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Avant-propos

La présente thése intitulée « Etude éco-biologique et biochimique de quelques espéces d’échinodermes » avait
pour objectif initial d’aborder I’aspect biologique, écologique et biochimique des quelques espéces de profondeur
de deux classes d’échinodermes a savoir les concombres de mer (Holothuroidea) et les étoiles de mer
(Asteroidea). L’échantillonnage s’est déroulé dans ce sens ou des individus appartenant a plusieurs espéces de

concombres de mer et d’étoiles de mer ont été récupérés des prises accessoires des chalutiers et petits métiers.

Concernant la classe des Asteroidea, nous avons pu récolter quelques individus appartenant a plusieurs
espéces. Cependant, étant donné que le nombre d’individus par espéces était faible ne permettant pas de réaliser
une étude écologique et/ou biologique, nous avons sélectionné trois espéces a savoir Marthasterias glacialis,
Astropecten auranciacus et Thetyaster subinermis pour caractériser les saponines présentes dans les différentes
parties de leur corps a savoir la partie supérieure, la partie inférieure, 1I’estomac, les gonades et les caeca
pyloriques. Une premiére partie de cette étude (profil général des saponines) a été réalisée au laboratoire de
biologie des organismes marins et biomimétismes (BOMB) et au laboratoire de Synthese et Spectrométrie de
Masse Organiques (S°MOs) en Janvier 2020. La deuxiéme partie de la caractérisation était prévue pour Mars
2020, cependant, suite aux fermetures des frontiéres & cause de la pandémie du Covid-19, cette partie n’a pas pu
étre réalisée. Lors du deuxiéme stage aux mémes laboratoires en Septembre 2022, nous n’avons pas pu explorer
ces données de nouveau a défaut de temps et de nouveaux échantillons. Ainsi, les résultats relatifs aux étoiles de

mer sont incomplets et par conséquent ils n’ont pas été présentés dans cette these.

Quant a la classe des Holothuroidea, nous avons ciblé dans un premier temps la seule espéce
représentante de la famille des Stichopodidae dans les cotes algériennes a savoir Parastichopus regalis et ce, en
raison du manque d’études qui I’abordent et le nombre d’échantillonnage relativement élevé permettant d’aborder
sa systématique et quelques parties de son aspect biologique, écologique et biochimique. Par la suite, nous nous
sommes également intéressés aux espéces peu profondes, a savoir 1’espéce herculéenne récemment signalée sur
les cotes algériennes (Holothuria arguinensis) et la nouvelle espéce (Holothuria algeriensis) et ce, uniquement
pour étudier leurs mélanges en saponines qui, jusqu’a présent, étaient inconnus. Ces deux espéces n’ont pas fait
’objet d’une étude éco-biologique car plusieurs études leur sont consacrées et sont en cours de réalisation par
I’équipe du laboratoire de Protection, Valorisation des Ressources Marines Littorales et Systématique
moléculaire (LPVRMLSM).

Etant donné qu’au final, uniquement quelques espéces de la famille des Stichopodidae et des
Holothuriidae (classe des Holothuroidea) ont été abordées, il est souhaitable de changer le titre du theme de la
présente these de « Etude éco-biologique et biochimique de quelques espéces d’Echinodermes » & « Etude éco-
biologique et biochimique de quelques espéces de deux familles de la classe des Holothuroidea (Holothuroidae et

Stichopodidae) de la cbte algérienne ».



Résumé

Ce travail a pour objectif de contribuer a la connaissance de 1’aspect biologique, écologique
et biochimique de P. regalis ainsi qu’a I’aspect biochimique de deux autres espéces de la famille
des Holothuriidae a savoir Holothuria algeriensis et Holothuria arguinensis. Pour cela, plusieurs
individus de ces trois espéces ont été collectés le long de la cote algérienne. Par la suite nous avons
réalisé . 1) Une étude du polymorphisme de P. regalis par des méthodes morphologiques,
endosquelettiques et morphomeétriques ; 2) Une étude de la croissance relative de P. regalis ; 3)
Des observations sur le poisson Carapus acus, endosymbiote de P. regalis ; 4) Une estimation de
la composition approximative du tégument de P. regalis et sa digestibilité par une enzyme
gastrique qui est la pepsine et 5) Une caractérisation des saponines présentes dans le tégument de
H. algeriensis, H. arguinensis et P. regalis. Les résultats montrent que P. regalis présente deux
morphotypes dont I’un est pourvu des taches sombres au niveau de la face dorsale et I’autre
dépourvues de celle-ci sans pour autant qu’il y ait des différences aux niveaux anatomiques et
endosquelettiques. Parastichopus regalis de la région Ouest algérienne présente une relation taille
poids de W=0,429L%"® en considérant la longueur mesurée et W=0,371Le'®® en utilisant la
longueur estimée a partir d’un indice qui prend en considération la longueur et la largeur des
individus. Les individus de P. regalis hébergent parfois dans leur cavité ceelomique des adultes du
poisson endosymbiote Carapus acus dont le poids varie de 1,24 a 4,11 g et la longueur totale de
12,30 a 16,60 cm. L’évaluation de la qualité du tégument de P. regalis a révélé une forte teneur en
eau (90,98 + 0,71 %), une faible teneur en lipides (1,40 £ 0,57 %), une teneur en cendres de 40,45
+ 0,54 %, une teneur en sucres totaux de 0,15 + 0,01 % et une bonne digestibilité par la pepsine
(46,96 + 3,08 %). En se basant sur les techniques de la spectrométrie de masse (MALDI-ToF-MS,
MALDI-HRMS, LC-MS et LC-MS/MS), le mélange des saponines des trois especes ciblées est
mis en évidence pour la premicre fois. Ces analyses nous ont permis d’identifier 11, 18 et trois
compositions élémentaires pour H. algeriensis, H. arguinensis et P. regalis respectivement
chacune présentant plusieurs isomeéres. Au total, 22 nouvelles structures de saponines ont été
proposées dont trois sont communes entre les trois especes, une est commune entre H. algeriensis

et H. arguinensis, sept sont propres a H. algeriensis et 11 a H. arguinensis.

Mots clés : Parastichopus regalis, Holothuria algeriensis, Holothuria arguinensis, biométrie,

polymorphisme, composition approximative, saponines, cote algérienne.



Abstract

This work aims to contribute to the knowledge of the biological, ecological and biochemical
aspect of P. regalis as well as the biochemical aspect of two other species of the family
Holothuriidae namely Holothuria algeriensis and Holothuria arguinensis. For this, several
individuals of these three species were collected along the Algerian coast. Subsequently, we carried
out: 1) A study of the polymorphism of P. regalis by morphological, endoskeletal and
morphometric methods; 2) A study of the relative growth of P. regalis; 3) Observations on the fish
Carapus acus, endosymbiont of P. regalis; 4) An estimation of the approximate composition of
the P. regalis integument and its digestibility by a gastric enzyme which is pepsin and 5) A
characterization of the saponins present in the integument of H. algeriensis, H. arguinensis and P.
regalis. The results show that P. regalis have two morphotypes, one spotted on the dorsal side and
the other unspotted, without any differences at the anatomical and endoskeletal level.
Parastichopus regalis from the western Algerian region presents a length-weight relationship of
W=0,429L.178 considering the measured length and W=0,371Le%%¢ using the estimated length ff
an index that considers the length and the width of individuals. Individuals of P. regalis sometimes
host in their coelomic cavity adults of the fish Carapus acus whose weight varied from 1,24 to 4,11
g and measured from 12,30 to 16,60 cm. The evaluation of the approximate composition of the
integument of P. regalis revealed high water content (90,98 £ 0,71 %), low lipid content (1,40 £
0,57 %), ash content of 40,45 + 0,54 %, a total sugar content of 0,15 + 0,01 % and a good pepsin
digestibility (46,96 + 3,08 %). Based on mass spectrometry techniques (MALDI-ToF-MS,
MALDI-HRMS, LC-MS and LC-MS/MS), the mixture of saponins of the three targeted species is
highlighted for the first time. These analyzes allowed us to identify 11, 18 and three elemental
compositions for H. algeriensis, H. arguinensis and P. regalis respectively, each presenting several
isomers. A total of 22 new saponins structures has been proposed, of which three are common
between the three species, one is common between H. algeriensis and H. arguinensis, seven are

specific to H. algeriensis and 11 to H. arguinensis.

Keywords: Parastichopus regalis, Holothuria algeriensis, Holothuria arguinensis, biometric

study, polymorphism, approximate composition, saponins, Algerian coast.
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CNRDPA : Centre National de Recherche et de Développement de la Péche et de 1’ Aquaculture
Da : Dalton

DZD : Dinar Algérien

ESI : Electrospray ionization (lonisation par électronébuliseur)

€ : Euro

FWHM : Full Width at Half Maximum (pleine largeur a mi-hauteur)

Glu : Glucose

HCL : Chlorure d’Hydrogéne

HRMS : High-resolution mass spectrometry (Spectrométrie de masse a haute résolution)
ind : individu

J-C : Jésus-Christ

| : Largeur

L : Longueur

L/h : litre par heure

LC-MS : Spectrométrie de masse couplé a la chromatographie

LC-MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem couplé a la chromatographie liquide
Le : Longueur estimée

M : Molarité

m/z : masse sur charge

MALDI : Matrix-assisted Laser Desorption/lonization (Désorption/lonisation Laser Assistée par
Matrice)

MEDITS : International Bottom Trawl Survey in the Mediterranean (Campagne internationale au
chalut de fond en Méditerranée)

MeGlu : 3-O-MethylGlucoe

mm/an : millimetre par an

MS : Spectrométrie de masse

NaOH : Hydroxyde de sodium

NH3s : Ammoniac

NHz* : Ammonium

NT : Non-tacheté

p : p-value

Qui : Quinovose

R2 : Coefficient de corrélation

Rpm : Rotation Par Minute

RU : Royaume-Uni

S?Mos : Laboratoire de Synthese et Spectrométrie de Masse Organique

SLW : Laracine carrée du produit longueur-largeur



T : Tacheté

tr : temps de rétention

ToF : Time-of-Flight (Temps de vol)

UICN : International Union for Conservation of Nature (Union internationale pour la conservation
de la nature)

USD : Unated States Dollar (Dollar Américain)
v/v : Volume/Volume

W : Poids

X4 : Grossissement 4

X10 : Grossissement 10

X40 : Grossissement 40

Xyl : Xylose

A : Longueur d’onde
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Les holothuries communément appelées « concombres de mer », appartiennent a I’embranchement
exclusivement marin des Echinodermes. Ce dernier comprend cing classes parmi elles, la classe
des Holothuroidea dont les especes sont retrouvées dans toutes les régions océaniques, des pbles
aux tropiques, des faibles aux grandes profondeurs (Conand, 2006a). Comme tous les
représentants de I’embranchement, la classe est caractérisée par une symétrie pentaradiée, un
systeme aquifere et un squelette calcaire (Samyn et al., 2006 ; O’Loughlin et al.,
2016). Cependant, chez les holothuries, ce dernier est réduit a de microscopiques pieces calcaires
appelés « sclérites », disséminées dans leur tégument et les autres tissus des organes internes
(Samyn et al., 2006). A ce jour, la classe des Holothuroidea compte 1781 especes vivantes divisées
en huit ordres incluant 33 familles et 269 genres (Paulay et Rogacheva, 2023). Leur classification
est basée sur leurs caractéristiques morphologiques internes et externes ainsi que la combinaison

et la forme des dépdts calcaires ou « sclérites » (Pawson et al., 2010).

Les holothuries jouent un grand rdle dans les écosystémes marins. Les services qu'elles
fournissent améliorent la qualité des sédiments, la chimie de I'eau et le recyclage des nutriments,
ce qui profite a la santé et a la productivité des écosystémes et participe a 1’augmentation de la
richesse spécifique grace a des symbioses avec des organismes parasites et commensaux plus petits
(Purcell et al., 2016).

L’utilisation des holothuries comme aliment ou en médecine traditionnelle a débuté en
Chine il y a environ 1000 ans encourageant ainsi le développement de la péche dans la région,
cependant la demande croissante des marchés asiatique a entrainé 1’épuisement des populations
locales et a incité les commercants a se diriger vers les autres pays y compris les pays du Nord-Est
de I'Atlantique et de la mer Méditerranée dont I'ltalie, I'Espagne, la Gréce et, en particulier, la
Turquie, qui monopolise le marché d'exportation des holothuries, par consequent, certaines
populations d’holothuries dans ces pays sont actuellement surexploitées (Conand, 2004, 2006b,
2018 ; Lovatelli et al., 2004 ; Purcell et al., 2010 ; Khotimchenko, 2015 ; Marquet et al., 2017).
La majorit¢ des espéces commercialisées appartiennent a 1’ordre des Holothuriida (Famille
Holothuriidae), I’ordre des Synallactida (Famille Stichopodidae) et certaines a 1’ordre des

Dendrochirotida (Famille Cucumariidae) (Purcell et al., 2012).
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L’utilisation culinaire des holothuries est di a leur profil impressionnant de nutriments tels
que la vitamine A, la vitamine B1, la vitamine B2, la vitamine B3 et les minéraux, en particulier le
Calcium, le Magnésium, le Fer et le Zinc (Chen, 2003 ; Cakli et al., 2004 ; Pangestuti et Arifin,
2018).

Parallelement, un certain nombre d'activités biologiques et pharmacologiques uniques,
notamment des activités anticancéreuses, anticoagulantes, antihypertensives, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, antioxydantes, antitumorales et cicatrisantes ont été attribuées a diverses especes
d'holothuries (Roginsky et al., 2004 ; Tian et al., 2005 ; Miguel-Ruiz et Garcia-Arraras, 2007 ;
Zhao et al., 2007 ; Chen et al., 2011 ; Janakiram et al., 2015 ; Kareh et al., 2018 ; Sukmiwati
et al., 2019 ; Wulandari et al., 2021 ; Ru et al., 2022). Ces propriétés thérapeutiques et les
bienfaits médicinaux peuvent étre liés a la présence d'un large éventail d’éléments bioactifs tels
que les sulfates de chondroitine, les glycosaminoglycanes (GAG), les polysaccharides sulfatés, les
stérols et les glycosides triterpéniques (Goad et al., 1985 ; Vieiraetal., 1991 ; Mourdao et Pereira,
1999 ; Pacheco et al., 2000 ; Mamelona et al., 2007 ; Van Dyck et al., 2010b ; Caulier et al.,
2011 ; Caulier-Mezali et al., 2016). Ces derniers, appelés également saponines, sont des
métabolites secondaires hautement actives ayant des fonctions écologiques importantes et
complexes dont la défense chimique (Van Dyck et al., 2011 ; Bahrami et al., 2014 ; Eeckhaut et
al., 2015 ; Zhao et al., 2018) ainsi que des activités biologiques variées les rendant intéressant pour
les applications pharmacologiques (Kalinin et al., 1996). De plus, elles ont le potentiel d’étre
utilisées comme marqueurs chimiotaxonomiques du fait que leur mélange differe en fonction de
I’espece, de la composante corporelle, du sexe et de la maturit¢ de I’individu a la fois

qualitativement et quantitativement (Bondoc et al., 2013).

En Algérie, les pécheurs professionnels et amateurs utilisent depuis longtemps les
holothuries comme appats de péche et leur consommation ne fait pas partie des traditions culinaires
algériennes (Francour, 1997 ; Mezali, 1998 ; Mezali et al., 2021a), cependant, ceci n’a pas
empéché leur exploitation et commercialisation illégale vers le marché asiatique via des
intermédiaires ciblant majoritairement les espéces du genre Holothuria en raison de leur taille et
disponibilité dans les faibles profondeurs (Mezali et Slimane-Tamacha, 2020). Depuis plusieurs
années, le laboratoire de Protection, Valorisation des Ressources Marines Littorales et
Systématique Moléculaire (LPVRMLSM) de [I’universit¢ de Abdelhamid Ibn Badis de
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Mostaganem s’intéresse aux échinodermes en général et plus particulierement aux holothuries.
Plusieurs travaux ont été publiés sur différents aspects de cette classe dont la systématique (Mezali,
2011 ; Mezali et Francour, 2012 ; Mezali, 2013 ; Mezali et Thander, 2014 ; Benzait et al.,
2020 ; Mezali et al., 2020 ; Mezali et al., 2021b), I’écologie (Mezali et Soualili, 2013; Belbachir,
2018 ; Belbachir et Mezali, 2018 ; Belbachir et Mezali, 2020a ; Belbachir et Mezali, 2020b ;
Elakkermi et al., 2021 ; Mezali et Khodja, 2021), I’écologie de la reproduction (Mezali et al.,
2014 ; Slimane-Tamacha et al., 2019 ; Mezali et al., 2022), la biochimie (Caulier-Mezali et al.,
2016 ; Mecheta et Mezali, 2019 ; Mecheta et al., 2020), I’exploitation (Mezali et Slimane-
Tamacha et al., 2020), la consommation (Mezali et al., 2021a ; Belkacem et Mezali, 2022) .. .etc.
Ces travaux ont ciblé majoritairement les espéces du genre Holothuria a savoir Holothuria
(Platyperona) sanctori, Holothuria (Roweothuria) poli, Holothuria (Holothuria) tubulosa,
Holothuria (Roweothuria) arguinensis d’origine atlantique et qui a été signalée en Algérie en 2014
(Mezali et Thander, 2014) ainsi que Holothuria (Holothuria) algeriensis qui a été considérée
comme un morphotype de Holothuria (Holothuria) tubulosa dont elle a été séparée récemment
suite aux travaux taxinomiques de Mezali (2008) et Mezali et al. (2021b).

D’autre part, I’espéce Parastichopus regalis qui est a notre connaissance la seule
représentante de la famille des Stichopodidae sur la cote algérienne n’est pas ciblée par les pécheurs
ni consommée malgré son importance économique et nutritionnelle. En fait, ses bandes musculaires
longitudinales appelées « espardenya » ou « llongo » sont trés appréciées en Espagne par les
consommateurs locaux et les touristes asiatiques et sont considérées comme le produit de la mer le
plus cher atteignant un prix de 130 €/ kg sur les marchés locaux (Ramon et al., 2010) et 65 €/165
g dans les restaurants de luxe (Conand, comm. pers.). Du point de vue pharmaceutique et
nutritionnel, il a été démontré que I'extrait de la paroi du corps de P. regalis présente une activité
antimicrobienne, antifongique et antitumorale (Santos et al., 2015) ainsi qu'une nutrition équilibrée

adaptée a la consommation humaine (Roggatz et al., 2018).

En méditerranée, plusieurs études sur sa distribution et sa pécherie (Ramon et al., 2010),
son endosymbionte Carapus acus Briunnich, 1768 (Gonzalez-Wangiemert et al., 2014a), la
différenciation genétique entre ses populations (Maggi et Gonzalez-Wanguemert, 2015), la
réponse de son systeme immunitaire a différentes températures pour son implication dans

I'aquaculture (Galimany et al., 2018) ont été réalisés. Cependant, en Algérie, peu de travaux lui
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ont été consacrés et sont limités a sa signalisation et 1’étude de son régime alimentaire (Benzait et
al., 2020 ; Elakkermi et al., 2021).

L’objectif de cette thése est de s’intéresser dans un premier temps a I’espéce de profondeur
Parastichopus regalis dont les études sur la cbte algérienne sont manquantes et ce a travers la
contribution a la connaissance de quelques aspects de son éco-biologie et biochimie. Par la suite,
nous nous sommes également intéressés a 1’aspect biochimique et plus précisément a la
caractérisation des saponines de deux especes du genre Holothuria a savoir H. algeriensis et H.

arguinensis dont le profil des saponines est inconnu. Pour cela nous avons realise :

1) Une identification systématique des espéces étudiées et une étude du polymorphisme
de P. regalis dans le but de déterminer si les deux morphotypes de cette espéce
coexistant sur la cote algérienne ne sont que des variants de couleur de la méme espéce
ou représentent deux espéces différentes en se basant uniquement sur les caractéeres
morphologiques, endosquelettique et morphométriques ;

2) Une étude de la croissance relative (relation taille-poids) de P. regalis ;

3) Des observations sur I’endosymbiote le plus fréquent de P. regalis a savoir le poisson
carapide Carapus acus ;

4) Une eévaluation de la qualité du tégument de P. regalis a travers 1’étude de sa
composition approximative ainsi que sa digestibilité par une enzyme gastrique qui est
la pepsine ;

5) Une mise en évidence et une caractérisation des saponines présentes dans le tégument

de H. algeriensis, H. arguinensis et P. regalis.
La thése est divisée en trois principaux chapitres, chacun subdivisé en sous-chapitre comme
suit :

Le premier chapitre « Etude bibliographique » est consacré dans un premier temps a une
synthese sur différents aspects des especes étudiees et le milieu ou elles vivent, et par la suite a une

présentation des triterpenes glycosidiques (saponines) et leurs différents roles ;

Le deuxieme chapitre « Matériel et méthodes » est subdivisé en cing parties, la premiere

est consacrée a la présentation de la zone d’étude et des especes étudiées ; le deuxiéme a I’étude de
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la systématique des especes étudiées, le troisieme a 1’étude de la biométrie, le quatrieme a I’étude

de I’endosymbiote des holothuries et le cinquieme a 1’étude biochimique ;

Le troisiéme chapitre représente 1’ensemble des résultats obtenus pour chaque étude et leur

discussion en suivant le méme ordre que le chapitre précédent.
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Chapitre | : Etude bibliographique
Chapitre 1.1 : Espéce et milieu

1. Présentation de ’embranchement des Echinodermes

Le phylum des Echinodermes du grec ancien, « echinos » signifie hérisson et « derma » signifie
peau, est un phylum diversifié mais entierement marin (Corning et al., 1975). Les échinodermes
sont constitués de plus de 7 000 especes vivantes réparties en trois sous-phylum et cing classes
differentes (Figure 1) (Kamyab et al., 2020). lls sont caractérisés par une symétrie pentaradiee
qui est plus évidente chez les « étoiles de mer » (Asteroidea avec 1 942 espéces) et les « ophiures »
(Ophiuroidea avec 2 131 especes), un peu moins évidente chez « les étoiles a plumes » (Crinoidea
avec 667 especes) et les «oursins » (Echinoidea avec 1 021 espéces) et pas immédiatement
évidente chez les « concombres de mer » (Holothuroidea avec 1 781 espéces) (Navarro, 2012 ;
O’Loughlin et al., 2016 ; Pandian, 2018 ; Altenburger et al., 2023 ; Mah, 2023 ; Messing,
2023 ; O’Hara et al., 2023 ; Paulay et Rogacheva, 2023).

Les représentants de cet embranchement possedent un squelette composé de plaques
calcaires et des pieds tubulaires qui sont en connexion avec un systeme vasculaire interne
(Mortensen, 1927 ; O’Loughlin et al., 2016). La surface du corps est divisée en 10 sections portant
(zones radiaires ou ambulacraires) ou dépourvues (zones interradiaires ou interambulacraires) de

pieds tubulaires de facon alternative (Mortensen, 1927).

Les zones radiaires peuvent étre libres les unes des autres formant des bras librement
mobiles et le corps devient ainsi en forme d’¢étoile (tel que les astéries et les ophiures) ou en forme
de fleur (tel que les lys de mer ou les comatules), ou ils peuvent étre liés sur toute leur longueur et
le corps devient rond, arqué (tel que les oursins) ou allongé en forme de ver (tel que les holothuries)
(Mortensen, 1927).



Chapitre 1.1 : Espéce et milieu

Embranchement Echinodermata (Bruguiére, 1791)
Crinozoa Asterozoa Echinozoa
Sous-Embranchement I | 1
Cliasse Crinoidea Ophiuroidea Asteroidea Echinoidea Holothuroidea
Comatules Lys de mer Ophiures Etoiles de mer Oursins Holothuries

Figure 1: Arbre phylogénétique et représentants de I’embranchement des Echinodermes (Kamyab
et al., 2020 modifiée).

2. Présentation de la classe des Holothuroidea
2.1. Systématique
2.1.1. Classification

Jusqu'a récemment, la classification des Holothuroidea la plus utilisée était celle de Pawson et Fell
(1965). Au niveau des Ordres, la classification dépend généralement des caractéristiques
anatomiques externes telles que la morphologie des tentacules (Roberts et al., 2000), la
morphologie du corps et en partie sur la forme de I’anneau calcaire. Cependant, pour les taxons
inférieurs, les caractéristiques de I’anatomie externe et interne sont utilisées avec un accent
particulier sur la structure des dépéts calcaires dans la paroi du corps (Pawson et Fell, 1965 ;
Pawson, 1970 ; Slater et Chen, 2015 ; Yang et al., 2015). Pawson et Fell (1965) ont défini six
Ordres a savoir Molpadiida, Apodida, Aspidochirotida, Elasipodida, Dendrochirotida et
Dactylochirotida. Cette classification a été modifiée par la suite par Miller et al. (2017) en se basant
sur une ¢tude phylogénétique de la classe. Cette derniere a révélé que 1’ordre Aspidochirotida est
polyphylétique tandis que les familles Stichopodidae, Deimatidae et Synallactidae forment un clade

monophylétique, par conséquent, Miller et al. (2017) ont érigé un nouvel ordre nommé
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Synallactida pour accueillir les trois familles citées et I’ancien ordre Aspidochirotida a été remplacé
par un autre monophylétique appelé Holothriida incluant uniquement deux familles & savoir
Holothuriidae et Mesothuriidae. Les représentants de 1’ordre Dactylochirotida ont été inclus dans
I’ordre des Dendrochirotida et un nouvel ordre Persiculida a été créé pour inclure trois familles
caractérisées par I’absence de sclérites dans la paroi du corps (Miller et al., 2017). Les autres ordres

a savoir Dendrochirotida, Elasipodida, Molpadida et Apodida restent les mémes (Figure 2).
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Figure 2: Résumé des relations entre les holothuries basé sur I'inférence bayésienne et les analyses
de vraisemblance maximale de 1’ensemble des données avec les noms de clade et de groupe

proposés dans 1’étude de Miller et al. (2017).

