Azolla pinnata n’a pas d’effet significatif sur 1’évolution pondérale et les gains moyens
quotidiens des poulets. Leurs résultats corroborent celui d’Alalade et Iyayi (2006) au Nigéria
qui avaient montré que la farine d’A. pinnata peut étre incorporée jusqu’a 10 % dans la ration
alimentaire des poussins sans affecter négativement la croissance de ces derniers. A partir de la

sixieme semaine d’age Basak et al. (2002) ont trouve que les poulets de chair nourris avec une



ration incorporant 5 % d’A. pinnata en substitution au sésame avaient des poids corporels

significativement améliorés par rapport au témoin (0% d’A. pinnata).
o Aliment pour lapin

Dans leur étude sur I’effet de I’incorporation d’Azolla dans 1’alimentation de lapins sur
leurs performances de croissance et les caractéristiques de leur viande, Abdelatty et al., (2021)
ont montré qu’Azolla séche pourrait étre inclus dans un régime alimentaire de lapin en
croissance, jusqu'a 10 %, tandis que des doses plus élevées altérent négativement les
performances de production, la qualité de la viande et I'efficacité alimentaire des lapins en

croissance.
o Aliment pour bétail

Des investigations ont été entreprises pour explorer le potentiel nutritif d'Azolla pinnata
comme aliment équilibré pour le bétail. Un essai de deux mois a la ferme a été mené sur des
bovins, des chévres et des poules. Les résultats montrent qu’il y a eu une augmentation
appréciable de la production laitiére (10-15 %), de la viande en poids (8-10 %) et de la capacité
de ponte (10-15 %) chez les animaux laitiers, les chevres et les poules respectivement. Sur la
base des recherches et observations actuelles, Azolla pinnata est recommandée comme
supplément protéique non conventionnel potentiel pour le bétail pendant la période de disette
(Kumar et Chander, 2017).

1.1.6.4 L’utilisation thérapeutique

L'Azolla pinnata est une petite fougere aquatique flottante utilisée en médecine
traditionnelle, les malgaches 1’utilisent comme calmant et comme somnifere. Mélangé a de la
citronnelle, une tisane a base d’Azolla permet de trouver rapidement le sommeil (MadaFlora,
2008).

1.1.6.5 Dépollution des milieux

La biosorption aide a éliminer les matiéres toxiques des milieux aqueux. La biomasse
d'Azolla s'est avérée efficace pour biosorber les métaux lourds tels que Pb, Cd, Cu et Zn. Cette
biomasse a été tres efficace pour éliminer la demande chimique en oxygéne et les polyphénols
des eaux usées des huileries. Le biofiltre a pu éliminer jusqu'a 4 000 ppm de polyphénols dans

les eaux usées (Sebastian et al., 2021).
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1.1.6.6 Production de la bioénergie

La productivité tres élevee de la biomasse a fait d'Azolla une plante puissante pour la
production de biodiesel. Cette plante ayant des niveaux suffisants de cellulose/hémicellulose,
d'amidon et de lipides, ressemblant a des combinaisons de cultures bioénergétiques terrestres

et de microalgues utilisées pour la production de biodiesel (Sebastian et al., 2021).
1.2 Salinisation et stress salin
1.2.1 Définition

La salinisation peut &tre définit comme un processus d’accumulation des sels solubles a
la surface du sol et dans la zones racinaires en quantité suffisante pour affecter ses aptitudes

agronomiques (Marmoud, 2006).

Le stress salin est défini comme une concentration excessive en sel. Le terme salin
s’applique surtout a un excés des ions en particulier Na* et ClI” La quantité de sels dans le sol
que les plantes peuvent supporter sans grand dommage pour leur culture, varie avec les familles,
les genres et les espéces, mais aussi les variétés considérées (Hopkins, 2003 ; Levigneron,
1995).

1.2.2 Types de salinisation
1.2.2.1 Salinisation naturelle

Tout d’abord, la salinisation implique une accumulation de sel par des processus
naturels du fait d’une forte teneur en sel du matériau parent ou des nappes souterraines

(Anonyme, 2009).

