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Abstract

Gelidium corneum is a species of red algae notable for its commercial
important as an agarophyte in Morocco. Several regions from the Moroccan
Atlantic show that this alga is an endangered species due to the excessive
tearing. Hence, the repopulation of these areas is necessary. The in vitro
culture of the species was carried out in three media: enriched seawater
medium (PES medium (Provasoli Enriched Seawater, Provasoli 1968)),
medium with seawater (SW) and medium with artificial seawater, with the
addition of polyamines (putrescine (put), spermidine (spd), and spermine
(spr)) as a growth regulator in the three media. The results obtained are very
significant, especially in PES medium with a growth rate of 95%. Rhizoid
formation and attachment of explants have been noted, especially in PES +
Put medium.
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Résumé

La grande partie de la masse algale destinée a I’exportation est formée
essentiellement par un mélange d’algues rouges de la famille des Gelidiaceae
et dont la principale espéce reste 1’agarophyte Gelidium corneum.
L'exploitation du Gelidium corneum pour l'extraction de l'agar a
considérablement augmenté derniérement, ce qui a conduit a un épuisement
remarquable des gisements de cette espéce. Entre 1999 et 2004 littoral
marocain a perdu plus de 40% de ses réserves, dont la culture in vitro pourrait
ouvrir de nouvelles possibilités pour repeupler les zones cotieres
endommagees. La culture in vitro de I’espece a été effectuée dans trois
milieux : milieu a base d'eau de mer enrichie (milieu PES (Provasoli Enriched
Seawater, Provasoli 1968)), milieux avec I'eau de mer (SW) et milieu avec eau
de mer artificielle, avec I’addition de polyamines (putrescine (put), spermidine
(spd), et spermine (spr)) en tant que régulateur de croissance dans les trois
milieux. Les résultats obtenus sont trés significatifs surtout en milieu PES avec
un taux de croissance de 95%, de telle fagcon qu’on a remarqué la formation
des rhizoides et la fixation des explants notamment en milieu PES + Put, alors
que un taux de fixation de 80% a été obtenu dans le milieu SW contenant de
la putrescine, et pour les boites de Pétri contenant de 1’eau de mer artificielle
aucune fixation n‘a été signalé.

Mots clés: Gelidium corneum, agarophyte, surexploitation, cote atlantique,
culture in vitro

Introduction

L’intérét porté aux algues marines est en progression continue. elles
sont connues depuis longtemps et constituent un important réservoir de
molécules bioactives dont les domaines d’application sont nombreux. Ces
algues étaient depuis longtemps utilisées en alimentation, en agro-alimentaire,
cosmétique, pharmaceutique. Ces dernieres années, elles font sujet de
plusieurs recherches pharmacologiques et médicales (Chiheb et al. 2009;
Bouhlal et al. 2010, 2011, 2013; De los Reyes et al. 2013; Zbakh et al. 2012,
2014; El Wabhidi et al. 2015; Metidji et al. 2015; Boujaber et al. 2017).

Les algues constituent une part tres importante de la biodiversite et une
des base principale des réseaux trophiques des eaux douces, saumatres et
marines. Diverses especes sont utilisées pour lalimentation humaine,
I'agriculture ou l'industrie (Bleakley et al. 2017). Elles contribuent ainsi au
développement des activités socio-économiques mondiales.
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L’un des groupes les plus importants est celui des algues rouges dont
on extrait du polygalactane dénommé agar, produit qui forme des gels utilisés
dans plusieurs industries (Cole & Sheath, 1990; Sebaaly et al. 2012; Balouiri,
2016; Hockett & Baltrus, 2017).

L’exploitation des algues sur la cote atlantique marocaine a vu le jour
durant la période de protectorat en 1949 a El Jadida, surtout la cueillette des
algues rouges de la roche médiolittorale ou leur ramassage en épave (Riadi,
1998). L’intérét devenait plus grand pour le Gelidium corneum (Hudson) J. V.
Lamouroux dont les gisements sont importants entre El Jadida et Essaouira et
son rendement en agar de 25% a 30% du poids sec (Sabour, 2012) est
industriellement exploitable. L agar est un polysaccharide pariétal des parois
des algues rouges, un produit a forte valeur ajoutée, utilisé dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques, agro-alimentaires et pour divers usages,
notamment dans des produits bio en vogue actuellement dans les pays
développés (Villanueva et al. 2010).