Sur la cote algérienne, 16 espéces d’holothuries (Tableau 1) ont été reportées appartenant
majoritairement aux familles des Holothuriidae, Stichopodidae et Dendrochirotidae.
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Tableau 1 : Liste des espéces d’holothuries présente sur la cote algérienne

Espéce

Famille

Références

Neocucumis marionii (Marenzeller von, 1877)

Cucumariidae

In Grimes (2010)

Stereoderma kirchsbergii (Heller, 1868) Panning, 1949

Cucumariidae

In Grimes (2010)

Paraleptopentacta elongata (Diiben et Koren, 1846)

Dendrochirotidae

In Grimes (2010)

Paraleptopentacta tergestina (Sars, 1859)

Dendrochirotidae

Mezali et al. (2020)

Holothuria (Panningothuria) forskali Delle Chiaje, 1823

Holothuriidae

Mezali (1998)

Holothuria (Holothuria) stellati Delle Chiaje, 1824

Holothuriidae

Mezali (1998)

Holothuria (Platyperona) sanctori Delle Chiaje, 1823

Holothuriidae

Mezali (1998)

Holothuria (Roweothuria) poli Delle Chiaje, 1824

Holothuriidae

Mezali (1998)

Holothuria (Roweothuria) arguinensis Koehler et Vaney, 1906

Holothuriidae

Mezali et Thandar
(2014)

Holothuria (Holothuria) algeriensis Mezali, Thandar et Khodja,
2021

Holothuriidae

Mezali et al. (2021b)

Holothuria (Holothuria) tubulosa Gmelin, 1791

Holothuriidae

Mezali (1998)

Thyone inermis Heller, 1868

Phyllophoridae

In Grimes (2010)

Phyllophorus (Phyllophorus) urna Grube, 1840

Phyllophoridae

In Grimes (2010)

Thyone fusus (O.F. Muller, 1776)

Phyllophoridae

In Grimes (2010)

Parastichopus regalis (Cuvier, 1817)

Stichopodidae

Benzait et al. (2020)

Oestergrenia digitata (Montagu, 1815)

Synaptidae

Mezali et Semroud

(1997)

2.1.2. Morphologie externe

La classe des Holothuroidea est représentée par des organismes qui ont un corps cylindrique ou
semi-cylindrique aplati plus ou moins allongé selon I’axe bucco-aboral (Figure 3), raison pour
laquelle ils regoivent le nom commun de « concombre de mer » (Corning et al., 1975 ; Navarro,
2012 ; O’Loughlin et al., 2016 ; Mohsen et Yang, 2021). IIs mesurent de quelques centimétres a

au moins 2 m de longueur (Pawson et al., 2010).

Le corps des holothuries présente une large gamme de colorations avec une prédominance
de tons bruns, du noir ou gris au brun rougeatre ou violacé, il existe cependant des exceptions avec
des couleurs jaunes [Holothuria (H.) helleri], blanches ou roses [Leptosynapta sp. (Ordre
Apodida), Thyone propinqua (Ordre Dendrochirotida)], verte [H. (Platyperona) parvula] et orange
[Thyone hirta (Ordre Dendrochirotida)]. Chez certaines especes, des colorations tachetées peuvent
apparaitre comme c¢’est le cas de Holothuria sanctori (Mezali, 2013). Fréquemment, la coloration
de la face ventrale contraste avec la coloration de la face dorsale (Navarro, 2012 ; Mohsen et
Yang, 2021).

La symétrie pentaradiée a laquelle se superpose une symeétrie bilatérale, se manifeste sur le

plan extérieur par la présence de cing rangés plus ou moins équidistants, sur lesquels sont disposées
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les piéces ambulacraires, la face ventrale est formée de 3 rangés de pieces ambulacraires formant
une semelle rampante appelée « trivium » ayant une fonction locomotrice tandis que la face dorsale
reste arquée et est formée de 2 rangés constituant le « bivium » (Hyman, 1955 ; Samyn et al.,
2006).

Les pieds tubulaires ou les podia sont des expansions de la paroi du corps sous la forme de
petits tubes contenant a I’intérieur une branche du systéme aquifére et se terminant par un
élargissement concave qui agit comme une ventouse, leur disposition sur la paroi du corps peut
varier considérablement (Mortensen, 1927). lls peuvent étre présents sur tous les rayons, formant
parfois des bandes bien visibles allants de la bouche a I'anus. lls sont souvent plus nombreux
ventralement que dorsalement, et peuvent étre disséminés aussi bien dans les zones radiaires que
dans les zones interradiaires (Pawson et al., 2010). Les podia sont soutenues intérieurement par un
disque squelettique terminal tres perforé (Pawson et al., 2010). Les extrémités de ces podia ont la
capacité d'adhérer a un objet et de se déconnecter immédiatement permettant aux holothuries de se
déplacer, de s’accrocher au substrat et de se couvrir pour se camoufler (O’Loughlin et al., 2016).
Ladite ventouse terminale n’est pas présente chez les papilles qui se trouvent sur la face dorsale et

leur aspect tubulaire se réduit a I’apex d’une structure conique plus ou moins élargie (Navarro,

2012 ; Purcell et al., 2012).

Face dorsale (bivium) Papilles

Podia dorsaux Tentacules

Podia ventraux

Face ventrale (trivium)

Figure 3: Morphologie d’une holothurie de I’ordre des Holothuriida (Samyn et al., 2006)

L'axe bucco-aboral est généralement horizontal, la bouche et I'anus sont aux extrémités

opposées (Samyn et al., 2006). La bouche est entourée d’une étroite membrane péristomiale

10
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(membrane buccale) et d’un anneau de huit a 30 tentacules rétractiles qui sont en fait des pieds
tubulaires modifiés issus du systéme aquifére (Pawson et al., 2010 ; Slater et Chen, 2015). Ces
tentacules forment un cercle qui borde extérieurement la membrane buccale au centre de laquelle
se trouve la bouche circulaire (Samyn et al., 2006) et permettent aux holothuries de capturer la
nourriture (Mezali et Soualili, 2013 ; Slater et Chen, 2015 ; O’Loughlin et al., 2016). Selon
I’ordre et I’espece, le nombre et la structure des tentacules varient, ils peuvent étre en forme de
bouclier, ramifiés, pennés ou digités (Figure 4), raison pour laquelle ils sont utilisés comme
caracteres clés dans ’identification de ces espéces (Pawson et al., 2010 ; Purcell et al., 2012 ;
Slater et Chen, 2015). La bouche peut étre terminale (Chez les Apodida, Molpadida et la plupart
des Dendrochirotida), ventrale (Elasipodida et Holothuriida) ou dorsale (certains Dendrochirotida)
(Pawson, 1970). L’anus peut étre entouré de petites papilles ou de papilles fortement calcifiées
appelées dents anales (Purcell et al., 2012). Selon les ordres taxinomiques, I’anus peut également
étre en position ventral (Elasipodida), terminal (Apodida, Molpadida, la plupart des
Dendrochirotida et Holothuriida) ou dorsale (certains Holothuriida et Dendrochirotida) (Pawson,
1970 ; Feral et Massin, 1982).

Figure 4: Les différentes structures des tentacules des holothuries. A. En forme de bouclier (Ordre
Holothuriida). B. Ramifié (Ordre Dendrochirotida). C. Pennées (Ordre Apodida). D. Digités (Ordre
Apodida, Ordre Molpadiida). E. Digitée (Ordre Molpadiida) (Pawson et al., 2010).
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2.1.3. Anatomie

La paroi du corps des holothuries est constituée d’une fine cuticule au-dessus de 1’épiderme non
cilié¢ et un derme épais en dessous. Dans 1’épiderme apparaissent des cellules sensorielles et
glandulaires intercalées ainsi que des granules de pigment qui déterminent la couleur du corps
tandis que le derme est composé de tissu conjonctif collagéne renfermant les structures
endosquelettiques (sclérites). Sous le derme se trouve une couche de muscles circulaires formant
un cylindre suivi par les muscles longitudinaux (Purcell et al., 2012 ; Slater et Chen, 2015). La
surface interne du corps est tapissée d'un péritoine cilié (Slater et Chen, 2015). La paroi du corps

renferme également des glandes a mucus (Koehler, 1921).

Les holothuries possedent un collier interne qui entoure 1’extrémité antérieure de 1’intestin
appelé anneau calcaire et dont la forme est importante dans la classification des espéces (Figure 5)
(Pawson et al., 2010 ; Slater et Chen, 2015 ; O’Loughlin et al., 2016). Il est composé
généralement d’une alternance de plaque macroscopiques radiales plus grandes et de plaques
interradiales plus petites (Pawson et al., 2010 ; Purcell et al., 2012). Cet anneau sert de support a
I’cesophage et constitue une base mécanique aux tentacules et un point d’attache pour les cing
muscles longitudinaux et les muscles rétracteurs quand ils sont présents (Pawson et al., 2010 ;
Slater et Chen, 2015 ; O’Loughlin et al., 2016). Les muscles longitudinaux sont attachés
postérieurement au cloaque via les muscles rétracteurs du cloaque (Samyn et al., 2006).

&

B

Figure 5: Différentes formes de 1’anneau calcaire. A. Forme typique de I’anneau calcaire des
Holothuriidae (in Samyn et al., 2006). B. Avec projections postérieures moyennes. C. Avec
projections postérieures courtes. D. Sans projections postérieures. E. Avec de longueurs
projections postérieures complexes (in Pawson, et al., 2010). R. Plaque radiale. IR. Plaque
interradiale.
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Le ceelome de 1’holothurie est une vaste cavité remplie d’un liquide ceelomique dont la
composition est proche de 1’eau de mer et dans lequel se trouvent le tube digestif, les arbres

respiratoires appelés improprement « poumons » et les gonades (Figure 6) (Samyn et al., 2006).

Le systeme digestif des holothuries est essentiellement un conduit tubulaire (Figure 6)
(Feral et Massin, 1982). La bouche s'ouvre dans le pharynx, qui passe par le centre de l'anneau
calcaire suivi par I’cesophage et I’estomac qui sont des structures courtes et un intestin qui fait deux
tours. Ce dernier est composé de trois régions a savoir ; I'intestin antérieur descendant, I'intestin
antérieur ascendant et I'intestin postérieur descendant (= rectum), et finit par se jeter dans le cloaque
a I’extrémité postérieure du ceelome pour s ouvrir vers 1I’extérieur par I’anus (Purcell et al., 2012 ;
Mezali et Soualili, 2013 ; Belbachir et al., 2014 ; Slater et Chen, 2015). Les extrémités antérieure
et postérieure du tube digestif sont solidement fixes par d’épais cordons suspenseurs, Les
suspenseurs antérieurs attachent le pharynx au complexe hydro-vasculaire péripharyngien, tandis
que les suspenseurs postérieurs attachent le rectum ou le cloaque a la paroi du corps (Feral et
Massin, 1982).

Les intestins sont associés a des réseaux de vaisseaux hemaux reliés aux arbres respiratoires
via le plexus respiro-hémal. Les arbres respiratoires sont des évaginations trés ramifiées de la paroi
du cloaque qui s’étendent le long de la cavité corporelle dans le ceelome pré-viscéral entoure de
liquide ccelomique (Slater et Chen, 2015). Ces organes peuvent se remplir d’eau qui sert a la
respiration par pompage du cloaque (entre 6 a 10 contractions cloacales) et peuvent I’expulser par
une seule contraction. Lorsqu’ils sont remplis, le corps de I’holothurie est gonflé et turgescent et
lorsque au contraire 1’eau est expulsée par I’anus, le corps devient flasque et mou (Koehler, 1921 ;
Mezali, 1998 ; Harms, 2012).
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Figure 6: Représentation de I'anatomie générale de 1’holothurie Australostichopus mollis (Ordre
Synallactida) ouvert le long de I'interambulacre dorsal. A. Anus, TD. Tube digestif ; PC. Paroi du
corps ; CL. Cloaque ; AC. Anneau calcaire ; G. Gonade ; VH. Vaisseau hémal ; ML. Muscle
longitudinal ; ARG. Arbre respiratoire gauche ; M. Madréporite ; VP. Vésicule de Poli ; PRH.
Plexus respiratoire-hémal ; ARD. Arbre respiratoire droit ; CP. Canal de pierre ; T. Tentacule ;

AT. Ampoules tentaculaires (in Zamora et Jeffs 2013).

L’appareil aquifére (Figure 7) de ces especes est composé d’un canal circulaire oral duquel
partent 5 canaux radiaires qui fournissent des ramifications aux ambulacres, des ampoules
tentaculaires qui aboutissent aux tentacules, une ou plusieurs vésicules de Poli et un ou plusieurs
canaux de pierre se terminant par une madréporite qui alimente le fluide ceelomique dans le canal
oral (Koehler, 1921 ; Slater et Chen, 2015). Le canal de pierre s’ouvre par la madréporite dans la
cavité corporelle, cependant, dans certaines formes d’eau profonde dont quelques espéces de la
famille Synaptidae et du genre Pelagothuria, 1’arrangement primitif est gardé et la madréporite
s’ouvre vers I’extérieur a travers la peau (Mortensen, 1927). Les cils dans le canal de pierre

entrainent un flux d'eau principalement vers l'intérieur, tandis que les cils dans les pores de la
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madréporite filtrent les particules plus grosses. Le fluide dans le systeme vasculaire de I'eau est
similaire a I'eau de mer, a l'exception de la présence de caelomocytes, de certaines protéines et d'une

concentration de Potassium plus élevée (Harms, 2012).

al A

VP

Figure 7: Schéma du systéme aquifére chez I’holothurie Apostichopus japonicus (Ordre
Synallactida). ET. Extrémité avant du tentacule ; PT. Pétiole du tentacule ; AT. Ampoule
tentaculaire ; AC, Anneau calcaire ; CR. Canal radial ; CC. Canal circulaire ; VP. Vésicule de
Poli ; CP. Canal de pierre ; M. Madréporite (Gao et Yang, 2015).

Certaines especes d’holothurie ont développé des organes de défense constitués par des
tubes trés fins, cylindriques allongés de coloration blanche ou jaune brunatre appelés « tubes de
Cuvier », ils s’inseérent sur la paroi du rectum et sont expulsés de I'anus pendant le stress agissant

comme un mécanisme de défense dissuasif (Koehler, 1921 ; Slater et Chen, 2015).

Contrairement a tous les autres échinodermes, le systéme reproducteur des holothuries est
bilatéralement, et non radialement, symétrique (Hyman, 1955 ; Slater et Chen, 2015). Les
holothuries ont une seule gonade composée de nombreux tubules ramifiés réunis a la base en une
touffe attachée au coté gauche du mésentére dorsal (Holothuriida) ou en deux touffes, une de
chaque coté du mésentere (Stichopodidae) (Hyman, 1955 ; Pawson et al., 2010 ; Purcell et al.,
2012 ; Slater et Chen, 2015). Bien gu'habituellement longs et nombreux, les tubules gonadiques
peuvent étre courts et peu nombreux (Hyman, 1955). La gonade s'agrandit et se ramifie de plus en
plus @ mesure que la maturité est atteinte avant le frai, aprés cela, les tubules gonadiques sont

souvent complétement réabsorbés chez les espéces tempérées (Slater et Chen, 2015). La gonade
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(Figure 6) est attachée au mésentére dorsal par lequel passe le gonoducte menant a 1’extérieur a
travers le gonopore (Purcell et al., 2012 ; Slater et Chen, 2015), ce dernier est situé dans la zone

postérieure du collier tentaculaire, dans 1’interradius médio-dorsal (Pawson et al., 2010).

Le phylum Echinodermata est le seul groupe deutérostomien non cordé qui posséde un
systeme nerveux centralisé (Mashanov et al., 2009). Il accompagne le systeme aquifere et se
trouve entierement a I’intérieur de 1’épiderme (Mortensen, 1927). Il nait d’un anneau nerveux dans
la membrane péristomiale d’ou sortent cing nerfs radiaux sur les axes ambulacraires le long du
systéme vasculaire de 1’cau (Slater et Chen, 2015). Des cellules tactiles, photo-, mécano- et
chimio-sensorielles sont dispersées dans 1’épiderme (Harms, 2012 ; Slater et Chen, 2015) et bien
que les holothuries présentent une sensibilité générale a la lumiére, ils n'ont pas d'organes
photorécepteurs spécialisés (Slater et Chen, 2015). Les pieds tubulaires ont une certaine capacité

mécano-sensorielle ou chimio-sensorielle (Corning et al., 1975).

Certaines espéces d’holothuries a savoir les Apodida, Elasipoda et Molpadida sont connues
pour produire des récepteurs bien définis de gravité ou d'équilibre appelé statocystes placés dans
ou sous I'épithélium a I'extrémité antérieure. La présence de ces organes est cohérente avec le mode
de vie de ces especes, dont certaines se déplacent relativement librement et méme vigoureusement

lors de réflexes de fuite (Hyman, 1955 ; Corning et al., 1975).

Le systeme hémal chez les holothuries est plus complexe par rapport aux autres classes des
Echinodermes (Harms, 2012), il est bien développé et composé d’un anneau circumcesophagien
situé juste derriére I’anneau aquifere, en avant, il donne naissance a cinq vaisseaux hémaux radiaux
qui passent le long du pharynx, puis retournent a I’intérieur de la paroi du corps pour atteindre
presque I’ouverture cloacale (Bullough, 1958). Les vaisseaux hémaux associés a 1’intestin peuvent
former un maillage complexe avec 1’arbre respiratoire gauche, le rete mirabile, suggérant

différentes fonctions de transferts de nutriments et de gaz (Purcell et al., 2012).

2.1.4. Endosquelette

Les membres du phylum Echinodermata possédent typiquement une paroi du corps rigide qui
contient un endosquelette élaboré composé de calcite riche en Magnésium (CaCQOs3) (Stricker,
1986). Chez les oursins (classe Echinoidea) et les ophiures (classe Ophiuroidea) (Figure 1), les
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éléments squelettiques calcifiés ont tendance a étre relativement gros et étroitement emballés dans
une armure qui enferme complétement les organes internes de I'adulte. Les éléments squelettiques
des lys de mer (classe Crinoidea) et de nombreuses especes d'étoiles de mer (classe Asteroidea)
(Figure 1) sont également grands et densément répartis, néanmoins, le squelette de ces classes ne
couvre pas entierement les nerfs radiaux et les tissus associes des ambulacres. Chez les holothuries
(classe Holothuroidea), une armure solide fait généralement défaut (Stricker, 1986). Leur squelette
est peu développé et les plaques calcaires sont réduites a des piéces microscopiques éparses a
I’intérieur de 1’épiderme appelé « sclérites » et ne présentent jamais une disposition réguliére
(Mortensen, 1927). Les sclérites sont formés par des cellules mésodermiques (Moore, 2006) et
selon les espéces, elles constituent entre 3 & 70 % du poids sec de la paroi du corps de I'holothurie
et rendent cette derniére chez certaines espéces rigides et rugueuses au toucher (Pawson et al.,
2010). Les sclérites affichent une profusion de formes géométriques et sont considérées parmi 1’un
des caracteres taxinomiques les plus importants au niveau générique et spécifique de par leur forme
et leur taille (Pawson, 1970 ; Navarro, 2012 ; Slater et Chen, 2015). La disposition des
différentes piéces calcaires dans la paroi du corps est également souvent importante (Pawson,
1970). Elles sont désignées par des termes descriptifs tels que boutons, corbeilles, tables, plaques,

batonnets, ancres et roues (Figure 8) (Koehler, 1921).
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Figure 8: Différents types de sclérites des holothuries. A-E, G-H. Tables vues sous différents
angles, F. Tasse croisée. I. Plaque perforée, J-N. Boutons lisses et a boutons, O. Tasse, P. Plaque

d’ancrage, Q. Ancre, R. Batonnet en forme de « C », S. Roue (in Pawson et al., 2010).

18



Chapitre 1.1 : Espéce et milieu

2.2. Biologie et écologie

2.2.1. Distribution et habitat

Les holothuries sont distribuées dans toutes les régions océaniques et écosystemes marins, a toutes
les latitudes, des régions polaires aux tropiques et des zones intertidales aux régions profondes
(Perez-Ruzafa et al., 1992 ; Roberts et al., 2000 ; Conand, 2006a). Ces especes vivent sur
presque tous les types de substrats ; meubles, durs, récifs coralliens, en épibioses sur des plantes
ou des invertébrés et associées a des herbiers tel que ’herbier a Posidonia oceanica (Mezali, 2008 ;
Purcell et al., 2012 ; Belbachir et al., 2014). La plupart des holothuries sont épibenthiques,
cependant, il existe quelques-unes d'eaux profondes qui sont pélagiques (Harms, 2012) ayant le
corps ressemblant a une méduse nageant librement. C’est le cas de Pelagothuria natatrix Ludwig,
1893 (Ordre Elasipodida) et Enypniastes eximia Théel, 1882 (Ordre Elasipodida) qui sont des
espéces pélagiques et bentho-pélagiques respectivement (Solis-Marin et al., 2012 ; Selig et al.,
2019).

2.2.2. Reproduction

Les échinodermes sont itéropares (se reproduisent plusieurs fois) et la semelparité (espéces qui se
reproduisent une seule fois) n’a été signalée pour aucune espece (Pandian, 2018). La majorité des
Holothuroidea sont gonochoriques (les deux sexes sont séparés) mais la plupart ne présentent pas
de dimorphisme sexuel et les gonades doivent étre examinées au microscope pour déterminer le
sexe (Hyman, 1955 ; Slater et Chen, 2015 ; Pandian, 2018), cependant, il existe quelques espéces
hermaphrodites telles que Pentactella laevigata Verrill, 1876 (Ordre Dendrochirotida), Mesothuria
intestinalis (Ascanius, 1805) (Ordre Holothuriida) et un certain nombre de Synaptidae
(Mortensen, 1927 ; Hyman, 1955). Chez les gonochores, les bénéfices issus de la recombinaison
lors de la gamétogeneése et de la fusion des gameétes de deux individus sexuellement différents lors
de la fécondation augmentent la diversité génétique, matiere premiere de I'évolution (Pandian,
2018).
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2.2.2.1. La reproduction sexuée

En général, le schéma de reproduction des holothuries présente un cycle saisonnier (Smiley et al.,
1991). La maturité sexuelle est déterminée par des facteurs environnementaux tels que la
disponibilité de la nourriture, la densité de population et autres. Par conséquent, I'age et la taille a
la maturité sexuelle varient dans I'espace et dans le temps (Pandin, 2018). Les espéces tempérées
ont généralement des périodes de frai au printemps et en été en raison de I'élévation de la
température a ces saisons dans ces zones (Hyman, 1955 ; Hamel et al., 1993 ; Mezali et al., 2014 ;
Slimane-Tamacha et al., 2019 ; Mezali et al., 2022), tandis que les espéces tropicales se
reproduisent pendant de plus longues périodes tout au long de I'année (Pearse, 1968 ; Conand,
1993).

Les holothuries sont ovipares c’est-a-dire qu’elles liberent leurs cellules sexuelles
directement dans I'eau de mer (Figure 9) et la fécondation s'ensuit immédiatement (Hyman, 1955).
Les holothuries utilisent des signaux chimiques pour frayer (Conand, 2006a), un principe actif
présent dans le liquide ceelomique préviscéral est signalé comme induisant la ponte (Pandian,
2018). Pour assurer un recrutement plus élevé, les individus doivent étre proches et 1’émission des
spermatozoides est synchronisée avec la ponte chez les femelles (Pandian, 2018). Lors de la ponte,
en particulier chez les Holothuriida, les individus se dressent sur leur partie postérieure en adoptant
une position presque verticale suivi d’un balancement d’avant en arriere pendant la libération des
gametes mature vers le milieu (Samyn et al., 2006 ; Navarro et al., 2012 ; Purcell et al., 2012).
Les males sont les premiers a pondre, suivis par les femelles (Hyman, 1955 ; Conand, 2006a). Le
frai dure ainsi entre 15 minutes a plus de 4 heures selon les especes (Hyman, 1955). Les cellules
sexuelles qui sortent du gonopore en un flux lent sont dispersées par des mouvements tentaculaires
(Hyman, 1955).
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Figure 9: Frai de Holothuria tubulosa. A. Male, B. Femelle. G. Gonopore, S. Sperme, E. (Eufs
(Rakaj et al., 2017).

Les ceufs fertilisés (100 et 200 pm) sont portés par le courant puis donnent naissance a une
larve auricularia qui nage et se nourrit de microalgues, aprés 12 a 40 jours, elle se développe en
une larve doliolaria non nourrissante qui durent 24 h avant qu’elle se métamorphose en pentactula
qui se fixent sur le fond puis donne un stade juvénile précoce (Figure 10) (Samyn et al., 2006 ;
Zamora et Jeffs, 2013 ; Slater et Chen, 2015). Ce modele de développement est le plus commun
dans les tropiques ou les Holothuriidae, les Stichopodidae et les Synaptidae sont les familles
dominantes, cependant, chez la grande majorité des familles d’holothuries, le stade auricularia est
inexistant et le développement passe tout de suite du stade doliolaria au stade juvénile (Samyn et
al., 2006).

Bien que les holothuries soient ovipares, certaines especes comme Leptosynapta minuta
(Becher, 1906), Synaptula hydriformis (Lesueur, 1824) et Chiridote rotifera (Pourtales, 1851) de
I’ordre Apodida sont vivipares (Mortensen, 1927 ; Cherbonnier, 1953 ; Hyman, 1955 ; Navarro
et al., 2012). Ces especes ont une capacité de copulation et les males deposent le sperme
directement sur les ceufs a travers une papille génitale digitiforme. Cette derniere est fréquemment

située entre la paire de tentacules dorsaux. Les femelles n'ont qu'une papille en forme de bouton et
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rassemblent les ceufs dans cing poches internes, chacune avec une ouverture externe pour l'activité
copulatoire. Il existe donc chez ces especes un dimorphisme sexuel externe (O’Loughlin et al.,
2016).

Figure 10: Développement larvaire de Holothuria scabra. A. (Eufs fécondés. B. Gastrule. C.
Auricularia précoce. D. Auricularia tardive. E. Doliolaria. F. Pentactula. G. et H. Juvéniles (Han
et Hua, 2022).
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2.2.2.2. L’hermaphrodisme

Deux types d’hermaphrodismes existent chez les holothuries a savoir I’hermaphrodisme simultané
autofécondant et I’hermaphrodisme séquentiel (Pandian, 2018). Dans ce dernier, le changement
de sexe se produit naturellement une fois dans la vie des especes dans une seule direction. En
conséquence, les protandres changent de sexe de male a femelle et les protogynes le font dans le
sens inverse (Pandian, 2018). Une protandrie a été signalé chez Holothuria atra Jaeger, 1833
(Ordre Holothuriida), Leptosynapta inhaerens (O.F. Muller, 1776) (Ordre Apodida), Leptosynapta
clarki Heding, 1928 (Ordre Apodida) et Labidoplax media Ostergren, 1905 (Ordre Apodida)
(Sewell, 1994 ; Pandian, 2018) et une protogynie chez Cladodactyla crocea crocea (Lesson, 1860)
(Ordre Dendrochirotida) et Pentactella leavigata (Ordre Dendrochirotida) (Pandian, 2018). Dans
I’hermaphrodisme simultané, les ceufs et les spermatozoides se développent dans la méme gonade
pouvant entrainer une autofécondation associée a un développement interne et une protection du
couvain des embryons, c’est le cas de 1’espece Pentactella perrieri (Ekman, 1927) de la famille
des Cucumaridae (Ordre Dendrochirotida) (Figure 11) (Mortensen, 1927 ; O’Loughlin et al.,
2016 ; Martinez et al., 2020).
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Figure 11: L’hermaphrodisme simultané chez [I’holothurie Pentactella perrieri (Ordre
Dendrochirotida). A. Coupes histologiques de P. perrieri montrant I'nermaphrodisme dans le
méme spécimen avec les ovocytes (00) et les spermatozoides (sg) (Echelle = 200 um). B. P.
perrieri éviscéré montrant un sac de couvaison remplit d'individus couvés et un autre, séparé
manuellement du corps et ouvert (bs) avec les individus couveés (br) extraits de I'intérieur a coté
(Echelle =5 mm) (Martinez et al., 2020).