La salinité primaire elle est d’origine naturelle, due principalement aux sels qui ont pour
origine le processus d’altération des roches. La migration puis le dépdt de ces sels solubles
dépendent de I’intensité et de la répartition des précipitations et d’autre caractéristique de milieu
naturel. Dans les régions arides et semi-arides, le lessivage et le transport en profondeur des
sels dissous n’existent plus et I’évapotranspiration importante favorise la concentration des sels

dans le sol (Lallemand, 1980).
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1.2.2.2 Salinisation anthropique

Les activités humaines qui induisent une salinisation dite «secondaire» sont nombreuses
(Montoroi, 2017) :

-irrigation mal conduite,

-pratiques d’anciennes techniques d’irrigation,
-irrigation avec des eaux riches en sels,
-déforestation intensive,

-engrais contenant des sels de potassium et d’azote,
-dépdts atmosphériques pres des sites industriels.

La salinisation anthropique accentue la salinisation naturelle, change la composition des
eaux naturelles (lacs, rivieres, nappes souterraines), dégrade la qualité de 1’eau demandée pour
satisfaire les besoins domestiques, agricoles et industriels, contribue a la perte de biodiversité
et de fertilité des sols, modifie les conditions climatiques locales, crée des problémes sanitaires
et réduit drastiquement les activités agricoles et piscicoles (Montoroi, 2017).

1.2.2.3 Effet de salinité sur les plantes

La présence de sels solubles en forte concentration dans le sol, affecte les mécanismes
physiologiques de la plante, et constitue un facteur limitant majeur de la production végétale.
Ainsi, la tolérance des plantes cultivées demeure limitée, compte tenu de la complexité des

mécanismes impliqués dans la tolérance des plantes au sel (Tahraoui, 2016 ; Bissati, 2011).

Les effets de la salinité sur les plantes sont complexes et ses conséquences incluent la
toxicité par les ions, le déficit hydrique, la déficience et le déséquilibre nutritifs (Agronomie,
2022).
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Effet osmotique

La présence d’une forte concentration de sels soluble dans le sol crée une
pression osmotique élevée dans I’environnement racinairequi réduit la
disponibilité de I’eau du sol pour la plante; c’est ce que n’appelle une sécheresse
physiologique. Lorsque I’ajustement osmotique n’est pas suffisant, I’eau a
tendance a quitter les cellules, ce qui provoque la perte de la turgescence. Le sel
entre en compétition avec le systeme de transport des nutriments indisponsables,
et soumet les plantes a un déséquilibre osmotique qui peut aboutir a un deficit
hydrique (Hamdoud, 2012).

Effet physiologique

Un sol chargé en ion posséde une pression osmotique plus élevée, ce qui
nécessite une augmentation de la succion des plantes concernées et ainsi de la
transpiration, I’extraction y étant plus difficile. Au bout d’un certain seuil,
lorsque la plante est soumise a un stress hydrigue trop important les stomates se
fermes diminuant la transpiration afin de se préserver (Tahraoui, 2016).

La photosynthese est réduite chez les plantes cultivés en milieu salin, en
conditions de stress salin (Hamdoud, 2012).

Effet sur la croissance

De nombreux travaux ont montré que la réponse générale des plantes a la salinité
est la réduction de la croissance. La réduction de la croissance est une capacité
adaptative nécessaire a la survie d’une plante exposée a un stress abiotique. La
réponse immediate au stress salin est la réduction du taux d’expansion de la
surface foliaire jusqu'a sa cessation avec I’augmentation des concentrations de
sels. La réduction de la croissance se produit chez toutes les plantes, cependant
leur niveau de tolérance et le taux de réduction & des concentrations de sels
létales varient largement avec ou entre les différentes espéeces végétales (Nabi,
2009).
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1.2.3 Salinisation des eaux

Le cycle de la salinité dans les eaux continentale (Figure 4) peut étre subdivisé en deux
grands domaines, le domaine marin lié directement ou indirectement a I’eau de mer, et le
domaine ‘continental/interactions eaux-roches’ pour lequel les sels dissous sont issus
essentiellement de I’interaction avec les roches sédimentaires (hors évaporites marins) et
cristallines et concentrés par I’évaporation (Kloppmann et al., 2011).

domaine marn” { “domaine continental/ interactions eaux-roches”
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Figure 4 : Mécanismes naturels de salinisation des eaux de surface et souterraines
(Kloppmann et al., 2011).
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1.2.4 Effet de la salinité sur Azolla pinnata

La salinité a progressivement inhibé la croissance d’A. pinnata. Mais, I'ajout de P dans
I'eau salée peut améliorer la croissance d'Azolla. A. pinnata peut tolérer le NaCl a une
concentration de 60 mM (Sebastian et al., 2021).