L’exploitation du Gelidium corneum au Maroc a précédé toutes
recherches scientifiqgues et malgré la réglementation, le volume de
I’exploitation et d’exportation n’a cess¢ d’augmenter. Une des conséquences
de ’arrachage manuelle accru est la régénération difficile de I’espéce, ce qui
a entrainé une réduction des étendues initiales sur le mediolittoral et
infralittoral supérieur. Son biotope est alors affect¢ d’ou son confinement a
des profondeurs plus grandes et par conséquent une nécessité de plonger pour
I’atteindre (Riadi, 1998; Givernaud et al. 2005).

Malgré les intentions gouvernementales pour protéger 1’espece, les
impacts causés représentent une réelle menace sur les richesses spécifiques et
éco-systémiques. En effet, cette algues est la seule de la flore marine
marocaine, que la loi essaye de protéger de I’intense exploitation destructive.
Pour sa protection, deux arrétés ont déja ét¢ publiés (I’arrété du 20 octobre
1950, BO N° 1983, et I’arrété n° 1118-93 publié le ler décembre 1993, BO
N° 423) (ONEM, 2006).

Pour participer a la protection de ces algues, des études scientifiques
de pointe doivent étre entreprises notamment des études de culture in vitro et
in vivo pour le repeuplement des zones atlantiques dans un contexte de
développement durable.

La culture in vitro pourrait ouvrir de nouvelles possibilités pour
repeupler les aires cotieres endommagées. Ces techniques concernent les
macroalgues marines dotées d’une valeur économique ou sociale et dont les
stocks naturels sont insuffisants pour répondre a une demande croissante en
produits de la mer notamment les phycocolloides.

Au Maroc, les études sur le Gelidium ont concerné les rendements en
agar et la valorisation des résidus d’extraction (Ouhssine et al. 2006, 2007,
Hanif et al. 2014). Vu la place économique et sociale de ’espéce, la présente
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recherche a été initiée dans le cadre du projet "Observatoire Marin Atlantique
lles Canaries-Maroc” (OMARAT).

Matériel et Méthodes
Collecte de I’espéce et préparation des explants axéniques

Le Gelidium corneum a été collectée sur la cote atlantique durant le
mois de septembre 2011, a 15 km de la ville de Larache, sur la cdte rocheuse
de Lahyayda (35 ° 05'15.7 "N, 6 ° 12'561.4" W) (fig. 1). Les échantillons
récoltés (fig. 2 A) ont été nettoyés en premier a 1I’eau courante afin d’éliminer
toutes les impuretés possibles (sels, sables et coquilles), puis on a procedé a la
suppression des épiphytes sous une loupe binoculaire a 1’aide d’une brosse ou
d'une spatule (Robaina et al. 1990a-b; Garcia-Jiménez et al. 1999; Yong et al.
2011).

250km | - Mediterranenn Sea

S—— >
150 mi W -~

Figure 1: Carte géographique de la région du Lahyayda (Larache, Maroc)

Le matériel a été lavé par la suite, a ’eau de mer stérilisée jusqu’a
I’obtention d’une matiere propre. Les échantillons ont ét¢ mis dans des sacs
en plastique et elles ont été ensuite transportées au département de biologie a
I’université de Las Palmas des Iles Canaries a 1’état frais dans un réfrigérateur.

Les 72 explants ont été prélevés, traités a ’eau de mer stérile, de la
bétadine a 5% et une goutte de Tween 80. Ils ont été par la suite mis dans un
bain a ultrason durant 7 min puis lavés a I’eau de mer stérilisée afin d’éliminer
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toutes traces de la Bétadine. Apres lavage, les explants ont été coupés, par une
lame chirurgicale stérile, en segments de 1 cm de longueur (fig. 2 B).