2.2.2.3. La reproduction asexuee

Certaines especes d'holothuries sont capables de reproduction asexuée par une constriction en deux
moitiés qui se régénerent (Figure 12A) (Hyman, 1955 ; Pandian, 2018). Les principaux facteurs
qui influencent le taux de reproduction asexuée sont une faible stabilité environnementale, une
mortalité élevée, une petite taille individuelle et une faible activité de reproduction sexuelle
(Mladenov, 1996 ; Abdel Razek et al., 2007). Toutes les espéces d'holothuries scissipares
actuellement connues appartiennent a deux ordres : Holothuriida et Dendrochirotida ou la
reproduction asexuée a été décrite pour la premiere fois (Dolmatov, 2014). La reproduction
asexuee chez les holothuries adultes se produit sous forme de fission transversale (architomie) et
de fragmentation (Dolmatov, 2014). Trois mécanismes de fission ont été différenciés chez Ocnus
planci (Ordre Dendrochirotida) a savoir la constriction, la torsion ou 1’étirement (Monticelli,
1896). Les holothuries peuvent utiliser différentes combinaisons de ces méthodes et la fission se

produit approximativement au milieu du corps chez la plupart des especes (O’Loughlin et al.,
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2009 ; Dolmatov et al., 2012 ; Dolmatov, 2014), par conséquent, certains organes internes tels
que les intestins, les muscles longitudinaux et la paroi du corps sont rompus (Dolmatov, 2014).
Ainsi, le fragment antérieur conserve le systéme aquifere, les gonades et un ou deux segments de
I’intestin (Conand, 1995 ; Dolmatov et al., 2012 ; Dolmatov, 2014) tandis que le fragment
postérieur contient le cloaque, une plus grande partie de 1’intestin, les arbres respiratoires et les

« tubes de Cuvier » lorsqu’ils sont présents (Dolmatov, 2014).

Etant donné que les holothuries sont dotées du pouvoir de régénération, lorsque 1’animal
est coupé en deux, chaque partie se developpe en deux individus entierement fonctionnels (Figure
12B) (Pandian, 2018). Dans le fragment antérieur, la plaie a I’extrémité postérieure est réparée, la
fin de la premiére partie descendante de I'intestin commence alors a se développer vers l'arriere, le
cloaque se développe a l'extrémité postérieure du fragment antérieur. L'ébauche de I'intestin
s'allonge et se développe dans le cloaque et l'intégrité du systeme digestif est restaurée. Les
specimens a ce stade de régénération restaurent les régions terminales des bandes musculaires
longitudinales, aprés la fusion de Il'intestin et du cloaque, les ébauches des arbres respiratoires
apparaissent sur la face dorsale du cloaque et les arbres respiratoires se développent avec la
croissance de l'extrémité postérieure. De 1’autre coté, 1'événement principal dans le fragment
postérieur est la régénération du systéme aquifére. Tout d'abord, un gonflement du tissu conjonctif,
qui représente I'ébauche du systeme aquifére se forme a I'extrémité antérieure de I'animal et les
régions terminales des cordons nerveux radiaux et des canaux hydrovasculaires radiaux se
transforment et forment respectivement I'anneau nerveux et le canal hydrovasculaire circulaire
autour du complexe aquifere. L’intestin se développe et I'intégrité du systeme digestif est restaurée.
Par la suite, la croissance du corps commence lorsque les organes internes sont formés et I'animal
commence a grandir. La durée de croissance du corps varie largement et dépend apparemment des

especes (Dolmatov, 2014).
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(1)

Figure 12: Reproduction asexuée chez les holothuries. A. Etapes consécutives de la fission chez
I'holothurie Cladolabes schmeltzii (Ludwing, 1875) (Ordre Dendrochirotida) (Echelle = 1 cm). B.
Schéma de régénération des organes internes apres fission chez les holothuries. (a) Animal avant
la fission ; (b) Fragment antérieur juste aprés la scission, (c) Formation de l'intestin et du cloaque
dans le fragment antérieur, (d) Formation des arbres respiratoires dans le fragment antérieur, (e)
Croissance de la partie postérieure du corps, (f) Fragment postérieur juste apres la scission, (g)
Formation du complexe aqua-pharyngien et de rudiments intestinaux dans le fragment posteérieur,
(h) Fragment postérieur avec organes internes régénerés, (i) Croissance de la partie antérieure du
corps. CA. Complexe aqua-pharyngien ; PC. Paroi du corps ; C. Cloaque ; I. Intestin ; G. Gonade ;
ML. Muscle longitudinal ; M. Mésentére ; AR. Arbre respiratoire ; T. Tentacules (Dolmatov,
2014).
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2.2.3. Nutrition et mode d’alimentation

Les holothuries emploient une gamme de stratégies d'alimentation et de digestion en fonction de
I'environnement particulier auquel elles sont adaptées (Jangoux et Lawrence, 1982 ; Roberts et
al., 2000 ; Slater et Chen, 2015). La collecte de la nourriture se fait avec les tentacules buccaux
qui présentent une grande diversité et ou se refléte la spécialisation de 1’habitat et de I’alimentation.
Les holothuries peuvent étre déposivores ou suspensivores (Jangoux et Lawrence, 1982 ; Roberts
et al., 2000 ; Harms, 2012 ; Mezali et al., 2003 ; Purcell et al., 2016). La taille des particules de
nourriture est limitée étant donné que le diametre de I’anneau est d’environ un dixiéme de la

longueur du corps en particulier au stade juvénile précoce (Slater et Chen, 2015).

Les déposivores collectent les sediments et les particules avec leurs tentacules buccaux sur
des fonds meubles ou durs. Sur les fonds meubles, les tentacules creusent dans le sédiment et ne
prennent que la couche superficielle par ratissage. Sur les fonds durs (rochers ou algues), les
tentacules balayent et ramassent les particules de la surface (Jangoux et Lawrence, 1982 ;
Roberts et al., 2000 ; Moore, 2006). Les sédiments ingérés passent par le tube digestif et sont

excretes sous forme de boulettes fécales « ressemblant a des vers » (Slater et Chen, 2015).

Les sédiments ingérés par les déposivores sont composés principalement de composés
inorganiques (silice et/ou calcaire), détritus organiques (matiéres animales ou végeétales mortes et
en décomposition), micro-organismes (bactéries, diatomées, protozoaires, cyanophycées,
foraminiféres) et des boulettes fécales des holothuries ou d’autres animaux (Jangoux et Lawrence,
1982 ; Belbachir et al., 2014 ; Belbachir et Mezali, 2018 ; Belbachir et Mezali, 2020a ;
Elakkermi et al., 2021). L’intestin des holothuries déposivores est parfois plein de gros fragments
d’herbes marines qui ne sont pas digérés mais supportent des organismes épiphytes dont se
nourrissent les holothuries (Bakus, 1973 ; Belbachir et Mezali, 2018). Les microorganismes
associes aux sediments, en particulier les bactéries, sont la principale source de nutriments et
peuvent influencer la distribution de ces organismes dans une zone benthique (Bakus, 1968 ;
Bakus, 1973 ; Yingst, 1976). Une corrélation tres élevée a été rapportée entre leur taille du corps
et la taille des particules ingérés, cette derniére varie également selon I’espéce et la localité (Bakus,
1973). En fait, ces espéces se nourrissent sélectivement (de fines ou de grosses particules de
sédiments) et sont capables de discriminer les particules riches et pauvres en éléments nutritifs et

de sélectionner les plus riches grace aux récepteurs gustatifs situés sur leurs tentacules (Mezali et
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al., 2003; Ramoén et al.,, 2019), cette selectivité a pour rdle de réduire la compétition
interspecifique entre les especes benthiques déposivores (Mezali et Soualili, 2013). Les
holothuries déposivores sont largement adaptées pour traiter de grandes quantités de sédiments

souvent pauvres en nutriments dont elles extraient les composés labiles (Roberts et al., 2000).

Les suspensivores quant & eux, tendent leurs tentacules dans le courant d'eau et piegent le
phytoplancton et les micro-organismes qui y adhérent par la sécrétion muqueuse. Lorsqu’ils sont
chargés de particules, ils se contractent et se plient dans la bouche, cette derniere se referme et a
mesure que les tentacules sont retirés, la matiére alimentaire qui y adhere est essuyée dans le
pharynx (Hyman, 1955 ; Roberts et al., 2000 ; O’Loughlin et al., 2016 ; Purcell et al., 2016).
Les suspensivores sont de deux types ; actif et passif, les premiers utilisent de 1’énergie pour
générer des courants tandis que les passifs dépendent exclusivement des mouvements de 1’eau

ambiante pour faire passer 1’eau a travers leurs tentacules (Singh et al., 1998).

La nourriture des holothuries suspensivores est composée de petits végétaux (diatomées,
algues unicellulaires), d’animaux (protozoaires, nématodes, copépodes, ostracodes, méduses et
larves) et des matiéres organiques en suspension associées ou non a des matieres inorganiques
(Hyman, 1955 ; Roberts et al., 2000). Les diatomees représentent une source de nourriture trés
importante pour les suspensivores car elles ne possedent pas une paroi cellulaire aussi épaisse que
les autres algues (Jgrgensen, 1966). Les suspensivores ont tendance & vivre dans des situations a
haute énergie et a capturer les particules en suspension dans la colonne d’eau ou juste au-dessous

du fond (Roberts et al., 2000).

Les holothuries de 1’ordre Dendrochirotida sont des suspensivores qu’on trouve plus
fréquemment dans les eaux tempérées et subtropicales peu profondes ou la production de
phytoplancton est généralement élevée (Pawson, 1970 ; Bakus, 1973). Les cinq ordres
d'holothuries restantes sont principalement des déposivores obligatoires que I'on trouve soit dans
les eaux tropicales claires, soit en haute mer, ou les voies d'alimentation détritique peuvent étre

plus importantes que dans les eaux peu profondes (Roberts et al., 2000).
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2.2.4. Prédation

Les holothuries sont des proies de plusieurs especes prédatrices, transférant ainsi 1’énergie des
microalgues et des détritus organiques aux consommateurs qui sont a des niveaux trophiques plus
élevés (Purcell et al., 2016). Bien que les holothuries possédent des défenses chimiques et des
« tubes de Cuvier » gluants (Caulier-Mezali et al., 2016), elles sont consommees par divers
prédateurs d’au moins sept embranchements (Purcell et al., 2016) incluant des étoiles de mer, des
crustacés, des gastéropodes, des poissons et des tortues de mer (Figure 13) (Francour, 1997 ;
Purcell et al., 2016 ; Atkinson et al., 2018 ; Rogers et al., 2020 ; Richard, 2022).

Figure 13: A. Prédation sur I’holothurie Holothuria leucospilota par le baliste titan. B. Prédation

sur I’holothurie Holothuria mexicana par Caretta caretta (Rogers et al., 2020 ; Richard, 2022).

2.2.5. Mécanismes de défenses

En réponse aux pressions de prédation, les holothuries ont développé une grande variété de
mécanismes de défense. Pour les contrer les prédateurs, les holothuries disposent de trois lignes de
défense : morphologique (paroi du corps épaisse et présence de sclérites), comportementale
(gonflement du corps, éviscération, autotomie, nage, activité nocturne et comportement cryptique)
et chimique avec la présence de substances dissuasives toxiques appelées saponines (détaillées
dans les parties suivantes) (Kropp, 1968 ; Bingham et Braithwaite, 1986 ; Francour, 1997). Les
réponses comportementales, en particulier I’autotomie et le comportement de nage sont des

techniques d’évasion efficaces pour les prédateurs spécialistes (Kropp, 1982 ; Morton, 1991 ;
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Francour, 1997) tandis que la défense chimique est utilisée contre les non-spécialistes ou les
généralistes (Bakus, 1968 ; Bingham et Braithwaite, 1986 ; Francour, 1997).

2.2.5.1. Eviscération et autotomie

La nature de I’éviscération et I’autotomie varient selon la morphologie de I’espéce, certaines
procedent par la fragmentation du corps en deux ou en plusieurs parties tandis que d’autres éjectent
leurs viscéres ou une partie d’eux (tube digestif ou arbres respiratoires) a travers la paroi du corps
(Bakus, 1973). Quand elles sont irritées, les holothuries contractent leurs muscles ainsi que leur
paroi du corps et étant donné que le liquide dans la cavité corporelle est pratiquement
incompressible, 1’effet est de créer une énorme pression qui expulse les viscéres ou une partie d’eux
a travers le cloaque (Hegner, 1933). Ce phénomeéne va dissuader les prédateurs et permet aux
holothuries d’effectuer un saut pour s’échapper (Moore, 2006 ; Mohsen et Yang, 2021).
L'éviscération se produit dans des conditions naturelles (Mosher, 1956 ; Byrne, 1985) ainsi qu’en
réponse a des signaux environnementaux non naturels ou expérimentaux tels que la manipulation,
la température, le pH et I'O2 (Russell, 1984), les chocs électriques (Kille, 1936), les produits
chimiques (Pearse, 1909), la lumiére directe du soleil (Crozier, 1914) et I'eau sale (Domantay,
1931). Dans les conditions naturelles, I'éviscération diminue généralement le métabolisme, ainsi
I'nolothurie peut étre capable de survivre jusqu'a ce que de meilleures conditions
environnementales se présentent a nouveau (Domanty, 1931). Les holothuries sont connues pour
présenter une capacité de régénération étendue et régénérer un large éventail de parties du corps,
tel que leur paroi du corps, le systeme nerveux et les organes internes (Okada et Kondo, 2019).

2.2.5.2. Organes de defense « Tubes de Cuvier »

Les «tubes de Cuvier » sont un systéme de défense tres particulier et spécialisé présent chez
plusieurs especes d’holothuries appartenant toutes exclusivement a la famille des Holothuriidae et
précisément les genres Actinopyga, Bohadschia et Holothuria (VandenSpiegel et al., 1995 ;
Flammang, 2005). Lorsqu'elle est stimulée physiquement, 1’holothurie courbe son extrémité anale
vers I’objet stimulant, expulse quelques tubules par 1'anus qui une fois expulsés, sous la pression

de I’eau, s’allongent considérablement, augmentent environ 20 fois leur longueur et deviennent
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collants au contact de n’importe quel objet (Hyman, 1955 ; VandenSpiegel et Jangoux, 1987 ;
Flammang, 2005 ; Samyn et al., 2006). Chez les espéces qui possédent un « tube de Cuvier », ces
derniers sont expulsés avant I'appareil digestif qui ne sort que quelque temps apres (Samyn et al.,
2006). Comme pour presque tout le reste des organes des holothuries, les « tubes de Cuvier » se
régenerent facilement (Hamel et Mercier, 2014 ; Giribet et Edgecombe, 2020). Ces organes
contiennent également une forte concentration de saponines qui sont toxiques (Van Dyck et al.,
2010a ; Caulier-Mezali et al., 2016).

2.2.6. Relations symbiotiques

De nombreux organismes infestent les échinodermes en particulier les holothuries (Eeckhaut et
al., 2004 ; Purcell et al., 2016). Les associes aux holothuries sont soit des commensaux, soit des
parasites. Les premiers bénéficient de I’avantage du transport (phorésie) ou de ’abri (inquilinisme)
lorsqu’ils sont sur ou a l'intérieur de leur hote sans qu’il y ait un bénéfice pour ce dernier (Eeckhaut
et al., 2004 ; Parmentier et Michel, 2013). Pour les parasites, les holothuries représentent des
substrats biotiques ou ils peuvent vivre et servent parfois de nourriture et/ou de source de
développement sans lesquelles, les espéces parasites ne peuvent pas accomplir leur cycle de vie.
Les parasites sont toujours nocifs pour leurs hotes et ils induisent des maladies qui sont dans la
plupart du temps non mortelles mais peuvent entrainer la mort dans quelques cas (Eeckhaut et al.,
2004). Les symbiotes des holothuries sont des commensaux et des parasites d'au moins neuf

embranchements (Jangoux, 1990 ; Eeckhaut et al., 2004).

2.2.6.1. Hotes d’endocommenseaux

Les endocommensaux (Figure 14A) vivent librement dans divers organes et espaces corporels des
holothuries, mais principalement dans le tube digestif ou ils peuvent sortir de leurs hétes (Purcell
et al., 2016). Les endocommensaux des holothuries comprennent des espéces de nombreux
phylums différents, notamment des protozoaires, des plathelminthes et neuf especes de poissons
(Purcell et al., 2016). Parmi ces derniers on retrouve les especes de la famille des Carapidae qui
présente trois genres [Onuxodon, Carapus et Encheliophis (Eeckhaut et al., 2004)]. Les especes

appartenant aux deux premiers genres sont des commensaux utilisant les arbres respiratoires ou la
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cavité ceelomique des holothuries comme abri qu’ils quittent pour attraper des proies, ne causant
ainsi que de légeéres blessures en percant la paroi digestive pour rentrer ou sortir (Mezali, 1998 ;
Parmentier et al., 2000 ; Eeckhaut et al., 2015). Les associations entre échinodermes et poissons
Carapides sont particulierement intéressantes car elles concernent des relations symbiotiques

typiques entre un hote invertébré et un associé vertébré (Jangoux, 1990).

En Méditerranée, Carapus acus (Brunnich, 1768), communément appelé « poisson perle »
fait partie des especes qui infestent les holothuries (Markle et Olney, 1990). Ce poisson peut vivre
en association avec plusieurs espéces du genre Holothuria (H. tubulosa, H. poli, H. helleri, H.
sanctori et H. stellati), cependant, il a une préférence pour 1’espéce Parastichopus regalis (Meyer
Rochow, 1977 ; Mezali, 1998 ; Eeckhaut et al., 2004 ; Parmentier et al., 2006 ; Mezali et
Khodja, 2021).

Figure 14: Relations symbiotiques des holothuries. A. Endocommensalisme par Carapus acus de
Holothuria tubulosa. B. Deux crabes arlequins Lissocarcinus orbicularis ectocommensaux sur la
paroi du corps d'Holothuria scabra. C. Mollusque parasite de la Famille des Eulimidae sur

Holothuria verrucosa (Purcell et al., 2016).

2.2.6.2. Hotes d’ectocommensaux

De nombreuses espéces ectocommensales (Figure 14B) sont connues pour vivre sur des
holothuries commerciales. Les ectocommensaux appartiennent a plusieurs phylums et les espéces
les plus couramment signalés sont les plathelminthes, les polychétes, les arthropodes (copépodes,
crabes et quelques crevettes) et les gastropodes (Eeckhaut et al., 2004). La présence de ces especes

sur I’hote leur permet de se réfugier contre les prédateurs, tout en se nourrissant de sources de
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nourritures externes (Purcell et al., 2016). Dans certains cas, I’hote fournit aux commensaux un
site de ponte protégé et peut-étre considéré comme crucial pour la biologie de leur population
(Mercier et Hamel, 2005 ; Purcell et al., 2016). Certaines especes telles que les crabes utilisent

les saponines sécretées par les holothuries pour repérer leurs hotes (Caulier et al., 2013).

2.2.6.3. Hotes des parasites

De méme pour les commensaux, les parasites (Figure 14C) peuvent étre ectobiotiques ou
endobiotiques. Les endoparasites se trouvent le plus souvent dans le tube digestif et les systéemes
ccelomique ou hémal des holothuries hotes (Jangoux, 1990 ; Eeckhaut et al., 2004). Des exemples
de parasites peuvent étre cités tels que certaines especes de plathelminthes qui rivalisent avec leur
hote pour les nutriments et nagent dans I’intestin ou le liquide ceelomique ou ils se reproduisent
(Shinn, 1983) ; le crabe Pinnotheres halingi qui vit dans I’arbre respiratoire d’Holothuria scabra
et leur induit une atrophie (Hamel et al., 1999) ; une autre espéce d’ectoparasite utilise sa trompe
pour pénétrer la paroi du corps des holothuries et se nourrit du liquide ceelomique (Jangoux, 1990).
Ces parasites peuvent également étre trouvés dans les gonades telles que les kystes du parasites
coccidien (ordre Eucoccidiorida) retrouvé dans les ovocytes de Apostichopus japonicus (Unuma
et al., 2020).

Les espéces du troisieme genre de la famille des Carapidae a savoir Encheliophis sont
considérées comme des parasites (Parmentier et Das, 2004 ; Parmentier et Michel, 2013) qui se

nourrissent des tissus internes (gonades et arbres respiratoires) de 1’hote (Arnold, 1953).

2.3. Role écologique

Selon Purcell et al. (2016), les holothuries sont des membres importants des communautes
d'invertébrés benthiques, présents dans tous les principaux océans et mers du monde. Les réles que
jouent les holothuries dans les écosystemes marins varient d'une espece a l'autre. 1ls se résument
dans le maintien et I’amélioration de la santé des sédiments, le recyclage des nutriments, la chimie
de I’eau, ce qui profite a la santé et a la productivité des écosystemes, I’augmentation de la richesse

spécifique grace a des symbioses avec des organismes parasites et commensaux plus petits ; et la
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formation d'un lien substantiel dans le transfert d'énergie dans les détritus et les microalgues

déposés vers les niveaux trophiques supérieurs des réseaux trophiques marins.

2.3.1. Maintient et amélioration de la santé des sédiments

Le role écologique principal des holothuries déposivores est supposé étre la bioturbation des
sédiments (Bakus, 1973 ; Massin, 1982) qui désigne le mélange des couches de sédiments par des
organismes (Purcell et al., 2016). Cette derniére a de nombreux effets physico-chimiques sur la
perméabilité et la teneur en eau des sédiments ainsi que sur la composition particulaire des
sédiments supérieurs (Lohrer et al., 2004 ; MacTavish et al., 2012 ; Purcell et al., 2016).
L’amélioration de la perméabilité des sédiments et le fait que les couches de sédiments inférieurs
remontent vers la surface augmentent les concentrations d’oxygéne dans les sédiments (Purcell et
al., 2016) et par conséquent améliorent la production primaire, la biodiversité et la biomasse de
I’endofaune (Purcell et al., 2016).

Certaines holothuries telles que les Holothuriida restent a la surface des sediments et
perturbent la couche supérieure par ingestion et libération de déjections fécales ainsi que par leur
locomotion a travers la surface tandis que d’autres s’enfouissent partiellement ou totalement sous
la surface des sédiments mélangeant ainsi les couches de sédiments de surface et souterraine
(Purcell et al., 2016).

Etant donné que les habitats benthiques peuvent fournir jusqu’a la moiti¢ des nutriments
nécessaires a la production primaire dans les mers cétiéres, la perte a grande échelle des
bioturbateurs benthiques pourrait nuire au fonctionnement des écosystemes marins (Lohrer et al.,
2004 ; Solan et al., 2004).

Les holothuries en tant que déposivores contribuent dans la voie de régénération et de
minéralisation des sédiments de surface (Purcell et al., 2016). Presque toutes les holothuries de
I’ordre Holothuriida se nourrissent de détritus organiques mélangés a du sable et du limon dans les
quelques millimetres supérieurs des sediments, et elles défequent du sable qui est généralement
moins riche en matiére organique que celui qu'elles ont consommé (Amon et Herndl, 1991 ;
Mercier et al., 1999) ce qui laisse supposer qu'ils agissent pour nettoyer les sédiments et inhiber
la prolifération d’algues (Amon et Herndl, 1991 ; Mercier et al., 1999 ; Michio et al., 2003 ;

34



Chapitre 1.1 : Espéce et milieu

Paltzat et al., 2008 ; MacTavish et al., 2012). Le volume de sédiments ingérés et défequés par
individu et par an est souvent remarquable (jusqu’a 82 kg ind* an!) (Bonham et Held, 1963 ;
Francour, 1989 ; Coulon et Jangoux, 1993 ; Uthicke, 1999 ; Mangion et al., 2004 ; Purcell et
al., 2016).

Les holothuries empécheraient la formation des conditions d’anaérobies (Nixon, 1995 ;
Uthicke, 2001) en consommant de grandes quantités de matiéres organiques a I’intérieur des
sédiments (Massin, 1982 ; Moriarty, 1982). Il a été suggéré que la presence d'holothuries
déposivores peut réduire I'accumulation de la matiére organique en exces dans les sédiments cotiers
ou sont installées les fermes aquacoles (Isgoren-Emiroglu et Giinay, 2007 ; Slater et Carton,
2007). Dans une expérience realisée sur des sédiments issus de la culture de crevette, le processus
d’ingestion et d’excrétion de H. scabra a éliminé les composants a fort potentiel de consommation

d’oxygéne y compris la matiere organique (Kodama et al., 2015).

2.3.2. Recyclage des nutriments

Les holothuries sont des composants importants d'un systeme de recyclage benthique (Figure
15A), leur présence est bénéfique a la production des microalgues benthiques dans les récifs
coralliens et les feces enrichies en ammonium augmentent la disponibilité des nutriments (Uthicke,
2001 ; Mangion et al., 2004).

La digestion des composés riches en Azote (par exemple, les protéines) par les holothuries
conduit a sa conversion de la forme organique a la forme inorganique, qui a son tour peut étre
absorbée par les producteurs primaires comme sources de nutriments (Wolkenhauer et al., 2010 ;

Purcell et al., 2016). De petites quantités de phosphate sont également libérées (Uthicke 2001).

Cela montre la capacité des holothuries a décomposer la matiere organique qui est alors
probablement plus facilement disponible pour d'autres organismes comme les bactéries. Cette
hypothése confirmerait le role clé des holothuries dans le systeme de recyclage benthique
(Mangion et al., 2004).
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Figure 15: Réle écologique des holothuries. A. Recyclage des nutriments par les holothuries. B.