Azolla pinnata est une plante extrémement sensible au NaCl et ne peut tolérer une
concentration externe de NaCl au-dela de 30 mM. La préincubation des plantes dans du NaCl 20
mM pendant 18 jours, suivie d'un transfert par étapes (NaCl 10 mM par jour) les a rendues capables
de se développer a une concentration autrement Iétale de NaCl de 60 mM a des taux comparables a
la croissance de plantes inadaptées dans du NaCl 20 mM. Les plantes non préincubées dans du NaCl
20 mM ou preincubées pendant une durée inférieure a 18 jours ont été incapables de survivre et n‘ont
pas poussé dans du NaCl externe 60 mM. Les concentrations de Na*, K* et Ca* dans les plantes
témoins, stressées par le NaCl et adaptées différaient significativement, indiquant que l'adaptation
impliquait le développement d'une capacité chez les plantes a réguler la concentration en ions (Rai
et Rai, 1998).
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

Chapitre 2

Matériel et méthodes

Ce chapitre décrit les détails du matériel et des méthodes utilisés pour la culture d'Azolla
pinnata dans un milieu de culture naturel, dans la solution Hoagland et la solution de Hoagland
a différentes concentrations du sel pour évaluer I’impact de la salinisation sur sa croissance et

ses principes actifs.
2.1 Materiel et réactifs

Le matériel utilisé pour la réalisation de ce travail est le suivant : Spectrophotometre
UV-Vis, Thermometre, Etuve, Agitateur pH-meétre, Balance, Bain marie, une chambre de

culture a température et a luminosité contrélées.

Les réactifs et solvants utilisés pour la réalisation de ce travail sont : K2S04, MgSO4,
KH2PO4, FeSO4, Acide gallique, EDTA, NaOH, FeNa, NaCl, H3BO3, MnSO4, ZnSO4,
CuS04, AICI3, Bicarbonate de sodium, quercétine, Méthanol, Ethanol, Folin Ciocalteu, HCI,

DPPH, Catéchol, Vanilline, acide sulfurique.
2.2 Méthodes

2.2.1 Pré-culture d’Azolla pinnata

Etape 1:

La premiére étape consiste a la préparation d’une culture de stocke d'Azolla pinnata
dans un milieu de culture naturel contenant de la terre agricole (3 cm), d’engrais organique
(fientes de poulet 1 cm) et de I’eau potable (7 cm). Le milieu de culture est agité et laissé
pendant une courte période de temps puis débarrassé des impuretés. Aprés avoir préparé le
milieu agricole approprié, une petite quantité d'Azolla a été doucement déposée sur la surface
de milieu. La culture a été faite dans une chambre de culture en réglant la température a 25 °C
et la luminosité a 8 heures de lumiére et 16 heures d’obscurité. La température et le pH de

milieu ont été contrblés durant toute la période de I’expérimentation (Figure 5).
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Figure 5 : Pré-culture d’Azolla pinnata dans un milieu naturel (Originale, 2022)

Etape 2 :

La deuxiéme étape consiste a la préparation d’une culture de stocke d'Azolla pinnata
dans un milieu synthétique qui est la solution de Hoagland ¥4 sans azote. Aprés avoir préparé
la solution de Hoagland 1/4, une petite quantité d'Azolla a été doucement déposée sur la surface
de la solution. La culture a été faite dans une chambre de culture en réglant la température a 25
°C et la luminosité a 8 heures de lumiere et 16 heures d’obscurité. La température et le pH de

milieu ont été contrdlés durant toute la période de I’expérimentation (7 jours) (Figure 6).
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Figure 6 : Mise en culture d’Azolla pinnata dans la solution de Hoagland ¥ sans azote
(Originale, 2022)

2.2.2 Culture d’Azolla pinnata

Pour évaluer I’effet de stress salin sur la culture et les principes actifs d’Azolla; la
culture de cette fougere a été faite dans un méme volume de la solution de Hoagland ¥4 sans
azote a pH 6,8 (témoin) et dans la solution de Hoagland ¥ sans azote a pH 6,8 et a trois
concentrations de NaCl (10, 20 et 30 mmol).