Culture des explants
Six explants axéniques (fig. 2 B) ont été déposés dans 4 boites de Pétri
de 6 cm de diamétre contenant soit, le milieu PES (Provasoli et al. 1957), soit
un milieu contenant de I'eau de mer artificielle, soit le milieu avec de I'eau de
mer. Tous ces milieux sont additionnés de polyamines avec ou sans présence
de mailles. L'expérience a été répétée 3 fois (24 x 3 fois x traitement).
L’ensemble des boites est incubé dans une chambre de culture pendant
une semaine a une température de 19 £ 2 °C. La photopériode est de 18 heures
de lumiére et 6 heures d'obscurité, l'intensité de la lumiére blanche est de 30
pE m? S (Sylvania Grolux) (fig. 2C).
Asy TR T ©

Figure 2 : A. Thalle de Geli jum corneum collecté sur la cote Atlantique marocaine, B. Les
explants apres la stérilisation, C. Les explants dans des boites de Pétri préts a étre cultivés.
Echelles : A=10cm

Analyses statistiques des données

Les donneées sur le taux de croissance des explants ont été testées pour
la normalité et I'homogénéité de la variance en utilisant StatGraphics
Centurion XVI.

Une analyse ANOVA a été réalisee pour determiner le coefficient de
corrélation (P <0,05) entre les milieux utilisés et les taux de croissance.

Résultats

Le taux de croissance spécifiques pour 24 explants répéteés 3 fois avec
ou sans présence de mailles a une température de 19 + 2°C variés de 0% a
95%. Une régénération des pousses a été observée a partir des extrémités des
explants qui ont été cultivée dans les trois milieux : milieu a base d'eau de mer
enrichie (milieu PES (Provasoli Enriched Seawater), milieu avec I'eau de mer
(SW) et milieu avec eau de mer artificielle.

Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux 1, 2, 3. On
remarque la formation des pousses et des pousses latérales (fig. 3 B) dans les
differents milieux utilisés, notamment ceux qui contiennent les polyamines de
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types spermine et spermidine. Cependant, sur les milieux ne contenant que la
putrescine, on observe la formation de rhizoides et la fixation des explants sur
les mailles (fig. 3 A-C).

Des proliférations latérales ont été observées au niveau des extrémités
des explants cultivés sur les milieux PES + Spd et PES + Spm durant les 7
jours suivant la culture et un pourcentage de 50 % de régénération a été
observé (fig. 3 B).

Figure 3 : A. Fixation de I’explant en présence de maille, B. Formation de pousses latérales
(fleches), C. Formation des rhizoides (fleches). Echelles : A, B et C =200 pm

Sur le milieu PES + Put, il est remarqué la formation des rhizoides et
la fixation des explants sur les mailles (tab. 1), avec un pourcentage de
régénération de 95 %.

La fixation des explants a été obtenue seulement dans les milieux
(PES, SW) contenant la putrescine (tab. 1 et 2), alors qu’aucune fixation n’a
été observée chez les explants cultivés sur les milieux ne contenant que de

I’eau de mer artificielle (tab. 3).
Tableau 1: Résultats obtenus aprés I'utilisation de milieu PES additionné de polyamines

(spermidine, putrescine, spermine) (100% = 72 explants)
Milieux Mailles Observations Croissance et fixation
(%)
PES+Spm (103M) + Formation des pousses latérales 50
PES+Put (103M) + Formation des rhizoides (Fixation 95
des explants)
PES+Spd (10°M) + Formation des pousses + pousses 50
latérales

Mailles: Types de substrats de culture in vitro préalablement stérilisé, pour favoriser
I'ancrage des rhizoides, + : Présence de mailles ; - : Absence de mailles

Tableau 2: Résultats obtenus aprés l'utilisation de milieux a base d’eau de mer additionnée
de polyamines de type putrescine (100% = 72 explants)

Milieux Mailles Observations Croissance et fixation
(%)
SW+Spm (103M) + Formation des pousses latérales 50
SW+Spd (10-°M) + Formation des pousses 53
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SW+Put (103M) + Formation des rhizoides (Fixation des 80
explants)

SW+Spm (103M) - Formation des pousses 50

SW+Spd (10-3M) - Formation des pousses latérales 53

SW+Put (10-3M) - Formation des rhizoides 80

Tableau 3: Résultats obtenus aprés l'utilisation de milieux contenant que de 1’eau de mer
artificielle additionnée de polyamines (100% = 72 explants)