Influence potentielle des holothuries sur la chimie locale de I'eau (Purcell et al., 2016).

2.3.3. Influence sur la chimie de I’eau de mer

L'augmentation de I'acidification des océans due aux émissions anthropiques de CO2 (Kleypas et
al., 1999) altere la capacité des espéces calcifiantes a produire du CaCOs3 (Figure 15B) et entraine
une réduction marquée de la calcification des récifs (Hoegh-Guldberg et al., 2007).
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Des études ont indiqué que plusieurs espéces d'holothuries de 1’ordre Holothuriida peuvent
augmenter l'alcalinité de I'eau de mer par leurs processus digestifs et la libération d'ammoniac,
facilitant ainsi la calcification par des organismes associés tels que les coraux et les algues calcaires
(Schneider et al., 2011, 2013). Ces déposivores traitent le sable carbonaté et les gravats dans leur
tube digestif et dissolvent le CaCOs dans le cadre de leur processus de digestion. La dissolution du
CaCOzg et la sécrétion d’ammoniac sont responsables de I’augmentation de 1’alcalinité (Schneider

etal.,, 2011).

Dans les écosystemes des récifs coralliens, la libération d'ammoniac par les holothuries
fournit potentiellement des nutriments aux symbiotes zooxanthelles des coraux, augmentant

potentiellement leur productivité (Purcell et al., 2016).

2.4. Péche et aquaculture
2.4.1. Situation de la péche

Les Chinois se sont intéresses aux holothuries depuis la dynastie Ming (1368-1644 avant J-C.)
(Chen, 2003), par la suite elles sont devenues populaires dans les autres pays asiatiques
profondément influencés par la culture traditionnelle chinoise tell que la Corée, le Japon, le

Vietnam et Singapour (Liao, 1997).

Dans le monde, 66 espéces d'holothuries sont couramment exploitées (Purcell, 2010). Un
grand nombre de communautés cotieres a travers le monde exploitent les ressources locales des
holothuries pour I’exportation comme source de revenus supplémentaires en raison de la demande
chinoise (Conand et Byrne, 1993 ; Sicuro et Levine, 2011). Les pécheries reposent
majoritairement sur les espéces appartenant a 1’ordre Holothuriida (Conand, 2004), en Chine et au
Canada une espéce de 1’ordre des Dendrochirotida (Hamel et Mercier, 2008) et une autre de

Molpadida sont également comestibles (Chen, 2004).

Au cours des trois derniéres décennies, il y a eu une augmentation marquée de I’expansion
et du développement de la péche aux invertébres dans le monde entier en matiere de prises et de
valeur (Conand et Byrne, 1993 ; Conand, 2004 ; Anderson et al., 2011 ; Purcell et al., 2011).

Contrairement au commerce des holothuries en Asie et dans 1’Indo-Pacifique qui date d’environ
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1000 ans (Conand, 2001), I’exploitation commerciale en Amérique du Nord est récente puisqu’elle
a commencé dans les années 1970 a la cte Ouest des Etats-Unis d’ Amérique et les années 1980 a
la cOte Ouest du Canada (Bruckner, 2005 ; Therkildsen et Petersen, 2006).

Les principaux pays importateurs de ces espéces sont traditionnellement Hong Kong,
Singapour, Taiwan, la Chine et la Malaisie (en plus petites quantités) (Conand, 1990 ; Conand et
Byrne, 1993 ; Conand, 2001 ; Conand, 2004 ; Ferdouse, 2004). L'Espagne, la France et la
Belgique importent également les holothuries mais probablement pour les réexporter plus tard vers
d'autres pays, compte tenu de la faible consommation de ces espéces en Europe (Gonzéalez-

Wanguemert et al., 2018a).

La péche des holothuries est pratiquée a la main, a la lance, au crochet ou en plongeant en
apnée et dans certains cas en plongée sous-marine (Anderson et al., 2011), ces techniques sont tres
sélectives et il n'y a donc pas de prises accessoires (Conand, 2006a). Dans quelques cas, le dragage
ou le chalutage sont utilisés pour des espéces qui sont trouvées accessoirement avec les crevettes
telles que Holothuria scabra a Madagascar et Parastichopus regalis en Turquie (Conand, 2006a ;
Aydin, 2017). Au Québec, L’espéce Cucumaria frondosa est accidentellement draguées pendant
la saison de récolte des pétoncles et renvoyées en mer ou la plupart des spécimens meurent (Hamel
et Mercier, 1998).

Dans les régions tempérées, la sensibilisation du public a la conservation est géneralement
plus forte et les nouvelles pécheries, lorsqu'elles ont commence, elles ont été suivies, surveillées et
leur gestion décidée. C'est le cas pour la cote Est et Ouest du Canada et des Etats-Unis. Au Japon,
la péche d'Apostichopus japonicus a également été gérée a l'aide de plusieurs mesures telles que
des lois sur la péche, des permis et un systeme complexe d'ajustement de la péche (Conand,
2006b).

Dans les régions tropicales, la péche est a petite échelle et a une grande importance socio-
économique pour ces pays moins développés néanmoins, elle n’est pas réglementée. Certaines iles
du Pacifique (Fidji, Tonga) ont mis en place des limites de taille Iégales voire une interdiction en
Mozambique et les lles Salomon. Dans d'autres pays, comme le Mexique, les Galapagos, Cuba et
le Venezuela, les pécheries sont plus récentes et I'attention s'est portée sur leur gestion mais malgré

cela, plusieurs conflits ou péches illegales ont eu lieu pour ces ressources (Conand, 2006b).
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Avec cet intérét croissant pour I'nolothurie, la productivité des oceans est loin de satisfaire
la demande actuelle, par conséquent, plus de 70 % des pécheries d'holothuries dans le monde sont
pleinement surexploitées ou épuisées (Purcell et al., 2011).

La surexploitation entraine le risque d'extinction des especes les plus précieuses sur le plan
commercial, avec 16 espéces d'holothuries désormais classées comme « vulnérables » ou «en
danger » sur la liste rouge de 'UICN (Conand et al., 2014a, b). Une étude de Purcell et al. (2010)
basée sur 69 pécheries a révélé une incidence alarmante de surexploitation et d’épuisement des
stocks d’holothuries, en particulier dans 1’Indo-Pacifique (Figure 16), dans I’ensemble, 20% des
pécheries sont épuisées, 38% surexploitées, 14% pleinement exploitées sans possibilités
d’expansion supplémentaire, 27% sous-exploitées ou modérément exploitées et se trouvent
principalement dans les eaux tempérées plus profondes ou les pécheries sont en phase de

développement.
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Figure 16: Situation actuelle des pécheries d'holothuries a I’échelle mondiale (Purcell et al., 2010).

Suite a cette surexploitation, les marchés asiatiques se sont intéressés a de nouvelles espéces
cibles principalement de l'océan Atlantique Nord Est et de la mer Méditerranée dont I’Italie,
I’Espagne, la Gréce et en particulier la Turquie qui monopolise le marché d’exportation (Conand,
2006a ; Gonzalez-Wanguemert et al., 2014b ; Marquet et al., 2017). Les especes les plus
importantes sont H. poli et H. tubulosa de la mer Méditerranée ; H. mammata, H. sanctori, H.
forskali et Parastichopus regalis présents a la fois dans la mer Méditerranée et dans l'océan

Atlantique Nord-Est ; et H. arguinensis qui montre une répartition géographique comprenant la
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cote portugaise, la cote Atlantique espagnole, les lles Canaries, la c6te Nord-Ouest de I'Afrique
ainsi que la mer Méditerranée ou elle a été signalée récemment (a Alicante au Sud de I’Espagne et
en Algérie) (Gonzalez-Wangiemert et Borrero-Perez, 2012 ; Mezali et Thandar, 2014 ;

Gonzalez-Wanguemert et al., 2018a).

En Espagne, des pécheries illégales par des citoyens chinois principalement d’H.
arguinensis ont été enregistrés depuis 2010 pour approvisionner les restaurants locaux puis
I’exploitation a augmenté pour atteindre un maximum de plus de 2 tonnes enregistrées par la police
espagnole en 2016 (Gonzalez-Wanguemert et al., 2018a). Cependant, aucune législation n’a été
élaborée pour réglementer sa péche et des entreprises exportent différentes espéces d’holothuries
(H. tubulosa, H. forskali, H. mammata et H. arguinensis) vers la chine (Gonzalez-Wangliemert
et al., 2016 ; Gonzalez-Wanguemert et al., 2018a).

En Turquie, la pécherie d'holothuries a commencé en 1996 avec I'exportation de P. regalis
(Aydin, 2008 ; Gonzalez-Wanguemert et al., 2014b). Par la suite, d’autre espéces sont devenues
cibles telles que H. tubulosa, H. mammata et H. poli. Ces espéces ne sont pas consommees
localement et sont destinées a I’exportation vers les pays asiatiques (Cakli et al., 2004 ; Ozer et
al., 2004 ; Aydin, 2008 ; Aydin et al., 2011).

En Algérie, la péche des holothuries est autorisée par I’arrété du 16 juillet 2008, les pécheurs
professionnels et les amateurs les utilisent depuis longtemps comme appéts de péche a la place
petits pélagiques et céphalopodes a prix élevé (Francour, 1997 ; Mezali, 1998). Néanmoins, leur
commercialisation n’est pas autorisée étant donné qu’ils ne sont pas répertoriés dans le texte
réglementaire sur les ressources marines vivantes qui définit les tailles minimales autorisées pour
les ressources commercialement exploitées (Mezali et Slimane-Tamacha, 2020). Leur
exploitation a commencé en 2013 et les individus sont le plus souvent récoltés a la main et en apnée
sur substrat meuble ou dur. Lorsqu’ils ne sont plus disponibles a ces faibles profondeurs, les
pécheurs utilisent de petites embarcations motorisées pour les collecter a des profondeurs plus
importantes par plongée sous-marine (Mezali et Slimane-Tamacha, 2020). La collecte cible
toutes les especes a savoir H. poli, H. tubulosa, H. arguinensis et H. sanctori par ordre de
préférence et toutes les tailles (Mezali et Slimane-Tamacha, 2020). Le taux de capture des
holothuries le plus élevé est obtenu dans la région Centre (Tipaza et Alger) suivie de Jijel a I’Est

et de Chlef a I’Ouest (Mezali et Slimane-Tamacha, 2020). La récolte destructrice des holothuries
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a mené¢ I’administration en charge du secteur de la péche a chercher a déterminer une taille
individuelle minimale dans 1’espoir de réguler I’exploitation et d’empécher la surpéche (Mezali et

Slimane-Tamacha, 2020).

2.4.2. Commercialisation et consommation

La consommation d’holothuries est fortement ancrée dans la coutume chinoise en particulier dans
les zones cotiéres ainsi que d’autres pays asiatiques (Chen, 2003), ce produit a été signalé pour la
premiere fois comme un aliment tonique (Chen, 2004), il est utilisé en médecine traditionnelle et
consommé comme un mets délicat (Conand, 1990 ; Liao, 1997 ; Pandian, 2018).

La paroi du corps constitue la partie qui est destinée a la consommation humaine et
I'épaisseur, la texture des tissus et le golt du derme sont des éléments importants influencant leur
valeur sur le marché international, raison pour laquelle, les espéces commerciales sont caractérisées

par une paroi épaisse et appartiennent majoritairement a 1’ordre des Dendrochirotida et

Holothuriida (Purcell et al., 2011 ; Purcell et al., 2012 ; Slater et Chen, 2015).

Cette paroi du corps est commercialisée sous différentes formes ; crue, bouillie, congelée,
marinée mais le plus souvent, elle est transformée en un produit séché appelé « Trépang » dans
I’océan Indien, « Béche-de-Mer » dans le Pacifique tropical, « Hai-som » par les Chinois et
« Iriko » par les Japonais (Figure 17A) (Sloan, 1984 ; Conand, 1990 ; Jangoux, 1990 ; Preston,
1993 ; Ferdouse, 2004 ; Robinson et Lovatelli, 2015 ; Pandian, 2018). Le prix de la « béche-de-
mer » dépend de la qualité du produit, de la taille de I’espece ainsi que des manipulations effectuées
lors de son traitement tel que la coupe réalisée pour éviscérer les holothuries ou la méthode de sa
cuisson (Purcell, 2014a). 11 oscille entre 50 USD/Kg et 450 USD/Kg, bien que certains d’entre eux
puissent atteindre jusqu’a 4 000 USD/Kg sur certains marchés chinois (Purcell, 2014b ; Robinson
et Lovatelli, 2015). La transformation, traditionnellement artisanale, comporte plusieurs étapes

pour obtenir un produit sec de bonne qualité (Conand, 1990 ; Purcell, 2014b ; Conand, 2017).
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Figure 17: A. « Béche-de-mer » au marché des fruits de mer séchés a Hong Kong (Robinson,
2013). B. « Espardenyes », plat Catalan préparé a base de muscles longitudinaux de Parastichopus

regalis (https://www.atlasobscura.com/foods/espardenyes-sea-cucumbers-catalonia).

Ce traitement en « béche-de-mer » est complexe mais en général, il consiste en
I’éviscération, le salage, 1’ébullition et le séchage (Lavitra et al., 2008 ; Aprianto et al., 2019).
Plusieurs méthodes de transformation existent et different principalement en fonction des espéces
étant donné que la chair de chaque espéce a un caractere différent et nécessite ainsi un traitement

différent pour produire un produit de bonne qualité (Aprianto et al., 2019).

Purcell (2017) a décrit deux méthodes de préparation de la « béche-de-mer » dans les
régions pacifiques, la premiére comprend 1) La cuisson des holothuries dans de 1’eau de mer ; 2)
Refroidissement dans 1’eau froide ; 3) Découpage adéquat pour I’éviscération ; 4) Salage avec le
gros sel et enfin 5) Deuxiéme cuisson dans 1’eau de mer. La seconde méthode differe par
I’enchainement des étapes, les holothuries sont d’abord éviscérées, salées puis cuites dans 1’eau de
mer. Dans les deux méthodes, les individus sont par la suite fumés, séchés, cuits autant de fois qu’il
le faut puis séchés et conservés. Dans la région de Toliara, d’autres méthodes sont utilisées pour
transformer les holothuries en « béche-de-mer ». Les transformateurs grattent les holothuries avec
la pierre ou les traitent avec les feuilles de papaye broyées pour enlever les sclérites du tégument

grace a I’action de la papaine (Lavitra et al., 2008).

Il existe différents produits et sous-produits qui peuvent étre obtenus a partir de différentes
parties des holothuries autres que la paroi du corps et sont disponibles sous différents noms

commerciaux :
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-« Konowata », un aliment japonais typique, créé a partir d'intestins salés, qui est vendu pour
environ 60 USD/Kg (Conand, 2006a ; Robinson et Lovatelli, 2015) ;

-« Konoko » et « Hoshiko », gonades femelles fraiches et sechées, atteignant 200 USD/Kg
(Conand, 2006a ; Robinson et Lovatelli, 2015) ;

-« Espardenya » ou « llongo » qui sont les bandes musculaires internes de Parastichopus
regalis en Espagne et qui atteignent 130 EUR/Kg (Figure 17B) (Ramoén et al., 2010) ;

-« L’huile de gamat » en Malaisie (Baine et Choo, 1999).

En Algérie, Les holothuries commercialisées sont vendues frais ou transformées en
« béche-de-mer » a un prix qui varie d’une wilaya a une autre, il dépend également de la demande,
de la taille, de la disponibilité et de la destination des produits, il varie de 200 a 700 DZD/Kg (1,5
a 5,9 €/Kg), tandis que le prix des spécimens séchés « béche-de-mer » varie de 4 800 a 12 000
DZD/KG (36 a 90 €/Kg) (Mezali et Slimane-Tamacha, 2020). Le produit frais ou ses dérivés
n‘ont jamais existé sur le marché local. Selon une enquéte en ligne mené par Mezali et al. (2021)
sur 453 personnes, les consommateurs algériens ne connaissent pas cette ressource et ont tendance
a favoriser les espéces de poissons. Néanmoins, en portant a leur connaissance les bienfaits des
holothuries, presque 80% étaient pour 1’idée de le gouter. Par la suite et dans le but de sensibiliser
et d’introduire ce produit dans le régime alimentaire de la population algérienne, une séance de
dégustation a été organisée ou quatre plats ont été préparés a base de « béche-de-mer » a savoir
« L’holothurie a la sauce blanche », « Salade d’holothurie marinée », « Le bourek au
holothuries » et « Les boulettes d’holothuries hachées » (Belkacem et Mezali, 2022). Ces plats ont
été apprécies par 93 % des participants (n = 42) qui ont exprimé leur volonté a les introduire dans
leurs habitudes alimentaires (Belkacem et Mezali, 2022).

2.4.3. Holothuriculture

La valeur commerciale des holothuries est en constante évolution et I'augmentation de la pression
de péche a entrainé un risque élevé pour les populations sauvages. Dans ce contexte, I'élevage de
ces espéces pourrait augmenter I'approvisionnement du marche, relachant ainsi les pressions sur
les populations sauvages (Chatzivasileiou et al., 2019). L'aquaculture d’holothuries a commenceé
en Chine dans les années 1980 pour : 1) approvisionner le marché asiatique en « béche-de-mer » ;

2) compenser la réduction des stocks sauvages et 3) permettre le repeuplement pour renforcer les

43



Chapitre 1.1 : Espéce et milieu

populations épuisées (Chen, 2004). L'aquaculture commerciale et expérimentale actuelle des
holothuries, vraisemblablement en raison de I'accessibilité et de la valeur commerciale, est limitée
aux holothuries intertidales et subtidales de grande valeur, principalement I'espéce tempérée
Apostichopus japonicus et l'espéce tropicale Holothuria scabra (Slater et Chen, 2015).
Traditionnellement, les holothuries ont été élevees dans des étangs en terre, dans des systéemes
d'élevage en mer et dans des systémes de polyculture avec d'autres espéces (Dominguez-Godino
et Gonzalez-Wanguemert, 2019).

L'aquaculture multi-trophique intégrée (AMTI) est une approche écosystémique de
I'aquaculture qui s'est avérée respectueuse de l'environnement, principalement dans les eaux
tempérées (Troell et al., 2003). Le systeme AMTI est basé sur le concept que les déchets constitués
d'aliments non consommeés, d'excréments et de produits métaboliques d'une espece peuvent étre
utilisés comme intrants pour la croissance d'une autre espece, fonctionnant dans un cycle

d'autonettoyage naturel (Chopin et al., 2001 ; Jena et al., 2017).

L'utilisation d'holothuries dans l'aquaculture multi-trophique intégrée a été tentée dans
diverses parties du monde étant donné que plus de leur valeur économique élevée dans le monde
entier, elles consomment dans une large mesure des sédiments, des détritus et de la matiere
organique produites par des especes de poissons et de crustacés élevés dans des fermes aquacoles
comme source de nourriture diminuant ainsi les déchets rejetés dans le milieu benthique (Figure
18) (Tolon et al., 2017 ; Chatzivasileiou et al., 2019). Plusieurs études ont prouvé leur
compatibilité avec ce type d’élevage et sont devenues un élément indispensable des systemes
d’AMTI pour leur role important dans la bio-conversion des déchets organiques excrétés par les
fermes piscicoles (Cranford et al., 2013 ; Capinpin Jr et al., 2020 ; Bayogullari et Tolon, 2021).
Les holothuries peuvent étre intégrées avec plusieurs espéces d’élevage tel que les ormeaux, les
algues, les oursins, les crevettes et les bivalves et il est reporté que les holothuries montrent un taux
de survie élevé et une bonne croissance (Mills et al., 2014 ; Capinpin Jr et al., 2020 ; Bayogullari
et Tolon, 2021).
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Figure 18: Cycle schématique des nutriments dans un systéme d’aquaculture multi-trophique

intégré (Zhang et al., 2019).

2.5. Valeur nutritionnelle, nutraceutique et cosmétique

Au cours des dernieres décennies, le concept d'aliments fonctionnels a offert une approche
nouvelle et pratique pour atteindre une santé optimale en favorisant l'utilisation des produits
naturels aux bienfaits physiologiques réduisant ainsi le risque de diverses maladies chroniques
(Webb, 2006 ; Shahidi, 2009). La plupart des aliments fonctionnels et des agents thérapeutiques
actuellement disponibles sont dérivés directement ou indirectement de sources naturelles, en
particulier des plantes alimentaires terrestres et des espéces marines (Hu, 2005 ; Shahidi, 2009 ;
Guérard, 2010). En raison de la riche biodiversité océanique, les organismes marins sont des
sources précieuses d'aliments nutritifs et représentent de nouveaux réservoirs de composants
biologiquement actifs (Blunden, 2001 ; Hu, 2005 ; Guérard, 2010). Les holothuries sont 1’un des
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animaux marins potentiels a haute valeur alimentaire et médicinale (Bordbar et al., 2011 ; Sicuro
et Levine, 2011 ; Mohsen et Yang, 2021).

Du point de vue nutritionnel, les holothuries sont considérées comme un aliment précieux
car ils contiennent des nutriments importants pour la physiologie humaine. Leurs compositions
organiques et non organiques varient selon les especes, la saison, I’habitat et probablement
I’ontogenése (Khotimchenko, 2015). Ces espéces sont un tonique idéal et ont un profil
impressionnant de nutriments de grande valeur tels que la vitamine A, la vitamine B1, la vitamine
B2, la vitamine B6 et les minéraux, en particulier le Calcium, le Magnesium, le Fer et le Zinc
(Chen, 2003 ; Cakli et al., 2004).

Les holothuries contiennent une combinaison intéressante d'acides aminés précieux dont la
Glutamine, 1’Asparagine, I'Alanine et I'Arginine (Wen et al., 2010 ; Khotimchenko, 2015). En
raison de la présence de ces acides aminés, les holothuries ont une fonction remarquable dans la
régulation immunitaire (Zhao et al., 2008). Leurs protéines sont également caractérisées par une
faible valeur du rapport Lysine/Arginine et donc un effet hypocholestérolémique (Wen et al.,
2010 ; Khotimchenko, 2015 ; Roggatz et al., 2015 ; Gonzalez-Wangtemert et al., 2018b ;
Roggatz et al., 2018).

Le profil lipidique des holothuries varie selon les especes. A part quelques exceptions, les
especes montrent une quantité inférieure d’acides gras monoinsaturés par rapport aux acides gras

saturés (SFA) et aux acides gras polyinsaturés (PUFA) (Wen et al., 2010 ; Mecheta et al., 2020).

La médecine traditionnelle chinoise vante les mérites des holothuries, notamment pour les
douleurs articulaires, les problémes urinaires et certains cancers (Chen, 2004 ; Bordbar et al.,
2011 ; Fabinyi, 2011). Elles ont été bien reconnues comme reméde tonique et traditionnel dans la
littérature chinoise et malaisienne pour leur efficacité contre I'hypertension, l'asthme, les

rhumatismes, les coupures et les brilures (Chen, 2003 ; Wen et al., 2010 ; Bordbar et al., 2011).

Plusieurs activités biologiques et pharmacologiques uniques telles que I’activité anti-
angiogénique (Tian et al., 2005), anticancéreuse (Roginsky et al., 2004 ; Janakiram et al., 2015),
anticoagulante (Chen et al., 2011), anti-hypertenseur (Zhao et al., 2007), anti-inflammatoire
(Kareh et al., 2018), antimicrobienne (Sukmiwati et al., 2019), antioxydante (Wulandari et al.,
2021), antitumorale (Tian et al., 2005 ; Ru et al., 2022) et cicatrisante (Miguel-Ruiz et Garcia-
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Arraras, 2007) ont eté attribuées a des composés chimiques extraits de différentes especes
d'holothuries. Plus récemment, malgré leur utilisation comme ingrédients dans les aliments et les
médicaments, un marché a emergé pour leur utilisation dans le domaine cosmétique (Siahaan et
al., 2017).

Les bienfaits médicinaux et les fonctions de santé des holothuries peuvent étre attribués a
la présence de quantités appréciables de composés bioactifs (Figure 19 ; Tableau 2), en particulier
les glycosides triterpéniques (saponines) (Van Dyck et al., 2010a, 2010b ; Caulier et al., 2011 ;
Caulier-Mezali et al., 2016), les sulfates de chondroitine (Vieira et al., 1991), les
glycosaminoglycanes (Pacheco et al., 2000), les polysaccharides sulfatés (Mourao et Pereira,
1999), des stérols (glycosides et sulfates) (Goad et al., 1985), des composés phénoliques
(Mamelona et al., 2007), des peptides (Rafiuddin Ahmed et al., 2004), des fucoidanes

(polysaccharides sulfatés) et des lectines (Mojica et Merca, 2004).
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Figure 19: Composeés bioactifs des holothuries et leurs activités biologiques (Siahaan et al., 2017).
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Tableau 2: Activités pharmacologiques et médicinales des composés bioactifs des holothuries.

Espece Composés bioactifs Activité Références
pharmacologique et
médicinale

Pentacta quadrangularius ~ Saponines sulfatées (Philinospide Anti-angiogénique  Tian et al. (2005) ;

A) Tong et al. (2005)
Holothuria scabra, Phénols Antioxydante Mamelona et al.
Holothuria leucospilota, Polypeptides de collagéne (2007) ; Althunibat
Stichopus chloronotus etal. (2009) ; Jin et
Cucumaria frondosa al. (2019)
Acaudina molpadioides
Mensamria intercedens Saponines Anticancéreuse Zou et al. (2003) ;

Cucumaria frondosa
Apostichopus japonicus
Pearsonothuria graeffei

Ogushi et al. (2005) ;
Janakiram et al.
(2010) ; Zhao et al.
(2010)

Ludwigothurea grisea
Holothuria edulis

Sulfate de chondroitine fucosylé
Fucane sulfaté

Anti-coagulante

Mourdo et al.
(1996) ; Wu et al.
(2015)

Cucumaria frondosa Peptides Anti-microbienne Beauregard et al.