Apres avoir préparé les solutions, la méme quantité d'Azolla a été doucement déposée
sur la surface de chaque solution. La culture a été faite dans une chambre de culture en réglant
la température a 25 °C et la luminosité a 8 heures de lumiere et 16 heures d’obscurité. La
température et le pH de milieu ont été contrélés durant toute la période de I’expérimentation
(10 jours) (Figure 7).
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Figure 7 : Mise en culture d’Azolla pinnata dans la solution de Hoagland ¥ sans azote

et dans les solutions salées (Originale, 2022).
2.2.3 Mesure de taux de croissance

Apres dix jours de culture d’Azolla dans les différentes solutions expérimentales, les

quantités des cultures obtenues ont été pesées et leurs taux de matiere seche ont été déterminés.
Le taux de croissance relatif a été calculé en utilisant la formule suivante :
Taux de croissance relatif = (In DW2 — In DW1)/(t2 - t1)
Dont :
DW?2 et DW1 sont les poids au temps t1 et 12 (apres séchage)
Le nombre de génération a été calculé en utilisant la formule suivante :
m=m0x2G
Dont :
m : masse finale d’Azolla (g)
m : masse initiale d’Azolla (g)

G : nombre de générations
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2.2.4 Taux de matiére séche

Régler I’étuve a 90+2 °C et peser 2 g d’échantillon dans un creuset préalablement seché
et refroidi dans le dessiccateur. Placer le creuset dans I’¢tuve et sécher 1’échantillon pendant 24
heures. Transférer le creuset au dessiccateur pour se refroidir. Peser et calculer le taux de

matiére seche comme suit :
MS (%)= (M1-M0/Mx100)
Ou:
M1 : Masse en grammes, du creuset et du résidu apres séchage et refroidissement.
MO : Masse en grammes, du creuset vide.
M : Masse de la prise d’essai en gramme.
2.2.5 Cendres totales

Incinérer une prise d’essai de 2 g dans un four de calcination a 600 °C pendant 2 heures
jusqu’a combustion totale de la matiére organique et obtention d’une coloration blanchétre.
Refroidir le creuset dans le dessiccateur pendant une heure et le peser. La teneur en cendres
exprimée en pourcentage massique de 1’échantillon rapportée a la matiére telle qu’elle est

donnée par la relation suivante :
TC %=(m2-—m0/m1-—m0) x 100
Ou:
TC : taux de cendres (%).
m 0 : masse du creuset vide (g).
m 1 : masse du creuset et de la prise d’essai (g).
m 2 : masse du creuset et du résidu (g).
2.2.6 Extraction des polyphénols

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui

se fait a température ambiante (Lagnika, 2005 ; Mahmoudi, 2012).
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o Dans une fiole, introduire 5 g d’échantillon ;
o Ajouter 100 ml du solvant (méthanol & 70 % v/v) ;

0 Laisser le mélange en contacte durant 24 h a température ambiante (avec agitation

occasionnelle) ;
o Filtrer le mélange par un tissu puis un filtrer sur papier whatman N° 1 ;

o Evaporer le solvant sous vide a 40 °C en utilisant le rotavapeur (Buchi) jusqu’a I’obtention

d’un résidu sec ;
0 Conserver le résidu a 4 °C jusqu’a utilisation.
2.2.7 Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :
R (%)=(MRext/MRéch)x100
Ou:
R : le rendement en % ;
MRext : la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg ;
MRéch : la masse de I’échantillon avant extraction en mg.
2.2.8 Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu décrite par Fu et al. (2011) citée par Mahmoudi et al. (2018). Cette méthode a été
décrite des 1965 par Singleton et Rossi. Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 11
est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023)
et de molybdéne (M08023) (Boizot et Charpentier, 2006).

Une prise d’essai de 200 pl de chaque extrait a analyser a ét¢ mélangée successivement
avec 1000 pul du réactif Folin-Ciocalteu (10 % v/v) et 800 ul d’une solution de bicarbonate de
sodium (Na2CO3) a 7,5 % (p/v) (pour favoriser un milieu alcalin et déclencher la réaction

d'oxydoréduction).
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Le mélange a été agité puis incubé a 1’obscurité au bain Marie a 40 °C pendant dix
minutes. Les absorbances ont été lues a 760 nm avec un spectrophotometre UV-Visible
(Schimadzu-UV-2401PC, UV-Vis Japon) contre un blanc préparé par la méme maniere

précédente en remplagant 1’extrait par 200 pl d’eau distillée.