Milieux Mailles Observations Croissance et
fixation (%)
H20D+ NaHCo3 +CaCl2 + Formation de pousses latérales 1
+Spd (103M)
H20D+ NaHCo3 +CaCl2 + Formation de pousses latérales 1
+Spm (103M)
H20D+ NaHCo3 +CaCl2 + Formation de pousses latérales 0
+Put (10°M)
H20D+ NaHCo3 +CaCl2 - Formation de pousses latérales 23
+Spd (10°M)
H20D+ NaHCo3 +CaCl2 - Formation de pousses latérales 28
+Spm (103M)
H20D+ NaHCo3 +CaCl2 - Formation de pousses latérales 32
+Put (10°M)
Discussion

Nos essais de la culture in vitro du Gelidium corneum ont donné des
résultats prometteurs. La composition chimique du milieu de culture et les
régulateurs de croissance utilisés ont influencé la croissance des explants
cultivés

Composition chimique du milieu de culture

Dans notre cas , le milieu de culture idéal pour la croissance et la
régénération des explants de G. corneum est le PES avec lequel on a obtenu
un taux de croissance de 95% , en plus il a permis la formation des rhizoides
et la fixation des explants notamment en milieu PES + Put. Ce résultat est
similaire a ce qui a été obtenu par Yong et al. (2013) sur la propagation des
Rhodophycées. Les mémes résultats ont été signalés sur le méme milieu par
Jong et al. (2015) sur les explants de Gracilaria changii. Mais D’autres études
se sont intéressées aux conditions optimales pour la croissance de 1’espéce
commerciale Kappaphycus alvarezii, algue rouge de 1’ordre des Gigartinales,
et ont montré que le milieu PES donne d’excellents résultats en le combinant
avec différents parametres (Baweja et al. 2009; Yong et al. 2011, 2013)

Effet des régulateurs de croissance

Les résultats que nous avons obtenus avec les régulateurs de croissance
montrent que les polyamines de type spermine et spermidine favorisent la
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formation des pousses et pousses latérales alors que la putrescine favorise la
rhizogenése.

Les régulateurs de croissance, putresine, spermidine et la spermine, ont
été testés sur la culture in vitro axénique de Grateloupia doryphora, spermine
a induit la formation d’une masse désordonnée de cellules a partir du tissu
organisé de carpospores, la putrescines et la spermidines ont transformé les
carpospores en masse cellulaire qui a produit des pousses. La combinaison de
la putrescine, spermidine et la spermine a conduit a une plus grande taille de
la masse cellulaire qui a conduit a son tour a une plus grande quantité de
pousses (Garcia Jiménez et al. 1998; Marian et al. 2000; Sacramento et al.
2004). Le méme résultat a été obtenu par Mufioz et al. (2006) sur la culture de
Kappaphycus alvarezii.

Le role des polyamines dans ce travail était de contribuer a 1’adhésion
des algues au substrat, étant donné de la nature polycationique de ces
molécules qui favorisent l'interaction des groupes sulfatés et neutres des
polysaccharides constitutifs du mucilage et les parois cellulaires des algues
(Garcia Jiménez et al. 1998). Les résultats de ce travail nous ont permis de
discerner les traitements qui favorisent la rhizogenése, et le développement
des pousses latéraux en une période tres courtes.

Conclusion

Les expériences ménées dans cette étude, ont permis d’avoir une
certitude sur les traitements qui favorisent la rhizogenése, le développement
de pousses et de pousses latérales chez le Gelidium corneum. Dans la présente
étude, la plus forte prolifération a été observée dans les milieux qui contient
du putrescine dans la semaine suivant la culture et s'est avérée meilleure
comparativement aux autres milieux ou on a remarqué la prolifération des
pOUSSES.

Cette étude a permis de conclure que la composition chimique de
milieu additionné de régulateurs de croissance de types putrescine, spermidine
et spermine, et [’utilisation d’explants axéniques viables permettent
I’obtention de plantules avec des rhizoides, des pousses et des pousses
latérales.
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