Psolus patagonicus Saponines Antifongique (2001) ; Murray et

Stichopus ocellatus Saponines, alcaloides et composés Antibactérienne al. (2001) ;

phénoliques Sukmiwati et al.
(2021)

Holothuria leucospilota Protéine Antitumorale Tong et al. (2005) ;

Pentacta quadrangularius ~ Saponines sulfatées (Philinospide Aminin et al. (2010)

Cucumaria frondosa A)

Saponines monosulfatées

Staurocucumis liouvillei Saponines trisulfatées Antivirale Maier et al. (2001)

Stichopus chloronotus Acides gras Cicatrisation des Fredalina et al.
plaies (1999)

Une proportion majeure (environ 70 %) des protéines de la paroi du corps des holothuries

est constituée de collagéne qui est reconnu comme un composant précieux dans les tissus

conjonctifs (Saito et al., 2002 ; Rafiuddin Ahmed et al., 2004). Il peut étre converti en gélatine

par ébullition, pour agir comme une substance bioactive fonctionnelle (Zhao et al., 2007). Le

collagéne a été largement utilisé dans des applications industrielles, en particulier dans

I'alimentation, les produits pharmaceutiques et les cosmétiques. La plupart du collagéne industriel

est produit a partir d'origine animale terrestre. Cependant, 1’utilisation de collagéne et de gélatine

de cette origine a diminué en raison de la transmission de maladies animales et des restrictions

religieuses. A I'heure actuelle, l'utilisation de collagéne dérivé de sources marines est devenue une

nouvelle tendance (Siahaan et al., 2017) et plusieurs produits alimentaires, nutraceutiques et

cosmétiques a base de collagéne issu des holothuries sont actuellement disponibles sur le marché

(Figure 20).
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Produits alimentaires et nutraceutiques

Essence de poisson Capsule de Capsule de Concombre de
FOMEC au collagéne  concombre de mer  concombre de mer au miel Sérum au collagéne Essence de Savon
de concombre de mer N¢éo-Zélandais mer des traitement de la
profondeurs peau

Produits cosmétiques
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Figure 20: Produits commerciaux développés a base de collagéne des holothuries

(Senadheera et al., 2020).
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Chapitre 1.2 : Les glycosides triterpéniques (saponines)
1. Geénéralités

Les saponines sont une classe importante de produits naturels isolés pour la premiére fois des
diverses plantes supérieures ou elles sont largement répandues (L.i et al., 2006). En effet, le nom
« saponine » provient de « sapo » en latin qui veut dire « savon » car ils possedent des propriéetés
tensioactives et créent des mousses stables et savonneuses lorsqu'ils sont agités dans une solution
aqueuse (Hostettmann et Marston, 1995). En raison de leur grande variété d'activités biologiques
et pharmacologiques, les saponines végétales font partie des composés les plus efficaces de la
médecine populaire chinoise (Guo et al., 2006). En milicu marin, les holothuries (dont I’Ordre des
Holothuriida et Dendrochirotida) (Nigrelli, 1952 ; Yamanouchi, 1955), les étoiles de mer (Mackie
et Turner, 1970 ; Mackie et al., 1970) et les éponges (Pawlik, 1993) sont les seuls organismes
dans lesquels des saponines ont été trouvées jusqu'a présent et les échinodermes abritent de loin la

plupart des 350 composes de saponines signalés (Kamyab et al., 2020).

2. Structures

Les saponines sont de nature amphiphile et comportent deux parties : I'aglycone (lipophile et
liposoluble) et le glycone (hydrophile et hydrosoluble) (Mondol et al., 2017 ; Khotimchenko,
2018 ; Kamyab et al., 2020) relié par une liaison B-glycosidique (Zhao et al., 2018).

Selon I’aglycone appelé également génine ou sapogénine, les saponines sont divisées en
trois classes majeures ; les glycosides triterpéniques, les glycosides stéroidiens et les glycosides
alcaloides stéroidiens (Hostettmann et Marston, 1995). Les aglycones triterpénes sont retrouvés
chez les holothuries et contiennent 30 atomes de carbone, les aglycones stéroidiens sont retrouvés
chez les étoiles de mer et comptent 27 atomes de carbone tandis que les aglycones alcaloides
stéroidiens présentent un atome d’azote (Kerr et Chen, 1995 ; Savarino et al., 2021). Chez les
holothuries, les aglycones triterpéniques de deux types sont retrouvés ; holostane ayant une
caractéristique structurelle 33-hydroxy-5a-lanostano-y(18,20)-lactone et non holostane n'ayant pas
de v(18,20)-lactone (Maier, 2008 ; Mondol et al., 2017). Selon la position de la double liaison
dans le cycle B et C de l'aglycone (Figure 21B), les aglycones de type holostane peuvent étre
subdivises en trois groupes : les aglycones avec le 3B-hydroxyholost-7(8)-éne, 3B-hydroxyholost-
9(11)-éne, et 3B-hydroxyholost-8(9)-ene (Mondol et al., 2017).
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Figure 21: Structure des composants des saponines d’holothuries. A. Structure des différentes
possibilités de glycone monosaccharide. B. L'holostane aglycone portant une 18(20)-lactone
(Bahrami et Franco, 2016).

Les aglycones triterpéniques des holothuries et stéroidiens des étoiles de mer sont
synthétisés du squalene. Chez les étoiles de mer, le squaléne est cyclisé en lanostérol qui céde la
place aux saponines stéroidiennes. Cependant, chez les holothuries, le squaléne est cyclisé en
parkeéol qui est ensuite réarrangé pour former 1’aglycone le plus abondant a savoir 1’holostanol
(Lucinda Cordeiro et Djerassi, 1990 ; Mitu et al., 2017). Ces deux squelettes aglycones difféerent
par la position de la double liaison qui est positionnée entre C8 et C9 dans le lanostérol et entre C9
et C11 dans le parkéol (Watson, 1971).

La partie glycosidique peut contenir jusqu'a six unités de monosaccharides liées de maniére
covalente au C-3 de I'aglycone. Les fragments de sucre sont principalement constitués de D-xylose
(Xyl), D-quinovose (Qui), D-glucose (Glc), 3-O-méthyl-D-glucose (MeGlc), 3-O-méthyl-D-
xylose (MeXyl) et parfois de 3-O-méthyl-D-quinovose (MeQui), acide 3-O-méthyl-D-
glucuronique (MeGIcA) et 6-O-acétyl-D-glucose (AcGlc) (Figure 21B) (Bahrami et Franco,
2016 ; Mondol et al., 2017 ; Kamyab et al., 2020). Dans la chaine glucidique, la premiere unité
de sucre est toujours un Xylose et la deuxiéme, majoritairement, est le quinovose, tandis que le 3-
O-méthyl-D-glucose et/ou le 3-O-méthyl-D-xylose sont toujours les unités monosaccharidiques
terminales. La présence de deux résidus de quinovose dans une chaine glucidique est unique pour

les glycosides d'holothuries et d'étoiles de mer (Mondol et al., 2017). Tous les monosaccharides
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sont présents sous la forme pyranose et les liaisons glycosides ont la configuration 3 (Stonik et
Elyakov, 1988).

Soixante pour cent des glycosides triterpéniques isolés jusqu'a présent des holothuries ont
des groupes sulfate liés aux unités monosaccharidiques de la chaine glucidique. La plupart d'entre
eux sont monosulfatés, mais de nombreux glycosides di- et trisulfatés ont également été isolés
(Mondol et al., 2017).

3. Activités biologiques

Les saponines des holothuries présentent une variété d’activités biologiques notamment les
activités antitumorales, antifongiques, antivirales, hémolytiques, cytotoxiques, améliorant
I'nyperlipidémie, le foie gras, limitant I'accumulation de graisse, régulant la glycémie, prévenant la
goutte, soulageant I'hyperuricémie et favorisant la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse
(Verbist, 1993 ; Zhao et al., 2018). La plupart des activités de ces saponines résultent de leurs
propriétés tensioactives et de leurs interactions avec les membranes cellulaires (Vo et al., 2016).
La nature des chaines latérales et les positions des différents résidus glucidiques, ou compositions
monosaccharidiques, affectent les propriétés fonctionnelles de ce groupe chimique (Kamyab et
al., 2020) et la diversité structurelle des saponines des holothuries est causée par la combinaison
des différentes positions des groupes fonctionnels sur I'aglycone et des groupes hydroxyle sur la
chaine de sucre (Zhao et al., 2018). Le Tableau 3 résume quelques activités biologiques des
saponines reportées chez les holothuries.
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Tableau 3: Activités biologiques remarquables de certaines saponines d'holothuries.

Espéce

Saponines

Activité biologique

Référence

Pearsonothuria graeffei

Mélange de saponines

Améliore I'hyperlipidémie

Hu et al. (2010)

Stichopus chloronotus

Stichloroside C1

Antifongique

Kitagawa et al.
(1981)

Bohadschia marmorata

17-Hydroxy Impatienside A,
Marmoratoside A,
Bivittoside D, Impatienside
A

Antifongique

Yuan et al. (2009)

Apostichopus japonicus

Holotoxins B, A, Al

Antifongique

Yano et al. (2013)

Staurocucumis liouvillei

Liouvilloside A

Virucide

Maier et al. (2001)

Holothuria poli

Holothurinoside

Antisalissure

Mert Ozupek et
Cavas (2017)

Holothuria forskali

Holothurinosides A-D

Antitumorale, antivirale

Rodriguez et
Riguera (1991)

Cucumaria frondosa

Frondoside A

Effet immunomodulateur

Amini et al. (2014)

Cucumaria japonica

Cucumarioside A2-2

Effet immunomodulateur

Amini et al. (2014)

Pentacta
quadrangularis

Philinopside A

Antitumorale

Tong et al. (2005)

Psolus patagonicus

Patagonicoside A

Antitumorale

Careaga et al. (2008)

Holothuria poli

Bivittoside

Cytotoxique

Omran et Khedr
(2015)

Holothuria scabra

Holothurin A3 et A4

Cytotoxique

Dang et al. (2007)

Pearsonothuria graeffei  Desholothurin A, Hémolytique Van Dyck et al.
Holothurinoside C, (2010b)
Holothurinoside J1

Cucumaria japonica Cucumarioside A2-2 Hémolytique Kalinin et al. (1996)

3.1. Propriétés membranolytiques

L’effet toxique et le large spectre des activités biologiques et pharmaceutiques des glycosides

triterpéniques seraient liés a la perturbation dans le maintien de la membrane cellulaire jusqu’a la

lyse (Kalinin et al., 1996). Lorsque les saponines s’intégrent dans la membrane avec leur partie

hydrophobe, ils forment des complexes avec les stérols A® qui par la suite, par les interactions de

leurs résidus saccharidiques orientés extra-membraneux, s'accumulent en plaques (Augustin et al.,

2011). L'interférence sterique de ces fractions saccharidiques provoque une courbure de la

membrane (Figure 22) conduisant ensuite a la formation de pores (Armah et al., 1999 ; Kalinin

et al., 2000) ou des protubérances entrainant une extraction des stérols par vésiculation (Keukens

et al.,, 1995). Les saponines peuvent migrer vers des domaines membranaires enrichis en

sphingolipides/stérols avant la formation de complexes avec les stérols incorpores, ceci peut
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provoquer une courbure membranaire (Lin et Wang, 2010 ; Augustin et al., 2011). En raison de
cette interaction irréversible, la perméabilité sélective des membranes cellulaires est altérée et les
composés cellulaires sont transférés dans la matrice extracellulaire, entrainant finalement la mort
cellulaire (Segal et Schldsser, 1975). Les membranes cellulaires des étoiles de mer et des
holothuries sont résistantes a leurs propres saponines en raison de la présence de stérols A’ et A%,
de stérols A® sulfatés et de B-xylosides de stérols a la place des stérols A® libres (Makarieva et al.,
1993). Néanmoins, I’activité des saponines ne se limite pas a cette action hémolytique (Augustin
et al., 2011), certaines saponines influencent les propriétés de différents types de protéines
membranaires telles que les canaux Ca?* et les pompes sodium potassium (JY Chen et al., 2009)
ou se lient aux récepteurs des glucocorticoides qui sont des hormones stéroidiennes impliquées
dans la régulation du métabolisme, la neurobiologie et 1’apoptose (Yudt et Cidlowski, 2002). La
ressemblance des aglycones de saponines et les stéroides leur permettent d’interagir avec les
récepteurs des hormones glucocorticoides et d’avoir plusieurs activités pharmacologiques telles
que les effets anti-inflammatoires (Giner et al., 2000), neuroprotecteurs (Zhang et al., 2008) ainsi

que I’induction de 1’apoptose (Jia et al., 2004).
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Figure 22: Action des saponines sur la membrane. A. Formation de pores dans la membrane. B.

Vésiculation. C. Perturbation du domaine membranaire (Augustin et al., 2011).

3.2. Propriétés tensioactives

En solution aqueuse, les saponines, et du fait de leur structure amphiphile, ont tendance a

s’accumuler en surface avec la téte hydrophile orientée vers I’eau et la téte hydrophobe a 1’extérieur

jusqu’a atteindre la concentration micellaire critique (CMC), au-dessus, les molécules en exces

s’agrégent pour former un amas appelé micelles (Figure 23) (Rai et al., 2021). Ces propriétés

tensioactives des saponines et leur pouvoir nettoyant de 1’eau en réduisant sa tension superficielle

leur permettent une application dans plusieurs domaines chimiques, pharmaceutiques et

cosmétiques (Sparg et al., 2004 ; Vincken et al., 2007).
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Téte hydrophile —Q
A 3
Queue hydrophobe g

Un monomere tensioactif

CMC

Tension superficielle

Région pré-micellaire
; © Région post-micellaire

Concentration de tensioactif

Figure 23: Illustration schématique de 1’organisation des saponines en solution aqueuse en
fonction de leur concentration. A. A faible concentration de tensioactif, une réduction trés moindre
de la tension superficielle est observée. B. Avec l'augmentation de la concentration de surfactant,
la tension superficielle diminue régulierement jusqu'a ce que la CMC (concentration micellaire
critique) soit atteinte. C. Au-dela de la CMC, plus aucun changement de tension superficielle n'est
observé (Rai et al., 2021).

4. Ro6le dans la chimiotaxonomie

Les glycosides triterpéniques ont des structures assez compliquées et peuvent étre distingués par
de nombreux caracteres indépendants tels que le type et le nombre d'unités monosaccharidiques
dans la chaine glycosidique ; le nombre et les positions des groupes sulfate attachés aux unités
monosaccharidiques ; la position de la double liaison dans le systéeme cyclique de I’aglycone ; le

nombre et la position des doubles liaisons dans la chaine latérale de I'aglycone ; le nombre et la

56



Chapitre 1.2 : Les glycosides triterpéniques (saponines)

position différente des groupes hydroxy, époxy, acétyle et oxo dans l'aglycone ...etc. (Kalinin et
al., 2005).

Les glycosides triterpéniques ont une spécificité taxinomique pour différentes especes et
genres d'holothuries et méme pour des taxons de niveau super-genre (Kalinin et al., 2005 ; Bondoc
et al., 2013). Les profils de saponine different en fonction de I'espéce (Caulier et al., 2011), de la
composante corporelle (Kobayashi et al., 1991 ; Van Dyck et al., 2009, 2010a), du sexe (Decroo
et al., 2017) et de la maturité de I'individu (lyengar et Harvell, 2001), a la fois qualitativement
(différents melanges de saponines) et quantitativement (concentrations relatives différentes)
(Claereboudt et al., 2019). En fonction de I'habitat marin et des réponses défensives des
holothuries, chaque groupe contient son propre mélange de saponines, qui est souvent une signature
chimique unique. Ainsi elles sont considérées comme des marqueurs chimiotaxonomiques et
peuvent donc étre utilisées pour différencier la plupart des holothuries au niveau familial (Kamyab
et al., 2020 ; Malyarenko et al., 2021).

Plusieurs saponines sont spécifiques a différents groupes taxinomiques d'holothuries et les
caractéristiques structurelles des glycosides triterpéniques ont été utilisées pour résoudre quelques
problémes taxinomiques de la classe Holothuroidea (Kalinin et al., 2005). Plusieurs exemples

peuvent étre cités tels que :

- La révision du statut taxinomique de 1’holothurie Bohadschia graeffei suivi de son
isolement dans un nouveau genre établi a savoir Paerosonothuria (Levin et al., 1984) ;

- La séparation taxinomiqgue de deux Stichopodidae du Pacifique Nord Stichopus japonicus
et Stichopus californicus du genre Stichopus et leur placement dans un nouveau genre
Apostichopus (Levin et al., 1986) ;

- Larévision des holothuries appartenant au genre Cucumaria (Avilov et al., 2004) ;

- La reclassification de I'nolothurie néo-zélandaise Stichopus mollis dans le nouveau genre

Australostichopus (Moraes et al., 2004).

5. ROole écologique et biologique

Les saponines ont une fonction écologique importante et complexe, la plus importante étant

probablement la defense (Van Dyck et al., 2011 ; Eeckhaut et al., 2015). Elles sont produites dans
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la peau, les visceres et les « tubes de Cuvier » des holothuries et sont relachées dans le milieu
extérieur quand les individus sont stressés (Maier, 2008 ; Van Dyck et al., 2011). Leurs
concentrations semblent augmenter dans les « tubes de Cuvier » et leur structure peut méme étre
parfois modifiées avant d’étre émise pour les rendre plus hydrophiles et plus membranolytiques,
c’est-a-dire plus toxiques (Bakus, 1973 ; Kalinin et al., 2000 ; Maier, 2008 ; Van Dyck et al.,
2011). Cette localisation des saponines est cohérente avec leur effet cytotoxique sur la plupart des
organismes car ils agissent comme une défense chimique repoussant les prédateurs (Kalinin et al.,
1996).

La plupart des glycosides triterpéniques signalés chez les holothuries ont montré une
cytotoxicité ainsi que des effets antisalissures, antifongiques et antibactériens (Aminin et al., 2015;
Khattab et al., 2018), fournissant aux holothuries une substance chimique efficace et un
mécanisme de défense contre les attaques microbiennes, les organismes salissants et

potentiellement les prédateurs (Khattab et al., 2018).

Les saponines sont toxiques pour les poissons marins et d’eau douce qui sont plus résistants
que les premiers (Yamanouchi, 1955). Elles sont considérées comme les composants actifs de
nombreux poisons de péche traditionnellement utilisés pour empoisonner les poissons (Bakus,
1973 ; Kalinin et al., 1996). En fait, lorsque les poissons sont exposés aux saponines, leur
mouvement operculaire augmente jusqu’a 200% puis chute entre 105% et 133% jusqu’a ce qu’ils
meurent. Les saponines affectent les lamelles secondaires des branchies et provoquent le
décollement de 1’épithélium, 1’cedéme et la formation des pores au niveau des cellules épithéliales
conduisant a leur destruction (Eeckhaut et al., 2015). Contrairement aux autres poissons, les
poissons perles (Carapus acus) sont moins sensibles aux saponines (Parmentier et Vandewalle,
2005 ; Eeckhaut et al., 2015) en raison de leur capacité a produire six a dix fois plus de mucus,

fonctionnant comme une barriére mécanique contre les toxines (Brasseur et al., 2016).

De plus leur role dans la défense, il a été suggéré que les saponines pourraient contribuer a
la digestion (Garneau et al., 1989), a la reproduction notamment la synchronisation du frai (Hamel
et Mercier, 1999) ainsi qu’a la signalisation chimique intra ou interspécifique ou ils sont utilisés
pour dissuader les prédateurs (Van Dyck et al., 2011 ; Caulier et al., 2013 ; Claereboudt et al.,
2023).
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Chapitre 11.1 : Présentation de la zone d’étude et des espéces étudiées
1. Cadre géographique de la mer mediterranee

La mer Méditerranée englobe un certain nombre de caractéristiques physiques, chimiques,
biologiques et socio-économiques qui rendent cette mer unique. C'est un bassin marginal et semi-
fermé (avec environ 2,5 millions de km? hors mer Noire), ou I'évaporation (934-1 176 mm/an)
dépasse les précipitations (331-477 mm/an) et les débits fluviaux (160-180 mm/an) (Lionello et
al., 2012). Cela génére un déficit hydrique qui est compensé par I'afflux d'eau Atlantique dans la
couche de surface a travers le détroit de Gibraltar qui est I’unique connexion avec 1’océan ouvert
avec 12,8 km de largeur et plus de 300 m de profondeur. La sortie d'eau plus dense se produit au

méme point dans les couches plus profondes (Tovar-Sanchez et al., 2020).

La mer Méditerranée est considérée comme une province oligotrophe étant I'une des plus
grandes régions appauvries en nutriments au monde (Siokou-Frangou et al., 2010). Les nutriments
dans I'afflux de surface de I'Atlantique sont consommés le long du chemin vers le bassin oriental
et exportés vers les eaux intermédiaires et profondes (Pasqueron de Fommervault et al., 2015).
Cette faible disponibilité de nutriments inorganiques (principalement du Phosphate, du Nitrate et
de I'Ammoniac dissous) fait que la production primaire offshore dans les Etats membres de la
Méditerranée est l'une des plus faibles observées dans I'océan mondial (Tovar-Sanchez et al.,
2020).

La mer Méditerranée est enrichie en de nombreux éléments-traces métalliques par rapport
aux eaux similaires appauvries en nutriments (Boyle et al., 1985 ; Sarthou et Jeandel, 2001 ;
Bonnet et al., 2013). Bon nombre de ces éléments jouent un r6le important dans les processus

biogéochimiques dans la mer Méditerranée (Tovar-Sanchez et al., 2020).

Cette mer est habitée par un biote trés riche et diversifié. Différents auteurs ont tenté
d'évaluer la santé de I'environnement de la mer Méditerranée en estimant sa richesse en especes
marines (Tovar-Sanchez et al., 2020). La derniere estimation compte plus de 17 000 especes
marines (Coll et al., 2010). Ce chiffre représente 4 a 18 % de la biodiversité marine mondiale avec

28 % des espéces marines considérées comme endémiques au bassin, ainsi, la mer Méditerranée
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est considérée comme un Vvéritable hotspot de biodiversité (Gubbay et al., 2016 ; Mannino et al.,
2017). La Méditerranée occidentale possede la plus grande diversité d'espéces, suivie de la
Méditerranée centrale, de I'Adriatique et de la mer Egée (Mannino et al., 2017). Elle est également
I'nabitat de nombreuses espéces emblématiques menacées, telles que la tortue verte (Chelonia
mydas), la tortue caouanne (Caretta caretta), le phoque moine de Méditerranée (Monachus
monachisa), le thon rouge de I'Atlantique (Thunnus thynnus), le mérou sombre (Epinephelus
marginatus) ou la noble plume (Pinna nobilis) (Tovar-Sanchez et al., 2020).

2. Cadre géographique du bassin algérien

La cote algérienne s'étend de Marsat Ben M'Hidi a 1I’Ouest (Tlemcen) a Cap Roux a I’Est (Annaba)
sur 1 662 km. Elle se présente comme une succession de baies et de golfes plus ou moins ouverts
séparées par un relief tres escarpé (Grimes, 2010 ; Maatallah et Borhane, 2014 ; Dauvin et al.,
2017 ; Belhaouari et Belguermi, 2020).

Le littoral algérien est caractérisé par un plateau continental étroit et couvre une variété
d'habitats différents allant des rivages rocheux (parfois avec de hautes falaises) aux plages de sable
et aux dunes retrouvés dans de nombreuses baies (Bakalem et al., 2020). Le réseau hydrographique
qui alimente le milieu marin en apports terrigénes compte 31 oueds dont les plus importants sont :
Tafna, Cheliff, Mazafran, EI Harrache, Soummam, Sebaou, Isser, ElI Saf Saf et Seybouse (In
Grimes, 2010).

Les eaux peu profondes du bassin algérien sont caractérisées par certains habitats
spécifiques tels que les zones d'herbiers marins y compris les herbiers a Posidonia oceanica et les
formations coralligénes, les deux types ayant une valeur patrimoniale naturelle élevée et une faune
tres diversifiée (Altobelli et al., 2017 ; Bakalem et al., 2020).

Le bassin algérien est subdivisé en trois secteurs caractérisés par des fonds différents

comme suit (Hemida, 2005) ;

-Le secteur Ouest s’étend des frontieres algéro-marocaines a Ténes regroupant les Wilayas
de Tlemcen, Ain Témouchent, Oran, Mostaganem et Chlef. Les fonds de la région de Ghazaouet a

Oran sont parsemés d’accidents topographiques entourés de coraux qui apparaissent de 200 m a
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600 m de profondeur. Pres des iles Habibas, les fonds sont caractérisés par des vases sableuses a
Alcyonium palmatum, des vases profondes, des sables et graviers grossiers et des sables vaseux.
Dans le golf d’Arzew, les fonds rencontrés sont la vase terrigéne cotiére a Alcyonaire (entre 80 et
280 m), la vase jaunatre molle en surface et compacte en profondeur (entre 280 et 450 m) et la vase
jaune fluide (entre 450 et 700 m). A Mostaganem, la région de Stidia a 1’Ouest est une zone
rocheuse interrompue par quelques criques, parfois sableuses avec un herbier & Posidonia oceanica
a partir de 1,5 m de profondeur (Belbachir, 2018). Plus a I’Est, les fonds sont caractérisés par le

sable fin et des argiles entre 0 et 60 m (Benzait, 2020) ;

-Le secteur Centre s’étend de Ténes a Dellys incluant les Wilayas de Tipaza, Alger et
Boumerdés. Dans la baie de Bou-Ismail et la région Est d’Alger, les fonds retrouvés sont la vase
collante terrigéne (entre 200 et 400m), la vase plus ou moins argileuse (entre 350 et 500 m) et la

vase a Isidella a partir de 500 m. Quant a la zone de Dellys, les fonds sont plutdt rocheux.

-Le secteur Est s’étend de Dellys a la frontiére algéro-tunisienne et regroupe les Wilayas de
Tizi Ouzou, Béjaia, Jijel, Skikda, Annaba et EI Taref. Les baie de Skikda et Béjaia présentent des
fonds a vase profonde sableuse (entre 300 et 400 m) puis des fonds a Isidella (entre 400 et 700 m).
A Annaba, les fonds sont a vase détritique (entre 160 et 300 m) puis & vase profonde & Isidella
(entre 300 et 450 m).

La circulation des courants marins le long des cOtes algériennes est principalement
influencée par les eaux de surface de I'Atlantique Nord qui se jettent dans la mer Méditerranée par
le détroit de Gibraltar. Dans le bassin occidental de la mer Méditerranée, I'afflux des eaux de
I'Atlantique est d'abord dirigé vers le Nord-Est en raison de I'orientation du détroit de Gibraltar,
puis forme généralement un tourbillon antihoraire a I'Est de la mer d'Alboran entre I'Espagne et le
Maroc (Robinson et al., 2001 ; El-Geziry et Bryden, 2010). Le courant d'eau Atlantique
développe généralement des méandres dés 0-1° E, créant un upwelling et deux autres gyres dans
le sens des aiguilles d'une montre, d'un rayon d'environ 100 km, se forment devant les cOtes
algériennes (Ruiz et al., 2002). Au fur et a mesure qu'elles progressent vers I'Est, les eaux de
I'Atlantique se mélangent progressivement aux eaux de la Méditerranée, qui ont un niveau de
salinité plus élevé (Dauvin et al., 2013). Le courant Algérien devient également plus instable a
mesure que les eaux de I'Atlantique progressent vers l'est, créant des gyres cycloniques et

anticycloniques (Millot, 1999).
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L'eau de I'Atlantique entrant a Gibraltar dans la couche de surface, apres avoir voyageé dans le
sous-bassin levantin le plus a I'est, est transformée en I'une des masses d'eau de mer les plus salée
par les flux de chaleur et d'humidité air-mer. Cette eau relativement salée, qui traverse toute la mer
Méditerranée dans le sens inverse des eaux de surface de I'Atlantique, sort finalement du détroit de

Gibraltar a mi-profondeur (Hassoun et al., 2015).