Une gamme d’étalonnage de six concentrations d’acide gallique allant de 10 a 100 pg/ml
(p/v) a été preparée pour calculer la concentration des polyphénols dans chaque extrait. La
concentration en composés phénoliques totaux est exprimée en milligramme équivalent acide

gallique par gramme de matiére fraiche.
2.2.9 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué par la méthode colorimétrique du

chlorure d’aluminium selon le protocole décrit par Mahmoudi (2018).

Un volume de 1 ml de chaque extrait a été mélangé avec 1 ml d’une solution
méthanolique de chlorure d’aluminium a 2 % (p/v). Le mélange a été agité, incubé 10 min a
1I’obscurité et I’absorbance a été lue a 430 nm avec spectrophotomeétre UV-Visible (Schimadzu-
UV-2401PC, UV-Vis) contre un blanc préparé de la méme maniére précédente en remplacant

I’extrait par 1 ml du méthanol absolu.

La concentration en flavonoides est exprimée en microgramme équivalent quercétine
par gramme de matiere fraiche en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine (neuf

concentration de 0,5 a 8 pg / ml p/v).
2.2.10 Dosage des Tanins

Les tanins condensés ont été déterminés par la méthode spectrophotométrique de
vanilline en milieu acide décrite par Ba et al. (2010) citée par Mahmoudi (2018).

Le réactif de vanilline a été préparé en mélangeant a volume égal : I'HCI & 8 % (v/v)
dans le méthanol et la vanilline dans le méthanol a 4 % (p/v). Le mélange est maintenu a 30 °C
avant le dosage. Une prise d’essai de 200 ul de chaque extrait a analyser a été mélangée avec
1000 pl du réactif de vanilline. Le mélange a ét¢ agité puis incubé a 1’obscurité pendant vingt
minutes a température ambiante. L’absorbance a été lue a 500 nm avec un spectrophotometre
UV-Visible (Schimadzu-UV-2401PC, UV-Vis japon) contre un blanc préparé par la méme

maniére précédente en remplacant I’extrait par le méthanol.
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La concentration en tanins condensés est exprimée en microgramme équivalent catéchol
par gramme de matiere fraiche en se référant a la courbe d’étalonnage de catéchol (huit

concentrations allant de 0 a 0,9 g / ml p/v).
2.2.11 Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée in vitro par la méthode de DPPH. (2,2’-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) rapportée par Koh et al. (2012) citée par Mahmoudi et al. (2018).

La méthode du DPPH. est basée sur la réduction d'une solution alcoolique de I'espece
radicalaire stable DPPH. en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene (AH), qui aboutit
a la formation d'une forme non-radicalaire, le DPPH-H ce qui entraine un virage de la couleur

violacée du DPPH au jaune.

Brié¢vement, une prise d’essai de 2,7 ml d’une solution fraiche de DPPH. (6x10-5 mol/I
dans le méthanol) a été ajoutée a 0,3 ml de chaque extrait a différentes concentrations (1 a 80

mg/ml).

Le mélange a été agité fortement, incubé 30 min a 1’obscurité et 1’absorbance a été lue
a 517 nm avec spectrophotomeétre UV-Visible (Schimadzu-UV-2401PC, UV-Vis) contre un
blanc composé du méthanol et un contrdle constitué de 2,7 ml du DPPH. et 0,3 ml du méthanol.

L’activité antioxydante a été calculée en utilisant 1a formule suivante :
A antiox (%)=100xA0—AS/A0

Ou:

A antiox : activité antioxydante (%).

AO0 : densité optique du contréle (nm).

As : densité optique de 1’échantillon (nm).

Les IC50 des extraits de la pulpe et de la pelure de différentes variétés des figues et de
standard ont été estimés a partir de 1’équation de la courbe de tendance de chacun (IC50 de

1’échantillon correspond a la concentration permettant 50 % d’inhibition du DPPH.).
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Chapitre 3

Résultats et discussion

3.1 Taux de croissance

Dans notre travail, nous avons testé 1’effet de 1’ajout de NaCl dans une solution de
Hoagland Y4 sans azote sur le taux de croissance d’Azolla pinnata. L’Azolla peut croitre sans

azote di a sa capacité de fixer 1’azote atmosphérique (Tran et al., 2020).

Les taux de croissance d’Azolla pinnata représentés dans la figure 8 montrent que
I’augmentation de la salinité¢ dans le milieu de culture diminue le taux de croissance de cette

fougere.

Une concentration de 10 mmol de NaCl dans le milieu affect Iégérement la croissance
d’Azolla alors que des concentrations de 20 et 30 mmol diminuent fortement et avec des taux

tres proches sa croissance.

Avec des concentrations de 20 et 30 mmol de NaCl, nous observons un jaunissement

des frondes d’Azolla pinnata.

30.00

25.00
X 20.00
5t sans NaCl
G
a 10mmol
© 15.00
g H 20mmol
©
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© 10.00
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Figure 8 : Taux de croissance d’Azolla pinnata %
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Nos résultats sont comparables aux observations de Rai et Rai (1998) qui ont trouvé
que le NaCl est toxique pour la croissance d'Azolla pinnata.

La différence entre la croissance des fougeres stressées par le NaCl et non stressées

était évidente méme apres 3 jours de culture.

Malgré une croissance réduite a des salinités de 20 et 30 mmol, quelques frondes
avaient l'air en bonne santé et continuaient a pousser et a ajouter du poids sec alors que

d’autres semblaient jaunes et degénérees.
3.2 Taux de matiere seche

Des taux de matiere séche d'Azolla pinnata stressée et non stressée représentés dans le
tableau 1 il apparait que le taux de matiere séche augmente avec I’augmentation de la

concentration du NaCl dans le milieu de culture (11,33 4 17,13 %).

Tableau 1 : Taux de mati¢re séche d’Azolla pinnata (%)

Echantillons | Témoin 10 mmol NaCl 20 mmol NaCl 30 mmol NaCl
MS % 11.33 13.08 14.42 17.13
+0.32 +0.86 +0.35 +0.89

Nos résultats ne sont pas en concordance avec ceux de Rai et Rai (2003) qui ont
observé une diminution de la matiere séche et de chlorophylle et une augmentation de taux

protéique avec I’addition de 20 mmol de NaCl au milieu de culture.
3.3 Taux de cendres totales

Le tableau 2 représente le taux de cendre totale d'Azolla pinnata. Nous observons de
ces résultats que I’augmentation de la concentration du NaCl dans le milieu de culture

augmente le taux de cendre dans la fougére (de 0,77 a 1,24 %).

Tableau 2 : Taux de cendres totales d’Azolla pinnata (%)

Echantillons | Témoin 10 mmol NaCl 20 mmol NaCl 30 mmol NaCl
CT% 0.77 0.88 1.18 1.24
+0.11 +0.02 +0.03 +0.027




Chapitre 3 : Résultats et discussion

3.4 Rendement d’extraction des polyphénols

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de
ces principes actifs. Elle dépend de la méthode et du solvant approprie qui préservent leurs
propriétés biologique, la macération est la meilleure technique d’extraction des polyphénols

totaux et des flavonoides (Mahmoudi et al., 2013).

Les résultats de rendement d’extraction obtenus (Figure 9) montrent que celui-ci
augmente au fur et a mesure avec 1’augmentation de la concentration de NaCl dans le milieu

de culture.

6.40

6.20

6.00 sans NaCl

5.80 B 10mmol
H 20mmol

260 H 30mmol

5.40

5.20

5.00

Rendement d'extraction %

Figure 9 : Rendement d’extraction des polyphénols d’Azolla pinnata

Nous observons une corrélation entre le taux de matiére séche et le rendement

d’extraction des polyphénols.
3.5 Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, produits par des voies du shikimate
et des phénylpropanoides, comprennent plus de 8000 composeés, dont des flavonoides, des
flavonols, des flavones, des anthocyanes, des tanins et des tanins condensés (proanthocyanes)

et d'autres molécules contenant des noyaux benzéniques (C6) (Vaishali et al., 2018).

Nous avons utilisés 1’équation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour

calculer les teneurs en polyphénols totaux (Figure 10).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique

Les résultats de la figure 11 révélent que la teneur en polyphénols totaux dans Azolla
pinnata augmente avec 1’augmentation de la concentration du NaCl dans le milieu de culture

en enregistrant une teneur maximale a 20 mmol. Cette concentration diminue a 30 mmol.
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Figure 11 : Teneurs en polyphénols totaux mg eqg. Acide gallique/g
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Nos résultats sont comparables a ceux trouvés par Tran et al. (2020). Ces auteurs ont
enregistré une concentration de phénols totaux de 53,5 mg/g DW dans A. pinnata non
stressée. Le stress a augmenté I'accumulation de phénols jusqu'a 2,6 fois chez A. pinnata
produisant 139,5 mg/g DW.