3. Les stations étudiées

Les echantillons étudiés dans la présente thése proviennent de 27 stations situées le long de la céte
algérienne entre 35°11,392' N et 37°05,766°N et 02°05,491°0 et 08° 18,627 E réparties sur les
trois secteurs comme suit (Figure 24 ; Tableau 4) ;

-13 stations dans le secteur Ouest réparties sur les Wilayas de Tlemcen, Ain Timouchent,
Oran et Mostaganem ;

-5 stations dans le secteur Centre réparties sur les Wilayas de Tipaza, Alger et Boumerdes ;

-9 stations dans le secteur Est réparties sur les Wilayas de les Wilayas de Béjaia, Jijel,
Skikda, Annaba et El Taref.

A T’exception de la station de Stidia a Mostaganem qui est situé¢ a 4 m de profondeur,

I’ensemble des stations se situent entre 36 et 532 m de profondeur.
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Tableau 4: Caractéristiques des stations étudiées (P = Profondeur).

Methode Stations Coordonnées P (m) Secteur
d'échantillonnage géographiques
Campagne El Kala (1) 37°01,808'N, 8° 18,627' E 85 Est
océanographie Annaba (2) 37°00,715'N, 7°59,982'E 97
Annaba (3) 37°04,127' N, 7° 52,547 E 180
Skikda (4) 37°00,272'N, 7° 03,249'E 148
Skikda (5) 36°59,679'N, 7°06,926'E 110
Skikda (6) 37°05,766' N, 6°56,790'E 532
Skikda (7) 37°01,114'N, 6°51,236'E 254
Ziama (8) 36°43,998' N, 5°28,031'E 138
Béjaia (9) 36°40,992' N, 5° 18,612' E 79
Boumerdes (10) 36°49,377'N,3°25259'E 171 Centre
Ain Bénian (11) 36°48,756' N, 2° 48,164'E 157
Bou-Ismail (12) 36° 45,266' N, 2° 41,519'E 159
Bou-Ismail (13) 36°45,854' N, 2° 38,281'E 318
Mostaganem (14) 36° 05,077' N, 0° 00,490' E 225 Ouest
Mostaganem (15) 36°02,611'N, 0°01,823' 0 117
Mostaganem (16) 35°59,109'N, 0° 01,089' E 68
Arzew (17) 35°55,443'N, 0° 16,166'0 77
Bouzedjar (18) 35°38,068' N, 1° 08,766' O 96
Béni-Saf (19) 35°20,186' N, 1° 21,456' O 36
Béni-Saf (20) 35°25,160' N, 1°29,428' 0 125
Ghazaouet (21) 35°12,066' N, 1°55,639'0 118
Ghazaouet (22) 35°11,392'N, 2°05,491'0 113
Prises accessoires Cherchell (23) 36°41,611'N, 2° 14,045 E - Centre
des chalutiers Bahara Mostaganem  36° 27,978'N,0°38431'E 73 Ouest
professionnels et (24)
des petits métiers Kharrouba 2 36°12,199'N,0° 18,507 E 60
Mostaganem (25)
Kharrouba 1 36° 00,354 N, 0° 03,314' E 48
Mostaganem (26)
Plongée en apneée Stidia Mostaganem  35° 50,061' N, 0° 00,830" O 4

(27)
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Figure 24: Stations d’échantillonnage de Parastichopus regalis, Holothuria arguinensis et Holothuria algeriensis (voir le Tableau 4
pour les détails des stations). Stations en noir = campagne océanographique, stations en rouge = prises accessoires des chalutiers
professionnels et petits métiers, Station en vert = Plongée en apnée. A. Secteur Ouest, B. Secteur Centre, C. Secteur Est
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4. Les especes d’holothuries étudiées
4.1. Parastichopus regalis (Cuvier, 1817)

La famille des Stichopodidae comprend un assemblage diversifié d'espéces d'holothuries, dont la
plupart se trouvent dans I'Indo-Pacifique (Byrne et al., 2010). Elle est représentée en Méditerranée
par seulement deux espéces du genre Parastichopus. Ce dernier est limité a I'océan Atlantique Nord
et differe du genre Stichopus qui est caractéristique des régions tropicales et subtropicales par

I’absence de sclérites de type bouton (Byrne et al., 2010).

Parastichopus regalis appelé communément « holothurie royale » est la seule espece
signalée jusqu’a présent sur les cOtes algériennes, elle est retrouvée entre 5 et 800 m de profondeur
(Clark, 1922 ; Tortonese, 1965 ; Mercier et Hamel, 2013 ; Ramon et al., 2019) sur des fonds
marins composes principalement de sable, de limon et d'argile (Ramon et al., 2019).

Parastichopus regalis est caractérisée par un corps jaune brunatre plus ou moins aplati sur
la face ventrale, convexe sur la face dorsale et peut atteindre jusqu’a 30 cm de long avec une largeur
moyenne de 6 a 7 cm. Les bords de son corps sont garnis de grosses papilles et sa bouche est
ventrale. Les sclérites de cette espece sont constitués principalement de tables, des plaques
perforées et des batonnets (Voir les Figure 39 et Figure 42 dans le chapitre résultats et discussion)
(Koehler, 1921).

Comme la plupart des Synallactida, Parastichopus regalis est un déposivore qui ingére des
sédiments fins dont la taille varie de 0,103 pm a 1 mm (Ramon et al., 2019). Cette espéce est
présente dans I'Atlantique Est [de I'Angola (Cherbonnier, 1965) a I'lrlande du Nord, en passant
par les lles Canaries (Hernandez et al., 2013), les Acores (Madeira et al., 2019), Madere (Augier,
1985) et le Portugal (Santos et al., 2015)], I'Atlantique Ouest [Antilles occidentales et golfe du
Mexique (Ramén et al., 2010)] et la mer Méditerranée ou elle a été signalée dans plusieurs régions
[mer d'Alboran, dont I'Espagne et I'Ouest algérien (Abad et al., 2007 ; Ramon et al., 2010 ;
Gonzalez-Wanguemert et al., 2014a ; Maggi et Gonzalez Wanguemert, 2015 ; Galimany et
al., 2018 ; Benzait et al., 2020), la mer lonienne (Tursi et al., 2004), Malte (Leonard et al., 2020),
la mer de Marmara (Aydin, 2008) et la mer Egée (Aydin, 2018)].
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En Méditerranée, quelques études ont été consacrées a 1’espéce P. regalis, Il s'agit
notamment des études sur sa distribution et sa pécherie (Ramon et al., 2010), son endosymbionte
Carapus acus (Gonzélez-Wanguemert et al., 2014a), la différenciation génétique entre ses
populations (Maggi et Gonzalez-Wanguemert, 2015), son systeme immunitaire en réponse a
différentes températures pour son implication dans I'aquaculture (Galimany et al., 2018) et certains

aspects qualitatifs de son comportement alimentaire (Elakkermi et al., 2021).

Sur les cotes italiennes, quoique cette espéce ne soit pas exploitée et considérée comme
prises accessoires des pécheurs professionnels, les chercheurs ont remarqué une diminution
significative de son abondance ce qui les a menés a étudier la relation entre cette derniere et les
facteurs environnementaux. Les résultats ont montré qu’en réalité, la distribution de cette espece a
changé avec le temps avec un léger approfondissement et une raréfaction de la distribution spatiale,
de plus, des corrélations positives ont été observées entre cette diminution et 1) le pH dans les eaux
de surface pendant la phase de dispersion des larves et 2) la concentration en nutriments au fond
suggérant que cette espéce est sensible aux changements environnementaux et la disponibilité de

la nourriture (Scannella et al., 2022).

D'un point de vue économique, P. regalis présente un grand intérét commercial, ses bandes
musculaires longitudinales appelées « espardenya » ou « llongo » en Espagne, sont trés appréciées
des consommateurs locaux et des touristes asiatiques (Ramén et al., 2010). En Catalogne, aux
Baléares et a Valence, seules les bandes musculaires longitudinales sont vendues, contrairement a
Galice ou ils vendent les animaux entiers (Gonezlez-Wanguemert et al., 2018a). D'un point de
vue pharmaceutique et nutritionnel, il a été montré que I'extrait de la paroi du corps de P. regalis
présente une activité antimicrobienne, antifongique et antitumorale (Santos et al., 2015) ainsi
qu'une nutrition équilibrée adaptée a la consommation humaine en raison de son pourcentage

important d'acides gras polyinsaturés (Santos et al., 2015 ; Roggatz et al., 2018).

4.2. Holothuria (Holothuria) algeriensis Mezali, Thandar et Khodja, 2021

L’espéce Holothuria algeriensis, anciennement appelé Holothuria tubulosa « B » dans les travaux
de Mezali (2008, 2011) et Mezali et Francour (2012) a récemment été séparée de Holothuria

tubulosa classique déja décrite par Kohler (1921) et nommée depuis plusieurs années Holothuria
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tubulosa « A » (Mezali, 2008 ; 2011 ; Mezali et Francour, 2012) suite a une révision taxinomique
des especes du genre Holothuria présentes sur les cotes algériennes (Mezali et al., 2021b). Cette
espéce est souvent retrouvée avec Holothuria tubulosa qui fréquente des biotopes sableux, vaseux
et herbier a Posidonia oceanica entre 0 et 40 m de profondeur (Koehler, 1921). Elle a été signalée
dans la région Centre et Ouest algérienne (Mezali, 1998 ; Mezali et al., 2021b) mais son aire de
répartition est probablement plus répandue en méditerranée due a sa confusion avec d’autres

espéces voisines (ie : Holothuria mammata) (Mezali, comm. pers.).

Holothuria algeriensis présente un corps convexe sur la partie dorsale et aplatie sur la face
ventrale, la bouche est ventrale et les pédicelles sont irréguliérement répartis sur la face ventrale.
Les verrucosités coniques de la face dorsale sont trés petites et peuvent faire défaut. Le corps
présente une couleur marron acajou a marron bitume, la face ventrale est beaucoup plus claire que
la face dorsale et la démarcation entre les deux est tres claire. Les sclérites qui caractérisent cette
espéce sont les boutons avec des perforations larges et ovales, des tables, des plaques terminales,
des plaques perforées et des batonnets (Mezali, 2008 ; Mezali et al., 2021b) (Voir la Figure 45

dans le chapitre résultats et discussion).

4.3. Holothuria (Roweothuria) arguinensis Koehler et Vaney, 1906

Holothuria arguinensis, c’est une espéce qui a 1’origine est présente dans I'Atlantique Nord-Est
répartie du Portugal au Maroc et a la Mauritanie, y compris les lles Canaries, cependant, sa
répartition géographique a évolué et I’espece s’est introduite en Méditerranée ou elle a été signalée
sur les coOtes espagnoles (Gonzalez-WanglUemert et Borrero-Pérez, 2012) et algérienne (Mezali
et Thandar, 2014). Elle est associée aux zones sableuses, rocheuses et aux herbiers marins entre
0 et 50 m de profondeur (Gonzélez-Wanguemert et Borrero-Pérez, 2012 ; Navarro, 2012 ;
Rodrigues et al., 2015).

Le corps de H. arguinensis est semi-cylindrique, la face dorsale arquée est de couleur brune
foncée tandis que la face ventrale est aplatie de couleur brune claire. La face dorsale présente
plusieurs protubérances généralement organisées en deux rangés et les deux faces dorsale et
ventrale sont séparées par plusieurs protubérances arquées. Cette espece présente des sclérites sous

forme de tables, boutons sous forme de « 8 », plaques perforées, plaques terminales et batonnet
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(Gonzalez-Wanguemert et Borrero-Pérez, 2012 ; Mezali et Thandar, 2014 ; Mezali et al.,

2021b) (Voir la Figure 46 dans le chapitre résultats et discussion).

Bien qu’elle soit une espéce introduite en méditerranée, H. arguinensis ne concurrence pas
certaines holothuries indigénes méditerranéennes (H. tubulosa, H. poli, H. forskali et H. sanctori),
car elle consomme des ressources alimentaires qui sont rarement utilisées par ces derniéres
(Belbachir et Mezali, 2020b). La qualité nutritionnelle équilibrée adaptée a la consommation
humaine et les fortes densités de ses populations la rend vulnérable a la surexploitation (Bruckner
et al., 2003 ; Roggatz et al., 2015 ; Siegenthaler et al., 2015 ; Mecheta et al., 2020). En fait, elle
a atteint une valeur économique élevée ces dernieres années, faisant I'objet d'une récolte intensive
et illégale sur les cotes de I'Algarve et de I'Andalousie (Gonzalez-Wanguiemert et al., 2018a). Sa
péche illégale a également été observée sur les cotes algériennes (Mezali et Slimane-Tamacha,
2020) et les signes de sa surexploitation commencent a s’observer. Pour tenter de combler la
demande des pays asiatiques avec moins d’impact sur les populations sauvages, les chercheurs
tentent d’améliorer son aquaculture vue son potentiel aquacole élevé et son adaptation a
I’aquaculture monospécifique et multitrophique intégrée (Dominguez-Godino et al., 2015 ;

Siegenthaler et al., 2015 : Dominguez-Godino et Gonzalez-Wangutiemert, 2019).

5. Stratégie d’échantillonnage

L’échantillonnage des especes étudiées a été réalisé le long de la cote algérienne dans les stations
citées précédemment en utilisant trois méthodes a savoir ; la campagne océanographique démersale
ALDEM-2019 ; les prises accessoires des chalutiers professionnels et petits métiers et la plongée

en apnée.

5.1. Campagne océanographique démersale ALDEM-2019

Cette méthode consiste & I’embarquement et a la participation a la campagne océanographique du
Cendre National de la Recherche et de Développement de la Péche et de 1I’Aquaculture en
collaboration avec la Faculté de Sciences de la Nature et de la Vie de I'université Abdelhamid Ibn

Badis de Mostaganem (https://www.youtube.com/watch?v=-Ns7LkPi4WQ). Cette campagne qui
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rentre dans le programme MEDITS a été réalisé au bord du navire océanographique « Grine
Belkacem » en utilisant 1’engin de péche GOC73 grée aux panneaux morgére de fond. Elle s’est
déroulée entre le 13 juin et le 16 Juillet 2019 de la frontiére Est a la frontiere Ouest algérienne.
L’objectif lors de cette campagne était de récupérer 1’ensembles des holothuries ciblées par la
présente étude qui sont remontés par le chalut de fond, de les traiter et de les conserver pour la suite
des études. Une fois remonté sur le bateau, les holothuries ont été gardées dans des bacs remplis
d’eau de mer le temps de les photographier (face dorsale et ventrale) et de le conserver. Durant la
premiére partie de la campagne qui s’est déroulée dans les secteurs Centre et Est, les échantillons
d’holothuries ont été coupés en petits morceaux et conservés dans le méthanol tandis que les
échantillons de la deuxiéme partie qui s’est déroulée dans le secteur Ouest, les individus ont été
conserveés entiers dans 1’éthanol tout en injectant ce dernier dans leur cavité ceelomique pour une
meilleure conservation. La conservation des échantillons dans le méthanol a été préconisée durant
la premiére partie de la campagne étant donné que I’objectif principal de I’étude était la
caractérisation des saponines et leur extraction se fait dans le méthanol, cependant, il s’est avéré
que la lyophilisation permettait un meilleur résultat, raisons pour laquelle ces échantillons n’ont

pas été utilisés a cet effet.

Figure 25: Parastichopus regalis (fleche blanche) et Holothuria arguinensis (fleche noire) comme
prise accessoire dans le chalut du « Grine Belkacem ».
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5.2. Prises accessoires des chalutiers professionnels et petits métiers

Cette méthode indirecte repose sur la récupération des échantillons d’holothuries qui sont
considérés par les pécheurs des chalutiers et petits métiers comme des prises accessoires et sont
d’habitude rejetées en mer étant donné qu’ils ne sont pas commercialisés. Entre Janvier 2020 et
Juin 2021 nous avons demandé aux pécheurs a travers des contacts directs ou via des intermédiaires
de nous conserver les especes cibles apres leur avoir montré les photos avec une description. Par
la suite, les échantillons ont été récupérés soit immédiatement dans des bacs remplis d’eau de mer

soit congelés et ont été conservés pour la suite des études.

5.3. Plongée en apnée

L’échantillonnage par plongée en apnée est une méthode directe qui permet de sélectionner les
especes cibles avant de les prélever, elle est ainsi non destructive. Les échantillons qui ont été
collectés par plongée en apnée en Janvier 2020 proviennent de la région de Stidia a 4 m de
profondeur. Les spécimens vivants ont été transportés par la suite dans des bacs remplis d’eau de

mer au laboratoire LPVRMLSM ou ils ont été traités et conservés.

6. Echantillonnage

Au total, 104 individus de P. regalis ont été échantillonnées dans 26 stations entre 48 et 532 m dont
65 durant la campagne océanographique et 39 par les chalutiers professionnels et les petits métiers

principalement de la région de Mostaganem et Cherchell (Tableau 5 ; Figure 24).
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Tableau 5: Stations d’échantillonnage de Parastichopus regalis (P = Profondeur).

Stations P (m) Effectif Stations P (m) Effectif
El Kala (1) 85 2 Mostaganem (14) 225 13
Annaba (2) 97 1 Mostaganem (15) 117

Annaba (3) 180 1 Mostaganem (16) 68 3
Skikda (4) 148 2 Arzew (17) 77 12
Skikda (5) 110 1 Bouzedjar (18) 96 7
Skikda (6) 532 1 Béni-Saf (19) 36 1
Skikda (7) 254 1 Béni-Saf (20) 125 1
Ziama (8) 138 1 Ghazaouet (21) 118 1
Béjaia (9) 79 1 Ghazaouet (22) 113 2
Boumerdes (10) 171 2 Cherchell (23) - 12
Ain Bénian (11) 157 4 Bahara Mostaganem (24) 73 24
Bou-Ismail (12) 159 2 Kharrouba 2 Mostaganem (25) 60
Bou-Ismail (13) 318 1 Kharrouba 1 Mostaganem (26) 48 2

En ce qui concerne H. algeriensis, trois échantillons ont été récupérés des pécheurs

professionnels de la région de Stidia Mostaganem (27) (Tableau 4 ; Figure 24).

Quant a H. arguinensis, cing individus ont été échantillonnées dont un provient de la station
de Béni-Saf (19) a 36 m de profondeur récupéré lors de la campagne océanographique et quatre
individus ont été collectés dans la station de Stidia Mostaganem (27) par plongée en apnée
(Tableau 4 ; Figure 24).

7. Traitement et conservation des échantillons

Le traitement et la conservation des échantillons différent selon la méthode d’échantillonnage et
I’¢tude a laquelle ils vont servir par la suite. L’étude de la systématique nécessite des individus
frais ou conservés dans I’éthanol tandis que pour 1’étude de la biochimie, les individus doivent étre

congelés puis lyophilisés. L’étude des traits de vie prend en considération I’ensemble des individus.

Les specimens recoltés ont été gardés dans des bacs remplis d’eau de mer (s’ils sont
vivants), photographiés (faces dorsale et ventrale) a I'aide d'un appareil photo Canon EOS 1200D,
puis soit 1) conservés dans des bocaux en verre étiquetés remplis d’éthanol (96 %) tout en injectant

I’alcool dans leurs cavités ceelomique a 1’aide d’une seringue soit 2) congelés. Les mensurations
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(longueur et largeur contractée) a 1’aide d’un ruban métre (£0,1 cm) et les pesés (poids total) a
I’aide d’une balance (+0,001 g) ont été réalisés au laboratoire LPVRMLSM.

7.1. Lyophilisation des échantillons

L’objectif de cette opération est d’éliminer I’eau contenue dans 1’échantillon biologique par le
phénomene de la sublimation sans altérer les autres composants chimiques sensibles a la haute
température telles que les lipides et les saponines. Deux lots d’holothuries dédiés a 1’étude
biochimique ont été lyophilisés séparément. Six (06) individus de P. regalis et cing (05) de H.
arguinensis ont été lyophilisés au laboratoire de Biologie des Organismes Marins et Biomimétisme
avec le lyophilisateur Christ Alpha 1-2. Les individus ont été conservés a -80 °C pendant au moins
12 h avant de procéder a la lyophilisation a -60 °C pendant 72 h (Figure 26A). Le deuxieme lot est
composé de cing (05) individus de P. regalis et trois (03) individus de H. algeriensis et a été
Iyophilisé au laboratoire pédagogique de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
(Université de Mostaganem) avec le lyophilisateur Christ Alpha 2-4 LD plus a -84°C pendant 52h
(Figure 26B et Figure 26C). Par la suite, chaque individu a été conservé dans un sac en plastique

dans un endroit sec.

Figure 26: A. Lyophilisation des échantillons de Parastichopus regalis et Holothuria arguinensis
au laboratoire de biologie des organismes marins et biomimétisme. B. Un individu de P. regalis

lyophilisé. C. Un individu de H. algeriensis lyophilisé.
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Chapitre 11.2 : Les espéces d’holothuries étudiées

Dans ce chapitre, la systématique de Parastichopus regalis est étudiée en détail sur le plan
morphologique, endosquelettique et morphométrique dans le but de déterminer s’il existe des
différences entre les deux morphotypes observés (tacheté et non tacheté). Quant a la systématique
de H. algeriensis et H. arguinensis, elle est abordée dans le but de confirmer I’identification des
especes par les caractéres morphologiques et endosquelettiques sans pour autant les dissequer afin

de les préserver entier pour la caractérisation des saponines.

1. Parastichopus regalis

Lors de I’échantillonnage de Parastichopus regalis, nous avons observé la présence de deux
morphotypes, I’un pourvu de taches sombres au niveau de la face dorsale et 1’autre dépourvue de
celles-ci. L’objectif de cette étude est d’abord de décrire en détail I’espéce P. regalis ensuite de
déterminer s’il existe des différences les deux morphotypes observés sur le plan morphologique et
endosquelettique. Pour cela, 12 individus ont été sélectionnés et étudiés dont six tacheté et six non
tacheté et cela, en se basant sur les travaux taxonomiques de Selenka (1867), Théel (1886),
Marenzeller (1893), Koehler (1921), Clark (1922), Mortensen (1927), Deichmann (1940) et
Cattaneo (1981).

1.1. Etude morphologique

L’étude morphologique des deux morphotypes comprend une description morphologique externe
et interne. Les caractéres externes incluent la longueur et la largeur contractée ; le poids ; la forme
et I’épaisseur du tégument des faces dorsales et ventrales ; la couleur ; la position de la bouche, de
I’anus et des pédicelles ainsi que le nombre des tentacules. Par la suite, a I’aide d’un scalpel, chaque
individu a été disséqué pour étudier les caractéres anatomiques qui comprennent la longueur des
ampoules tentaculaire, de la vésicule de Poli et du canal de pierre, la forme de la madréporite, la
présence ou I’absence des « tubes de Cuvier », le type d’extrémité des muscles longitudinaux, leur

¢épaisseur et la forme et le diameétre de 1’anneau calcaire. La dissection des holothuries a été faite
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par une incision longitudinale le long du sillon de la face ventrale de 1’individu et va de part et
d’autre du complexe aqua-pharyngien et la partie postérieure pour éviter de les abimer (Figure 27),
les individus ont été ouverts dans des bacs remplis d’eau pour faciliter 1’apparition des différents

organes (Figure 6). Les différentes mensurations excepté la longueur ont été effectuées avec un

pied a coulisse (£0,01 mm).

Figure 27: A. Incision réalisée sur les individus de Parastichopus regalis. B. Observations des
caractéres anatomiques de P. regalis.

1.2. Etude endosquelettique

Les sclerites ont été extrait selon la méthode de Samyn et al. (2006) résumé dans la Figure 28.
Des fragments de tissus de la face dorsale, de la face ventrale, des tentacules, des papilles, des
pédicelles, de la région anale et du cloaque ont été prélevés dans des tubes de 5 ml, quelques gouttes
d’eau de javel commerciale pure ont été ajoutés a 1’aide d’une pipette pour dissoudre les tissus
organiques pendant environ 10 minutes (ou plus selon la taille du tissu et la force de 1’eau de javel).
Une fois le tissu décomposé, 1’eau de Javel a été éliminée avec une pipette et les sclérites ont été

ensuite rincés avec 1’eau distillée plusieurs fois puis gardée dans une petite quantité de ce dernier.

Pour observer les sclérites, une goutte de la préparation des sclérites a été déposée sur une
lame couverte d’une lamelle et observée au microscope optique Optika a caméra intégrée aux
grossissements X4, X10 pour une vue générale, puis X40 pour le détail des sclérites. Ces derniers
ont été photographiés avec le logiciel Optika View Lite puis les images ont été traités avec Adobe
Photoshop 7.0.
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D’autre part, pour observer la disposition des sclérites dans le tégument, un morceau de ce
dernier incluant la face dorsale et ventrale de I’individu a été congelé puis, découpé en fines
lamelles et déposé sur une lame. Quelques gouttes de Xylene ont été ajoutées au tégument coupé
puis I’ensemble a été couvert de lamelle. Le xylene a pour objectif de rendre les tissus transparents
(clarification) permettant ainsi I’observation des sclérites. L’ensemble a ét¢ gardé dans 1’obscurité

pendant plusieurs jours puis observés sous microscope optique.
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Figure 28: Les différentes étapes de I’extraction et la préparation des sclérites. A. Prélévement des
tissus des différentes parties du corps. B. Ajout de I’eau de Javel commercial pure. C. Plusieurs
rincages des sclérites a I’ecau distillée. D. Prélévement d’une goutte pour 1’observation. E.

Observation microscopique.

1.3. Etude morphométrique

Une étude morphométrique a été appliquée sur la forme la plus abondante de sclérite dans le derme
de P. regalis a savoir les tables et ce, en prenant en considération deux mensurations qui sont le
diametre de la surface des disques (Figure 29). Pour chaque individu tacheté et non tacheté, 10
tables ont ét¢ mesurées (diamétre et surface) soit 120 au total a ’aide du logiciel ImageJ avec une

précision de 0,001 pm.

Les différences entre les échantillons ont été vérifiées avec le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis H car les données se sont révélées non paramétriques apres avoir testé la normalité

et I'nomogénéité de la variance par le test de Shapiro-Wilk et le test de Levene, respectivement.
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Lorsque des differences sont significatives, un test post-hoc de comparaison multiple de
Dunn a été effectue pour identifier la source des différences. Les résultats des tests statistiques ont
été considérés comme significatifs, lorsque p < 0,05. Les analyses ont été effectuées sous le logiciel
R.

Figure 29: Mensurations effectuées sur les structures endosquelettiques (tables) de Parastichopus

regalis. Rouge = Superficie, Bleu = Diametre.

2. Holothuria algeriensis et Holothuria arguinensis

L’identification des espéces Holothuria algeriensis et H. arguinensis a été faite sur la base d’une
comparaison morphologique et endosquelettique avec les travaux taxinomiques de Gonzalez-
Wanguemert et Borrero-Pérez (2012), Mezali et Thandar (2014) et Mezali et al. (2021b). Dans
un premier temps, les individus ont été décrit par la couleur du corps, la position de la bouche, de
I’anus et des protubérances ainsi que le nombre des tentacules. Par la suite, les sclérites ont été
extraits des morceaux de tissu de la face dorsale et ventrale des individus selon le protocole de
Samyn et al. (2006) décrit ci-dessus pour I’espéce P. regalis afin de déterminer et comparer les

formes caractéristiques de chaque espéce.
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Chapitre 11.3 : Biométrie des espéces d’holothuries étudiées

Dans ce chapitre, nous allons aborder uniquement la biométrie de Parastichopus regalis en étudiant
la structure de sa population et sa croissance relative. Ces aspects n’ont pas été abordés pour les

espéces Holothuria algeriensis et H. arguinensis a cause de leur effectif tres faible.
1. Croissance relative

1.1. Relation biométrique

La longueur (L) et la largeur (1) des individus sont reliées par une relation linéaire (y=b x + a). La
courbe de tendance linéaire permettra de déterminer les coefficients « b » qui est le coefficient de
régression et le « a» qui est I’ordonnée a ’origine. Le test t de Student a été utilisé pour tester
I’isométrie ou la valeur de « b » observée a été comparée a une valeur théorique qui est égale a 1.

Trois cas se présentent :

a) b<l, c’est-a-dire qu’il y a une allométrie minorante et la longueur croit moins rapidement
que la largeur ;

b) b=I, c’est-a-dire qu’il y a une isométrie et la longueur et la largeur sont proportionnelles ;

C) b>1, c’est-a-dire qu’il y a une allométrie majorante et la longueur croit plus vite que la

largeur.

1.2. Relation taille-poids

Pour éviter tout écart par rapport aux mesures précises des holothuries en raison de 1’élasticité de
la paroi du corps, nous avons utilisé la méthode décrite par Yamana et Hamano (2006) pour
obtenir une taille plus précise. Cette méthode consiste a combiner la longueur et la largeur pour

produire I’indice SLW qui est la racine carrée de la longueur multipliée par la largeur

(SLW=,/Longueur X Largeur). Par la suite, la longueur du corps recalculée (Le) a été estimée en
utilisant la régression entre L vs SLW selon 1’équation suivante : Le = b SLW + a (Yamana et
Hamano, 2006 ; Poot-Salazar et al., 2014 ; Siddique et Ayub, 2018 ; Haddi et al., 2021).

La relation taille-poids a été estimée a 1’aide de 1’équation Y= aXP oll « a » et « b » sont des
p q

coefficients, X est la longueur (L ou L¢) et Y est le poids. La courbe de tendance de type puissance
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a permis de déterminer les coefficients « a » et « b ». Le test t de Student a été utilisé pour confirmer
si les valeurs b obtenues sont significativement différentes des valeurs isométriques (b = 3). Trois
cas se présentent (Pauly, 1983) :

a) b<3, c’est-a-dire qu’il y a une allométrie minorante et le poids croit moins rapidement que
la longueur ;

b) b=3, ¢’est-a-dire qu’il y a une isométrie et le poids et la longueur sont proportionnelles ;
c) b>3, c’est-a-dire qu’il y a une allométric majorante et le poids croit plus vite que la
longueur.
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Sur les trois espéces échantillonnées, nous avons trouvé le poisson Carapus acus associé
uniquement a I’holothurie royale Parastichopus regalis qui est considérée comme son hote préféré.
L’objectif de ce chapitre est de décrire ce poisson et de comparer nos spécimens a ceux reportes

dans la bibliographie dans d’autre région et ce, sur la base des mesures morphométriques.

1. Mensurations morphométriques de I’endosymbiote

Le poisson Carapus acus est souvent associé aux holothuries et a une préférence envers
I’holothurie royale P. regalis. Lors de 1’échantillonnage de Parastichopus regalis, sept individus
de C. acus ont été trouvés associés a P. regalis soit a I’intérieur de leur cavité ceelomique (trois
individus) ou flottant dans les bacs d’eau de mer ou les spécimens ont été¢ mis avant la conservation.

Les individus de poissons ont été conservés dans 1’éthanol (96%).

Les spécimens collectés ont été pesés et mesurés. Huit mesures morphométriques ont été
prises en considération (Figure 30) a savoir ; la longueur totale (LT), la hauteur du corps (HC), la
longueur de la téte (LT), le diametre des yeux (DY), la longueur pré-orbitaire (LPo), la longueur
pré-pectorale (LPp), la longueur pré-dorsale (LPd) et la longueur pré-anale (LPa). Ces
mensurations ont été choisies selon les travaux de Enajjar et Bradai (2016) et EI Aamri et

Tamsouri (2018) qui ont travaillé sur la méme espéce de la cOte tunisienne et marocaine

respectivement et ce dans le but de comparer nos résultats aux siens.

Figure 30: Mensurations effectuées sur les individus de Carapus acus.
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Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser dans un premier temps a la composition
approximative du tégument de Parastichopus regalis et sa digestibilité par la pepsine. Ces analyses
ont déja été réalisées par Mecheta et Mezali (2019) et Mecheta et al. (2020) sur I’espéce
Holothuria arguinensis. Quant a H. algeriensis, nous ne 1’avons pas abordé ici étant donné que sa
séparation de I’espece Holothuria tubulosa n’était pas encore faite au moment de la réalisation des
expérimentations de cette partie de la these. La deuxiéme partie de ce chapitre est consacree a la
caractérisation des glycosides triterpéniques des trois especes d’holothuries étudiées étant donné

que le profil des saponines n’est connu pour aucune d’entre elles.
1. Composition approximative du tégument
1.1. Taux d’humidité

Afin d’estimer le taux d’humidité du tégument de P. regalis, cing (05) individus ont été pesés
(poids humide), congelés, lyophilisés et repesés (poids sec). La lyophilisation a été choisie par
rapport au séchage pour éviter d’altérer la composition biochimique des téguments par la
température. La formule suivante a été utilisée pour calculer le taux d’humidité et le résultat a été

exprime en pourcentage en faisant la moyenne des échantillons traités.

__ Poids humide - Poids sec

Taux d’humidité (%) = =SS X 100

1.2. Taux de lipide

L'extraction des lipides du tégument de P. regalis a éteé réalisée selon la méthode de Folch et al.
(1957) modifié par Low et Ng (1987) sur deux individus. La méthode consiste a dissoudre 1 g de
tégument lyophilisé dans 120 ml de la solution Folch qui est constitué d'un mélange de
chloroforme/méthanol dans les proportions 2 : 1 (v/v). Le mélange a été homogénéisé pendant 2 h
puis filtré sur papier filtre Whatman n° 1, par la suite, 30 ml (v/4) de NaCl a 0,73 % ont été ajoutés.
La solution a eté laissée a decanter pendant 2 h puis le chloroforme a été filtré sur sulfate de sodium
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et récuperé dans un ballon préalablement pese. Le méthanol a éeté rincé avec 40 ml de chloroforme
et 10 ml de NaCl 0,58% et laissé a décanter pendant 30 min. Le chloroforme contenant les lipides
a egalement éte filtré sur le sulfate de sodium et récupéré dans le méme ballon contenant déja le
chloroforme. Ce dernier a été éliminé avec 1’évaporateur rotatif sous vide a 53°C. La teneur en
lipides a été déduite par différence de poids selon la formule suivante et le résultat a été exprimé

en pourcentage en faisant la moyenne des échantillons traités.

Poids du ballon avec les lipides - Poids du ballon vide X 100
Poids de I'échantillon (1g)

Taux de lipide (%) =

1.3. Taux de cendre

Pour déterminer les cendres du tégument de P. regalis, environ 1 g de tégument lyophilisé a été
complétement incinéré dans un four a moufle a 600°C pendant 6 h. les cendres exprimées en
pourcentage représentent la différence entre le poids des échantillons avant et apres incinération
calculé selon la formule ci-dessous. Cette étape a été réalisée sur deux individus et le résultat a été

exprime en pourcentage en faisant la moyenne des échantillons traités.

Poids des creusets avant incinération - Poids des creusets aprés incinération X 100
Poids de I'échantillon (1g)

Cendre (%) =

1.4. Teneur en sucres totaux

La détermination de la composition en sucres totaux a été réalisée selon la méthode colorimétrique
de Dubois et al. (1956) adaptée pour les holothuries par Wang et al. (2013). Le principe de la
méthode repose sur le fait que les polysaccharides des holothuries sont solubles dans 1’éthanol et
apres leur extraction dans ce dernier, ils sont d’abord hydrolysés en monosaccharides puis
rapidement déshydratés pour produire des aldéhydes ou leurs dérivés qui réagissent avec le phénol
pour donner des dérivés jaunes ayant une absorption maximale a une longueur d’onde (£) de 490

nm.
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Dans un premier temps, une gamme étalon de glucose anhydre a été réalisée de 0 a 100
pg/ml. D’autre part, I’extraction des sucres a été réalisée sur 1 g d’échantillon avec 50 ml d’éthanol
80% dans un bain-marie a 40 °C pendant 1 h. Le mélange a été ensuite filtré apres refroidissement

et rincé 2 a 3 fois avec ’éthanol avec un volume constant.

Pour 1 ml de solution standard ou d’échantillon, 1 ml de solution phénol a 5% et 5 ml
d’acide sulfurique ont été ajoutés, le mélange a été incubé a tempeérature ambiante pendant 10
minutes puis au bain-marie a 40 °C pendant 20 minutes. La mesure de la densité optique a été faite
a 490 nm et la teneur totale en sucre a été calculée selon la formule ci-dessous. Cette étape a été
réalisée sur trois individus et le résultat a été exprimé en g/100g en faisant la moyenne des
échantillons traités.

1XV0X10°
Teneur en sucre (%) = 2=——— X 100
PO X V1

Ou p0 = poids de I’échantillon (g), pl = la teneur en glucose trouvée a partir de la courbe
d’étalonnage (ng), VO = le volume final de I’éthanol apres prétraitement de 1’échantillon (ml),

V1=Volume de filtrat prélevé lors de la mesure (ml).

2. Digestibilité du tégument par la pepsine

La digestibilité in vitro du tégument des individus de P. regalis a été réalisée a I'aide d'une enzyme
digestive qui est la pepsine (1 : 10 000). Cette étape a €té réalisée en trois répétitions sur trois
individus différents selon le protocole d'Escudero et al. (2010) modifié par Wen et al. (2015).
Pour cette étude, 0,5 g de tégument sec lyophilisé a été homogénéisé deux fois dans 2 ml d'eau
distillée pendant 1 min a 6000 rpm puis le pH a ét¢ ajusté a 2 avec ’'HCL (1 M) avant d'ajouter de
la pepsine 1:10 000 a raison de 5% par rapport au poids sec du tégument. Le mélange a été maintenu
a 37°C pendant 2 h, puis le pH a été ajusté a 7 avec du NaOH (1 M) pour inactiver la pepsine. Le
tégument non digére a été séché a 60°C pendant 72 h puis pesé. La digestibilité du tégument par la
pepsine a été calculée selon la formule suivante. Pour chaque individu, trois réplicas ont été réalisés

et le résultat a été exprimé en pourcentage en faisant la moyenne des échantillons traités.
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Digestibilité (%) = = X 100

Ou Wi = Poids sec du tégument avant la digestion par la pepsine et Wf = Poids sec du tégument

digéré par la pepsine.

3. Caractérisation des saponines des especes d’holothuries étudiées

La caractérisation des saponines a été réalisée au laboratoire de biologie des organismes marins et
de biomimétisme (BOMB) ainsi que le laboratoire de Synthese et Spectrométrie de Masse
Organiques (S?MOs) de 1’Université de Mons en Belgique pour les trois espéces d’holothurie a
savoir P. regalis, H. arguinensis et H. algeriensis qui proviennent du Centre et de 1’Ouest de la
cOte algérienne. Au total, 27 individus de P. regalis, trois individus de H. algeriensis et cing
individus de H. arguinensis ont été analysés lors de cette étude.

3.1. Extraction des saponines

L’extraction des saponines a été effectuée sur des individus lyophilisés et d’autres conservés dans
I’éthanol en suivant le protocole de Van Dyck et al. (2009) modifiée par Decroo et al. (2017).
Etant donné que I’extraction s’effectue dans le méthanol, I’éthanol dans lequel ont été conservés
les échantillons a été évaporé avec le 1’évaporateur rotatif Heidolph Laborota 4001 a une
température de 46°C. L’extrait sec a été récupéré dans le méthanol et les tissus ont été également
coupés en petits morceaux et conserves dans le méthanol toute la nuit puis broyé avec un
homogénéisateur 18h monté sur un mécanisme d’entrainement Heidolph Silent Crusher M ou d’un
mortier (Figure 31A). Quant aux échantillons lyophilisés, ils ont été broyeés et placés dans le
méthanol toute la nuit. Par la suite, ’ensemble a été filtrés deux fois sous vide avec un entonnoir
de type Biichner a 1’aide d’un papier filtre Whatman n° 41 (20 um) et un papier filtre Whatman n°

1 (11 um). Dans certains cas, une étamine a été utilisée au préalable pour faciliter la filtration.
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Les filtrats ont été ensuite dilués avec 1’eau Milli-Q afin d’obtenir une concentration en
méthanol de 70%. Trois décantations liquide-liquide ont suivi et la phase hydro-méthanolique a été
conservée a chaque fois (Figure 31B).

La premiere décantation a été effectuée contre le n-hexane (v/v), celui-ci posséde une masse
volumique de 0,659 g/ml inférieure a celle du méthanol qui est de 0,791 g/ml. Ainsi, la phase
récupérée est la phase inférieure. La deuxieme et la troisieme décantations ont été effectuées avec
le dichlorométhane (v/v) et le chloroforme (v/v) respectivement. Ces derniers ont des masses
volumiques supeérieures a celle du methanol (1,325 g/ml et 1,492 g/ml respectivement), ainsi, les

phases récupérées sont les phases supérieures.

La phase hydro-méthanolique finale a été évaporée sous vide a une température de 46 °C
au moyen d’un évaporateur rotatif (Figure 31C), I’extrait sec a été récupéré dans un mélange d’eau
Milli-Q/ Iso-butanol (v/v). La fraction butanolique a été rincée une seconde fois avec de I’eau Milli-

Q afin d’¢liminer les sels.

La fraction butanolique a été récupérée et séchée a 1’évaporateur rotatif pour ne laisser
qu’environ 5 ml d’Iso-butanol contenant les saponines. Finalement, le volume de 1’Iso-butanol a
été partagé entre différents Eppendorf préalablement pesés a raison de 0,8 ml par Eppendorf pour
éliminer le solvant restant avec un Speed Vac (Jouan RC 10.22) (Figure 31D) pendant 4h (deux
cycles de 2 h). Les Eppendorf ont été ensuite pesés pour déterminer le poids des saponines puis
conservées a4 °C.
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Figure 31: A. Broyage des échantillons. B. Séparations densitométriques. C. Roto-évaporation
avec la formation de mousse. D. Séchage des extraits butanoliques au speed Vac Jouan RC 10.22.
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3.2. Caractérisation des saponines par les techniques de la spectrométrie de masse
3.2.1. Présentation du spectrometre de masse et ses utilisations

La spectrométrie de masse est une technique analytique puissante qui mesure précisément les
masses moléculaires de composés et d'atomes individuels en les convertissant en ions chargés
(Dass, 2007). Ainsi, elle est probablement la technique analytique la plus polyvalente et la plus
compléte actuellement a la disposition des chimistes et des biochimistes et elle est devenue
intimement liée aux nombreux domaines scientifiques notamment la pharmacie, la médecine, la

biologie, la physique, I’industrie pétroliére ...etc. (Dass, 2007 ; Gross, 2017).

Le principe de base de la spectrométrie de masse (MS) est dans un premier temps de générer
des ions a partir de composés inorganiques ou organiques par toute méthode appropriée et de les
convertir dans la phase gazeuse. Cette étape nécessite le retrait ou I'ajout d'un électron ou d'un ou
plusieurs protons, 1’énergie excédentaire transférée lors d'un événement d'ionisation peut briser la
molécule en fragments caractéristiques. Par la suite, ces ions sont séparés par leur rapport masse
sur charge (m/z) et enfin détectés qualitativement et quantitativement par leur m/z et abondance
respective. Le logiciel de contréle présente ces données sous forme de spectre de masse. L'analyte
peut étre ionisée thermiquement, par des champs électriques ou par impact d'électrons, d'ions ou
de photons énergétiques. La séparation des ions est effectuée par des champs électriques ou
magnétiques statiques ou dynamiques mais peut également étre effectuée dans des régions sans
champ, a condition que les ions possedent une énergie cinétique bien définie a I'entrée de la
trajectoire de vol (Dass, 2007 ; Watson et Sparkman, 2007 ; Gross, 2017 ; Kaltashov et al.,
2022). Ainsi, le spectrométre de masse se compose d'une source d'ions, d'un analyseur de masse et
d'un détecteur (Figure 32) (Gross, 2017 ; Smoluch et al., 2019). Les trois premiéres étapes de la
spectrométrie de masse sont réalisées sous vide, ce qui permet aux ions de se déplacer librement
dans l'espace sans entrer en collision ni interagir avec d'autres espéces. Les collisions peuvent
conduire a la fragmentation des ions moléculaires et peuvent également produire une espéce
différente par le biais de réactions ion-molécule. Ces processus réduiront la sensibilité,

augmenteront I'ambiguité de la mesure et diminueront la résolution (Dass, 2007).
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Figure 32: Schématisation des composants du spectrometre de masse (Saang‘onyo, 2011)

Lors de l'interprétation des données obtenues de I'analyse, il convient de noter avec soin
que la valeur m/z ne peut pas toujours étre directement liée a la masse moléculaire du composé
analysé. Cela se produit lorsque plusieurs charges sont attachées a la molécule (ionisation
multiple). La multiplicité des ionisations dépend de la source d'ions utilisée et de leurs différents
types (Watson et Sparkman, 2007 ; Smoluch et al., 2019).

Selon le type de molécule a analyser, il existe différents moyens d’introduction des
molécules [Direct, chromatographie liquide (LC), chromatographie gazeuse (GC), ...etc.],
différents types de source d’ionisation [Ionisation par électronébuliseur (ESI), Désorption-
ionisation laser assistée par matrice (MALDI), lonisation électronique (EI), lonisation chimique
(CI) ...etc.], d’analyseurs [Orbitrap, Piege a ion (IT), Temps de vol (ToF), quadripdle (Q), Mobilité
ionique (IM) ... etc.] et de détecteurs (canaux multiplicateur d'électrons (MCP),

¢lectromultiplicateur ...etc.) (Smoluch et al., 2019).

La désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) (Figure 33A) fait partie des
techniques d'ionisation qui produisent des ions moléculaires a partir de surfaces solides en
combinant les processus de désorption et d'ionisation. Ceci est généralement réalisé en incorporant
les molécules danalyte (par exemple, des protéines ou d'autres biopolymeres) dans des
microcristaux constitués des molécules dites de matrice simplement en séchant les solutions de
matrice concentrées qui incorporent de petites quantités de l'analyte (Kaltashov et al., 2022).

L’échantillon est mélangé avec la matrice et co-cristallise pour obtenir un rapport molaire
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d’environ 1 :5000 ensuite déposé dans une plaque en acier inoxydable avant 1’analyse dans le

spectrométre de masse (Watson et Sparkman, 2007).

La MALDI produit principalement des ions a charge unique, généralement par protonation
(MH™) et/ou formation d'adduits d'ions de métaux alcalins (par exemple, MNa*). Bien que la
majorité des mesures MALDI-MS soient effectuées en mode ions positifs, la génération d'ions
négatifs est également possible (généralement via la déprotonation ou la formation d'adduits
d'anions, par exemple, [M-H] ou [M + CI1]") (Kaltashov et al., 2022).

A
Analyseur de masse

Protonation

Laser @

T Désorption

<> Matrice

. Analyte

0.9 120._4°Y ©
TSP 5 S,
Plaque MALDI
B
Pression atmosphérique KAl
Capillaire EST de masse
+\ Cone de Taylor
+ * +
Echantillon & + Evaporation
- \@; des ions
—p

¢

Figure 33: A. Représentation simplifiée du processus MALDI. B. Représentation simplifiée du
processus ESI (Graham et al., 2007)
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L’ionisation par électronébuliseur (ESI) (Figure 33B) est une autre méthode couramment
utilisée pour générer des ions biomoléculaires. Contrairement au MALDI, I’ESI désorbe et ionise
les molécules d'analyte directement a partir d'une solution, plut6t qu'a partir d'un état solide. La
solution d'analyte est généralement pompée a travers un capillaire qui est porté a un potentiel
électrostatique élevé appliqué a I'extrémité du capillaire et crée des conditions d'instabilité
particulieres entrainant la formation d'un fin jet de liquide chargé qui sort a travers la pointe du
capillaire appelé cone de Taylor libérant ainsi des molécules d’analyte sous forme d’ions (Graham
et al., 2007). Contrairement au MALDI, I'ESI peut produire des ions a charges multiples (Watson
et Sparkman, 2007).

3.2.2. Analyse par spectrométrie de masse

Dans le but de sélectionner les extraits contenant les saponines et déterminer leur formule
moléculaire, tous les échantillons ont été¢ analysés par la méthode d’ionisation MALDI sur le
spectrometre de masse hybride Waters Q-ToF Premier (Waters, Manchester, RU) (Figure 34) muni

de deux analyseurs ; le Quadripdle et le ToF a accélération orthogonale (ao).
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Figure 34: Spectrométre de masse Waters Q-ToF premier du laboratoire de Synthése et

Spectrométrie de Masse Organiques (S?MOs).

Les extraits secs de saponines ont été dissous dans une solution eau Milli-Q/Acétonitrile a
60/40 pour arriver a une concentration de 1 mg/ml puis passé dans un bain a ultrasons pendent 5 a
10 minutes (Figure 35A).

La matrice utilisée pour I’analyse des saponines a été préparée d’'un mélange de 25 mg
d’acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) et de 6 pl de n,n-dimethylaniline (DMA) dans 250 ul d’eau
Milli-Q/Acétonitrile (v/v). La réaction du DHB avec le DMA est une réaction acide/base, elle

permet la formation d’un cation qui a son tour permet de désorber les saponines.

D’autre part, pour calibrer les spectres, le polymére PEG 600-2000 a une concentration de
1 mg/ml a été utilisé avec une matrice composée de 4 mg de 2-[(2E)-3-(4-tert-Butylphenyl)-2-
methylprop-2-enylidene]malononitrile (DCTB) dilué dans 100 pl de chloroforme.
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Figure 35: A. Bac a ultrasons. B. Séchage de la plaqgue MALDI au séche-cheveux. C. Plaque
MALDI aprés dép6t des échantillons (le calibrant est déposé dans les quatre puits de la rangée A

tandis que les échantillons sont déposés dans les rangés B, C, D et E).

Plusieurs méthodes de dépdt des échantillons sur la plaque MALDI existent (Demeyer,
2015) dont la méthode du droplet qui a été adoptée lors de ce travail (Tableau 6), elle consiste a

déposer une goutte d’échantillon sur une goutte de matrice séche.

Tableau 6: Quelques méthodes de dép6t utilisées. Noir : Plaqgue MALDI, Bleu : matrice, Jaune :

échantillon, Vert : mélange de 1’échantillon et de la matrice (Demeyer, 2015).

Méthode de dép6t Schémas

Droplet

Mélange v/v

Sandwich

Dans les quatre premiers spots de la plaqgue MALDI a été déposée une goutte de la matrice
du calibrant ensuite une goutte du calibrant PEG. La matrice des saponines et les échantillons a
analyser ont été ensuite déposés dans les spots suivants. Les gouttes déposées doivent étre séchees
avec un seche-cheveux (Figure 35B) pour accélérer le processus avant et apres 1’ajout du calibrant
ou de I’échantillon (Figure 35C). Aprés avoir déposé la solution & analyser, la matrice se redissout

et se mélange avec I’échantillon étant donné qu’elle est soluble dans I’eau et I’ACN ajoutés aux
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extraits secs des saponines. La plaque a été ensuite introduite dans le spectrometre MALDI Q-ToF

apres la formation du co-cristal.

Les échantillons ont été analysés en mode ion positif. Les ions détectés correspondent a des
adduits de Na* sur les saponines et sont donc détectés a une m/z = [M+23]. La source MALDI a
été composée d'un laser Nd-YAG, fonctionnant a 300 nm avec une énergie d'impulsion maximale
de 104,1 pJ délivrée a 1'échantillon en une impulsion de 2,2 ns a une fréquence de 200 Hz. Pour
I'enregistrement des spectres MALDI-MS en une seule étape, le quadripble a été réglé pour faire
passer les ions entre m/z 250 et 2500 et tous les ions ont été transmis dans la région pousseur de
I'analyseur de temps de vol ou ils ont été analysés en masse avec un temps d'intégration de 1 s. Les
analyses de masse ont été réalisées avec 1’analyseur ToF en mode réflectron, offrant une résolution
proche de 10 000 (FWHM).