3.6 Teneur en flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des
veégétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
(Safer, 2018).

L équation de la courbe d’étalonnage de quercétine a été utilisée pour calculer la

teneur en flavonoide dans les différents échantillons d’Azolla (Figure 12).
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Concentration de quercétine ( pg/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de quercétine
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Les teneurs en flavonoides dans les échantillons d’Azolla pinnata illustrées dans la
figure 13 révélent que I’augmentation de la concentration de NaCl dans le milieu de culture
jusqu’a 20 mmol augmente la teneur en flavonoides. A 30 mmol, cette teneur a fortement

diminuée.
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Figure 13 : Teneurs en flavonoides

Nos résultats sont en accord avec les observations de Tran et al. (2020) qui ont trouvé
que le stress a multiplié la teneur en flavonoides dans Azolla pinnata par 4,7, atteignant une

concentration de 218 mg/g DW.

3.7 Teneur en tanins

Les tannins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...), ce sont des substances de saveur
astringente ayant la propriété de tanner la peau et de se combiner aux protéines animales par
des liaisons hydrogénes, ils sont solubles dans 1’eau et caractérisés par leur astringence

(Safer, 2018).

L’ équation de la courbe d'étalonnage du catéchol a été utilisée pour estimer la teneur

en tanins dans les échantillons d'Azolla pinnata (Figure 14).
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de catéchol

Nous observons que I’échantillon témoin d’Azolla cultivé dans la solution de

Hoagland sans NaCl enregistre la teneur en tanins la plus élevés. Cette teneur diminue au fur

et a mesure avec I’augmentation de la concentration de NaCl dans le milieu de culture (10 et

20 mmol) puis elle augmente de nouveau a 30 mmol (Figure 15).
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Figure 15 : Teneurs en tanins
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Nos résultats sont en contradiction avec ceux de Tran et al. (2020) qui ont observé

que le stress augmente la teneur en tanins condensés dans Azolla pinnata.
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3.8 Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’Azolla pinnata augmente avec I’augmentation de la
concentration de NaCl dans le milieu de culture jusqu’a 20 mmol puis elle diminue a 30 mmol

(Figure 16).

Nous observons une corrélation entre la teneur en polyphénol et I'activité antioxydante

des extraits d’Azolla pinnata.
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Figure 16 : Activité antioxydante des extraits d’Azolla pinnata (%)

Il a été démontré que le mécanisme antioxydant déclenché par les composés
phénoliques végétaux est bénéfique pour la santé humaine, notamment en réduisant le risque
de développer des maladies cardiovasculaires, cancer, diabete de type 2 et les maladies

neurologiques (Tran et al., 2020).
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons testé I’effet du stress salin sur le taux de croissance et les
principes actifs d’Azolla pinnata. Quatre cultures de cette fougére ont été suivies dans la
solution de Hoagland sans NaCl et dans cette solution contenant 10, 20 et 30 mmol de NaCl.

A la fin de I’expérimentation, le rendement de croissance, la matiére séche, les cendres
totales, le rendement d’extraction des polyphénols ainsi que les teneurs en polyphénols totaux,

flavonoides et tanins et I’activité antioxydante ont été déterminés.

Les résultats obtenus montrent que les frondes d’Azolla pinnata contenues de se
multiplier et tolerent une concentration de 30 mmol de NaCl dans le milieu de culture mais
cette croissance est tres faible par rapport au témoin. Nous avons observé aussi un jaunissement

des feuilles deés le troisieme jour pour cette concentration de sel.

De nos résultats, il apparait qu’Azolla pinnata a réagi au stress salin par augmentation
de I’accumulation des polyphénols totaux et des flavonoides jusqu’a une concentration de 20

mmol de NaCl dans le milieu de culture. A 30 mmol ces teneurs ont fortement diminué.

La réaction de cette fougére vis a vis du stress salin a été différente pour les tanins. La

teneur en ces principes actifs a diminué avec I’augmentation de la salinité.

Une corrélation positive entre les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides et

I’activité antioxydante des extraits d’Azolla pinnata a été observée.
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