3.2.3. Calcul de la masse exacte des saponines par la spectrométrie de masse a

haute résolution

Les spectrométres de masse a haute résolution ont évolué avec I’introduction des analyseurs temps
de vol (ToF), Orbitrap, ...etc. et les instrument hybrides tels que le quadripdle ToF (Q-ToF), le
piége a ion (IT-ToF), le quadripble a piége linéaire (LTQ), Orbitrap ou le QeOrbitrap. Ces derniers
analyseurs fournissent des spectres de haute résolution, en plus de mesures de masse précises qui
sont d'une grande applicabilité a la fois pour la confirmation de composés cibles et I'identification
de composés inconnus (Lin et al., 2015). Ils peuvent différencier deux pics avec de petites
différences de m/z et ont souvent une précision de quatre a six décimales par rapport a la masse
exacte (Ekman et al., 2009 ; Geer Wallace et McCord, 2020). Cette derniere désigne la somme
calculée des masses des isotopes atomiques individuels qui composent la formule moléculaire
(Geer Wallace et McCord, 2020). Elle est trés utile pour I'élucidation de composés inconnus pour
des analytes ayant la méme masse nominale mais avec de trés petites différences dans leurs masses
exactes (Arrebola-Liébanas et al., 2017). Le Tableau 7 représente les masses exactes des isotopes
stables des éléments trouvés dans les analyses HRMS.

L'étalonnage de masse est un processus pertinent dans chaque spectromeétre de masse pour

une représentation correcte des ions dans I'axe m/z. Cela se traduit par une résolution et précision
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de masse elevée (Gross, 2017). Pour cela, généralement, des composés de référence de masse avec
une compilation de valeurs m/z bien connues sont nécessaires et le choix du composé d’étalonnage
de masse dépend de la méthode d’ionisation et de I’analyseur de masse utilisé cependant, il devrait
produire suffisamment d’ions abondants régulierement espacés sur toute la plage de balayage
(Arrebola-Liébanas et al., 2017).

La composition élémentaire des ions détectés a été déterminé sur la base des mesures de

masse précises (HRMS-MALDI) avec le PEG comme étalon externe (masse de verrouillage).

Tableau 7: Les masses exactes de certains éléments organiques trouvés dans les analyses HRMS
(Geer Wallace et McCord, 2020).

Elément Masse exacte (Da) Masse nominale (Da)
Hydrogéne (H) 1,007825032 1

Carbone (C) 12,00000000 12

Azote (N) 14,00307400 14

Oxygéne (O) 15,99491462 16

Soufre (S) 31,972071174 32

3.2.4. Analyse par la spectrométrie de masse en tandem

Cette analyse a été effectuée par le spectrometre de masse Synapt G2-Si (Figure 36) uniquement
sur les extraits dont 1’analyse MALDI-MS montre qu’ils présentent des saponines et dont la

formule moléculaire est obtenue par la HRMS-MALDI.

Dans un premier temps et afin d’identifier la présence d’isomeres et de quantifier leurs
proportions relatives, une chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)
a été réalisée au moyen du Waters Acquity UPLC H-Class (Waters, Manchester, RU) couplé au
spectromeétre de masse Waters Synapt G2-Si. Cette technique permet de séparer les composées
selon leur affinité avec une colonne apolaire Acquity UPLC BEH C18 ;2,1 X50 mm; 1,7 m a 40
°C. Pour ces analyses, les extraits ont été dissous dans une solution eau Milli-Q/Acétonitrile & 60/40
pour arriver a une concentration de 0,1 mg/ ml. Un volume de 5 pl a été injecté dans la colonne.
La phase mobile a été programmé avec un débit constant de 250 pl/ min et consistant en un gradient
d’élution qui commence avec 85 % de I’¢luant A (eau Milli-Q avec 0,1 % d’acide formique) et 15

% de I’¢luant B (Acétonitrile), atteint 60 % de 1’¢luant A et 40 % de I’éluant B & 6 min ou il est
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maintenu pendant 3 min. A 11 min, le ratio atteint 5 % de I’éluant A et 95 % de 1’¢luant B ou il est
maintenu pendant 1 min puis ramené a 85 % de 1’éluant A et 15 % de I’éluant B a 13 min et

maintenu ainsi jusqu’a la fin de la chromatographie (15 min).

!i
is
I
S

Figure 36: Spectrometre de masse Synapt G2-Si du laboratoire de Synthese et Spectrométrie de

Masse Organiques (S?MOs).

L’ionisation des saponines a été produite au moyen d’une ionisation par électronébulisateur
(ESI) en mode positif générant ainsi des ions [M+H]*. Les analyses ont été réalisées en appliquant
les conditions suivantes : température en source 100 °C, température de désolvatation de 300 °C,
tension capillaire de 3,1 kV, tension de cone 40 kV, offset source 80 V pour une plage de masse
entre des m/z 50 et 2000, avec un temps d’intégration de Is. 1’azote sec a été utilisé comme gaz ESI
avec un débit de 500 L/h.

Par la suite, une analyse de spectrométrie de masse en tandem couplée a la chromatographie

liqguide (LC-MS/MS) a été réalisée. Les ions d’intérét ont été sélectionnées en masse par le
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quadripOle et soumis a une dissociation induite par collision contre I’argon (Ar) dans la cellule
Trap du dispositive Tri-Wave et I'énergie cinétique du cadre du laboratoire (Elab) a été établie a 25

eV. Les ions fragments ont été mesurés en masse avec 1’analyseur ToF.

3.2.5. Observation des spectres et traitements des résultats obtenus

Le logiciel MassLynx V4.1 (Waters, Manchester, RU) a été utilisé pour paramétrer l'instrument
ainsi que pour I’observation, I’analyse et le traitement des résultats. A partir des chromatogrammes
observés, ce logiciel donne la possibilité de déterminer la composition élémentaire des molécules

de saponines et de calculer les proportions molaires des isomeéres.

Les masses sur charge et les formules moléculaires obtenues dans la premiére étape par la
MALDI-MS et la HRMS ont été comparées avec les résultats obtenus dans la bibliographie pour

trouver les saponines qui pourraient y correspondre.

La reconstitution des molécules et I’identification de saponines ont été faites a partir des
spectres obtenus lors de I’analyse LC-MS/MS en identifiant les différences entre deux pics
successifs de m/z et en se basant sur les différents travaux qui ont été fait sur les saponines
d’holothuries (Van Dyck et al., 2009 ; Caulier et al., 2011, 2013 ; Caulier-Mezali et al., 2016 ;
Puspitasari et al., 2022 ; Savarino et al., 2022). La structure chimique des saponines a été ensuite

dessinée avec le logiciel Chemdraw Professional 16.0.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion
Chapitre 111.1. Identification systématique des especes d’holothuries étudiées
1. Ildentification systématique de Parastichopus regalis

Parmi I’ensemble des individus de Parastichopus regalis échantillonnés, douze ont été selectionnés
dont six tachetés et six non tachetés pour une étude de systématique comparative et ce, sur le plan

morphologique, endosquelettique et morphométrique.
1.1. Morphotype non tacheté
1.1.1. Etude morphologique

La longueur contractée du corps des six individus non tachetés est comprise entre 10,50 et 20,50
cm, la largeur du corps est entre 3 et 5,90 cm et le poids humide total est entre 6,34 et 71,24 g. Le
corps est mou. La face ventrale (trivium) est aplatie tandis que la face dorsale (bivium) est arquée.
Les deux faces sont séparées par un pli latéral distinct de chaque c6té portant de grandes papilles.
La coloration de la face dorsale est brune rougeétre, caractérisée par des papilles conigues blanches
uniformément réparties (Figure 37A). La face ventrale présente plusieurs rangées de podia
disposées en trois zones distinctes, deux zones externes de couleur brune blanchatre et une mi-
ventrale de couleur rouge vif formant un sillon distinct (Figure 37B). La bouche est située en
position ventrale et entourée de 20 tentacules peltées disposés en deux cercles ; interne et externe
(Figure 37C). L’anus est situé en position terminale. La bouche et I’anus sont bordés chacun de
deux papilles (d’environ 1 cm), plus grandes que celles de la paroi du corps (Figure 37D1). De
petites taches noires, chacune d'environ 1 mm de diameétre, recouvrent les faces dorsale et ventrale.
L’¢épaisseur du tégument dorsal est comprise entre 1,69 et 4,74 mm et celle du tégument ventral est

entre 1 et 5,01 mm.
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Figure 37: Caractéres morphologiques du morphotype non tachete de Parastichopus regalis. A.
Face dorsale. B. Face ventrale. C. Disposition des tentacules en deux cercles (indiqués par les
cercles en pointillés). D. 1. Papilles plus grosses de chaque cote de la bouche. E. 2. Ampoules de
tentacules. E. 3. Vésicule de Poli. F. Anneau calcaire (R. Plaque radiale et IR. Plaque interradiale).
G. 4. Canal de pierre (CP) et madréporite (M). H. tubules gonadiques. Barre d'échelle = 1 cm.
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L’anneau calcaire est d’environ 10,65 mm de diamétre moyen. Les muscles longitudinaux
sont plats, attachés a la paroi du corps, appariés, chacun d'environ 5,66 mm d'épaisseur et sont fins
au point d’insertion dans I’anneau calcaire. Leur couleur est blanchatre a I’état frai mais se
transformant en couleur créme dans I'alcool. Les « tubes de Cuvier » sont absents. Les ampoules
tentaculaires sont d'environ 1,10 a 13 mm de longueur (Figure 37E2 ; Tableau 8). Une seule
vésicule de Poli est présente d une longueur moyenne d'environ 19,23 mm (Figure 37E3) attachée
a la partie ventrale de I’anneau aquifere (Figure 37F). Un seul canal de pierre d’une longueur
moyenne de 9,68 mm est attaché¢ a la partie dorsale de 1’anneau calcaire. La madréporite est
arrondie et attachée a la partie interne de paroi dorsale du corps (Figure 37G4).

La détermination du sexe de chaque individu s’est avérée impossible et ce, en raison de la
perte des gonades par éviscération sous stress. Néanmoins des observations microscopiques et
macroscopiques d’une gonade male et une femelle ont été effectuées. Sur le plan macroscopique
les gonades males et femelles sont sous forme d’une touffe de tubules trés ramifiées avec
étranglements de couleur blanchatre (Figure 37H) pour les deux sexes (aprés conservation dans
I’éthanol). Sur le plan microscopique et selon la classification de Ramon et al. (2022) les gonades
observées des deux sexes sont partiellement pondues. Les tubules gonadiques femelles (Figure
38A et B) ont une paroi similaire a celle des males et des ovocytes dont le diamétre est d’environ
0,468 + 0,074 um sont dispersées dans la lumiere tubulaire avec le tissu phagocytaire. Les tubules
gonadiques males (Figure 38C et D) présentent une paroi plate, plus ou moins plissée et une

lumiére contenant des spermatozoides dans certains endroits et dans d’autre vides.

98



Chapitre 111.1 : Identification systematique des especes d’holothuries étudiées

Figure 38: Aspect microscopique des gonades de Parastichopus regalis tacheté. A et B. Gonade
femelle. C et D. Gonade male. Lu. Lumiére; TP. Tissu phagocytaire ; PTP. Paroi tubulaire

plissée ; Sz. Spermatozoides ; N. Noyau ; Ov. Ovocytes. Barre d’échelle = 200 um.

1.1.2. Etude endosquelettique

Les sclérites présents dans les différentes parties du corps du morphotype non tacheté de P. regalis
sont resumés dans la Figure 39. La partie anale (Figure 39A), la face dorsale (Figure 39B) et la
face ventrale (Figure 39C) semblent présenter des sclérites identiques comprennent que des tables.
Ces dernieres (Figure 39Aa, Ba, Ca) apparaissent plus ou moins symétriques avec un disque plat
a bord lisse, perforé de 3 a 6 trous centraux (celle avec 4 perforations étant les plus abondants) et

de 20 a 60 trous marginaux. Le disque a un diametre moyen d’environ 99,667 pum et une superficie
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moyenne de 7571,660 um?. La fléche de la table est d’environ 67,521 pum de hauteur, elle présente

4 piliers effilés a I’extrémité et 3 a 4 barres transversales (Figure 39Ac).

Les papilles et les pédicelles présentent un autre type de sclérites qui sont les plaques
perforées (Figure 39Ab, Bb, Cb). Ces derniéres sont d’une longueur moyenne d’environ 222,837
pm et sont droites ou courbeées, lisses ou épineuses avec une partie centrale élargie et perforée et
des extrémités légerement élargies et perforées. La région anale présente également des plaques
(Figure 39Ad). Les plaques terminales de la face ventrale sont de deux types ; plaques terminales
ovales et complétes (Figure 39Cc), les premieres sont ovales ou irréguliéres, les secondes sont
arrondies, légérement concaves médialement. Les plaques sont percées de petites perforations, les
médianes étant de taille plus importante par rapport aux marginales. Les plaques ovales mesurent
en moyenne 146,424 um de longueur et 86,150 um de largeur tandis que le diameétre moyen des
plaques circulaires est d’environ 209,472 um. Les tentacules (Figure 39D) présentent trois types
de batonnets a savoir les batonnets allongés (Figure 39Da), arqués (Figure 39Db) et ramifiés avec
des extrémités perforées (Figure 39Dc). Le cloaque (Figure 39E) présente des tiges a ramifications

dichotomiques.
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Figure 39: Sclérites des différentes parties du corps du morphotype non tacheté de Parastichopus
regalis. A. Région anale. a. Tables. b. Plagues perforées. c. Fléeches des tables. d. Plaques
terminales. B. Face dorsale et papilles. a. Tables. b. plaques perforées. C. Face ventrale et podia.
a. Tables. b. Plaques perforées. c. Plaques terminales. D. Tentacules. a. Batonnets allongés. b.

Batonnets arqués. c. Batonnets ramifiés. E. Cloaque. Barre d'échelle = 100 pum.

L’observation microscopique des couches fines du tégument de P. regalis traitées au xyléne
montre que la disposition des tables dans le tégument est la méme dans la face dorsale et ventrale.
Les tables sont disposées de telle sorte que les disques se situent sous la couche externe du tégument
et sont trés agenceés, parfois imbriquées les uns sur les autres tandis que leurs fleches sont dirigees
vers 1’extérieur ou elles apparaissent comme des points et donnent 1’aspect rugueux du tégument

au toucher (Figure 40).
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Figure 40: A. Vue latérale du tégument de Parastichopus regalis. B. Tégument de P. regalis vu
de I’intérieur. C. Tégument de P. regalis vu de I’extérieur. D. Tables vues du coté interne du
tégument. E. Tables vue du coté externe du tégument. F. Une autre mise au point de la photo E

montrant les fleches des tables. CE. C6té externe ; Cl. Co6té interne. Barre d’échelle = 100 um.

1.2. Morphotype tacheté
1.2.1. Etude morphologique

Les six individus de P. regalis tacheté ont une longueur entre 14 et 24,90 cm (Figure 41A et B),
une largeur entre 4 et 7,50 cm et un poids total entre 25,07 et 143,50 g. Chaque individu a I’état
vivant présente sur la face dorsale 5 a 7 taches brunatres a rouge foncé (Figure 41A1) qui

disparaissent apres leur conservation dans I'éthanol.

Les caractéres morphologiques sont similaires & ceux décrit pour les individus des
morphotypes non tachetés décrits ci-dessus. L’épaisseur du tégument dorsal est entre 1,23 et 6,19
mm et celui de la face ventrale est entre 1,22 et 6,77 mm. La longueur moyenne de la vésicule de
Poli est d’environ 17,57 mm et celle du canal de pierre d’environ 10,71 mm. L.’anneau calcaire est
d'environ 13 mm de diamétre. Les muscles longitudinaux sont plats, attachés a la paroi du corps et

d'environ 6,75 mm d'épaisseur (Tableau 8).
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Figure 41: Caractéeres morphologiques du morphotype tacheté de Parastichopus regalis. A. Face

dorsale, taches indiquées par des fleches (1). B. Face ventrale de I’individu tacheté. Barre

d'échelle= 1 cm.
1.2.2. Etude endosquelettique

La partie anale (Figure 42A), la face dorsale (Figure 42B) et la face ventrale (Figure 42C) de P.
regalis tacheté présentent le méme type de sclérites que les spécimens non tachetés. Le disque de
la table a un diametre moyen d’environ 97,926 um et une superficie moyenne de 7099,090 pm?.
La hauteur des fléches est d’environ 67,521 um avec 3 a 4 barres transversales. Les papilles et les
pédicelles comprennent des plaques perforées d’une longueur moyenne d’environ 265,026 pm
(Figure 42Ab, Bb, Cb). Le diamétre moyen des plaques terminales entiére (Figure 42Cc) des

papilles et pédicelles est d’environ 439,213 um et la longueur et la largeur des plaques terminales
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ovales sont de 197,766 um et 84,328 um respectivement. Le cloaque présent également les tiges a
ramifications dichotomiques (Figure 42D). Les tentacules présentent des batonnets de trois types,
allongeées (Figure 42Ea) arquées (Figure 42Ec) et ramifiées (Figure 42Eb) ainsi que des tiges a

ramifications dichotomiques (Figure 42Ed).

L’ensemble des caractéres morphologique externe, anatomique et endosquelettique des
deux morphotypes observes chez P. regalis (tacheté et non tachetés) sont résumés dans un tableau

comparatif (Tableau 8).

Figure 42: Sclérites des différentes parties du corps du morphotype tacheté de Parastichopus
regalis. A. Région anale. a. Tables. b. Plaques perforées. B. Face dorsale et papilles. a. Tables. b.
Plaques perforées. C. Face ventrale et podia. a. Tables. b. Plaques perforées. c. Plaques terminales.
D. Cloaque. E. Tentacules. a. Batonnets allongés. b. Batonnets ramifiés. c. Batonnets arqués. d.

Tiges a ramifications dichotomiques. Barre d'échelle = 100 um.
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Tableau 8: Caracteres morphologiques et anatomiques des deux morphotypes de Parastichopus

regalis (non tacheté et tacheté).

Morphotype Non tacheté Tacheté
Caractéeres morphologiques

Forme ventrale du corps Aplatie

Longueur contractée (cm) 10,50-20,50 14-24,90

Largeur contractée (cm) 3-5,90 4-7,50

Consistance de la paroi du corps Gélatineuse

Poids total (g) 9,34-71,24 25,07-143,50

Epaisseur de la paroi dorsale du corps (mm) 1,69-4,74 1,23-6,19

Epaisseur de la paroi ventrale du corps (mm) 1-5,01 1,22-6,77

Couleur du trivium Marron et rouge vif au centre

Couleur des papilles Blanche

Forme du bivium Arqué

Couleur du bivium Brun Brun rougeétre avec 5-7 taches
rougeétre foncées

Disposition des pédicelles (bivium) En rangées plus ou moins régulieres

Position de la bouche Ventrale

Position de I’anus Terminale

Nombre des tentacules 20 20

Caractéeres internes (mm)

Longueur des ampoules tentaculaires 1,10-13 5,94-13

Longueur de la vésicule de Poli 12,54-25,19 12,53-21,69

Longueur du canal de pierre 6,97-13 8,12-12,37

Forme de la madréporite Sphérique

Extrémité des muscles longitudinaux Plat, attaché

Epaisseur moyenne des muscles longitudinaux 3,39-7,30 4,49-13,79

Diamétre de ’anneau calcaire 8,75-12,28 9,28-17,2

Moyenne des mensurations endosquelettique (um)

Diametre du disque des tables 99,668 97,926

Longueur des plaques perforées des papilles et des 222,837 265,026

pédicelles

Longueur des plaques terminales ovales 146,424 197,766

Largeur des plaques terminales ovales 86,15 84,328

Diametre des plaques terminales entiéres 209,472 439,218

Longueur des batonnets allongées des tentacules 600,41 809,232

Longueur des batonnets arqués des tentacules 663,903 459,545

Longueur des batonnets branchés des tentacules 788,369 688,71
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1.3. Etude morphométrique de I’endosquelette des deux morphotypes

L’analyse statistique comparative du diamétre et de la surface de disque de 120 tables (dix tables
de chaque individu) par le test de Kruskal-Wallis a montré des différences significatives entre les
individus et ce, pour le diametre (test de Kruskal-Wallis = 34,724, p < 0,05) et pour la surface des
disques (test de Kruskal-Wallis = 34,006, p < 0,05).

La comparaison multiple des moyennes de diametre et de surface par le test post hoc de
Dunn nous a permis de mettre en évidence ces différences représentées par des lettres dans la
Figure 43. Concernant le diamétre des disques des tables, le test a montré une différence
significative entre les individus 2019.303 NT/ 2019.308NT/ 2019.305T (premier groupe) et les
individus 2019.307T/ 2019.3010T/ 2019.311T (deuxiéme groupe), ces derniers ayant un diamétre
de table significativement plus petit que le premier groupe. Quant a la superficie des disques des
tables, une différence significative existe entre les mémes groupes sauf I'individu 2019.311T pour
le second. Les autres specimens n‘ont montré aucune différence significative dans le diamétre et la

surface des disques des tables.
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Figure 43: Boite a moustache montrant la comparaison du diamétre (bleu) et de la surface (rouge)
des disques des tables des deux morphotypes de Parastichopus regalis (T : Tacheté et NT : Non
Tachet€), en utilisant le test de Kruskal-Wallis avec la comparaison multiple de Dunn. Des lettres
différentes représentent une différence significative (p < 0,05) entre les individus, tandis que des
lettres égales signifient qu'il n'y a pas de différence significative.

1.4. Discussion

La morphologie externe de P. regalis a montré la présence de deux morphotypes a savoir les
individus non tachetés et tachetés. Ces derniers ne différent des premiers que par la présence de
taches brunes a rouge foncé sur la face dorsale. La comparaison anatomique (y compris
I'endosquelette) n'a montré aucune différence entre les deux morphotypes. Tous les deux présentent
les mémes caracteres anatomiques a savoir une seule vésicule de Poli, un seul canal de pierre a
madréporite sphérique et des muscles longitudinaux fins aux extrémités antérieures ou ils s'inserent
sur la partie antérieure des plaques radiales de I'anneau calcaire (Figure 37F). L’analyse statistique
(Figure 43) du diameétre et de la surface des disques des tables n'a montré aucune différence

significative entre les individus tachetés et non tachetés, cependant, au sein de chaque groupe, nous
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pouvons observer des différences significatives entre certains individus qui ne sont pas liées a la

présence ou a I'absence de taches mais peut-étre a la taille des spécimens.

L'examen de l'endosquelette a révélé les mémes types de sclérites dans les deux
morphotypes incluant les tables de forme similaire dans la paroi du corps, les plaques perforées de
forme similaire dans les papilles et les pédicelles, les plaques terminales de forme et de taille variées
dans les podia, les tiges a ramifications dichotomiques dans le cloaque et les batonnets de
differentes formes dans les tentacules dont certaines avec des branches dichotomiques épineuses.
Le Tableau 8 montre que certaines mensurations des divers caractéres morphologiques ou
anatomiques (y compris endosquelettiques) (par exemple, la longueur des ampoules des tentacules,
la largeur des muscles longitudinaux, le diametre de I'anneau calcaire, la longueur des plaques de
la paroi du corps, le diametre des plagues terminales entiéres, la taille des plaques terminales
ovales, la longueur de certains batonnets des tentacules) sont plus importantes chez les individus
tachetés. Nous supposons que ces différences sont dues a leur taille importante ou leur degré de

contraction et pas a des différences taxinomiques entre les deux formes.

Les individus de Parastichopus regalis tachetés et non tachetés se dégradent trés
rapidement s'ils ne sont pas immédiatement conservés dans I'éthanol apreés la collecte. Le derme se
désagrege rapidement et la texture du corps devient gélatineuse, s'étalant sur le support sur lequel
le spécimen est placé (Figure 44). Cette réaction est probablement due au stress lors de I'opération
de péche, a I'exposition a la lumiere ou au changement de pression et/ou de température surtout
que ces individus ont été péchés a plus de 36 m de profondeur. Cette dégradation du derme est
probablement causée par certaines enzymes autolytiques dans leur corps (Wang et al., 2020).
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Figure 44: Dégradation du derme de Parastichopus regalis aprés quelques heures de son
échantillonnage (individu non immédiatement conservé dans I'éthanol). Barre d'échelle = 1 cm.

Selon Zhang et al. (2015), la couleur du corps peut étre liée a des facteurs
environnementaux. Il est probable que les taches observées chez certains spécimens de P. regalis
puissent changer ou disparaitre, en fonction de l'intensité lumineuse de leurs habitats ou encore
apparaitre lorsqu'elles passent a une intensité lumineuse plus faible. De tels changements ont été
signalés chez Holothuria (P.) sanctori (Mezali, 2013). Des études antérieures sur les holothuries
ont révélé qu'ils sont actifs la nuit (Lin et al., 2013) et présentent une phototaxis négative (Zhou
etal., 1999). Selon Liu et al. (2020), les organes sensibles a la lumiere sont les tentacules, les pieds
tubulaires et les papilles qui se contractent par stimulation lumineuse et se rétablissent lorsque la
stimulation est supprimée suggérant ainsi que ces organismes possédent un systéeme
photorécepteur. Chez I'holothurie synaptide, Opheodesoma spectabilis, il a été démontré que des
taches pigmentées a la base des tentacules sont impliquées dans le comportement phototactique
(Berrill, 1966) et sur le plan histologique, l'ocelle de cette espece est composé de cellules
sensorielles reposant sur de nombreux faisceaux de fibres nerveuses tentaculaires (Yamamoto et
Yoshida, 1978). Bien que ces structures de type ocelles aient été détectées dans le tissu conjonctif
et a la base des tentacules, le mécanisme sous-jacent au systéme photorécepteur n'a pas été élucidé
(Zhao et al., 2013). Par conséquent, les réponses phototactiques signalées pour diverses holothuries
ne peuvent pas étre exclues pour les changements de coloration du corps de P. regalis et
constitueraient une étude future intéressante.
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La couleur du corps est un facteur affectant la sensibilité des holothuries a la lumiere, ces
animaux habitent progressivement les fonds marins plus profonds avec le développement de la
couleur du corps et I'épaississement du derme (Liu et al., 2020). En fait, les espéces de couleur
claire vivent principalement a des profondeurs peu profondes ou l'intensité lumineuse est elevée
tandis que les formes de couleur foncée fréquentent les zones d'ombre profonde ou il y a peu ou
pas de lumiere du tout (Lin, 2011), ainsi, les individus de couleur claire sont plus résistants a une
forte intensité lumineuse (Lin, 2011). Une étude menée sur deux morphotypes d'Apostichopus
japonicus (albinos et normal), a montré que les albinos peuvent tolérer de plus longues périodes
d'exposition a une lumiére intense (Lin et al., 2013). Une des hypothéses qui a été faite pour
expliquer ce phénoméne suppose que la paroi du corps des individus clairs peut refléchir plus et
absorber moins de lumiére qu'une surface du corps de couleur foncée (Lin et al., 2013).

Dans le cas de P. regalis, nous supposons que les individus tachetés peuvent étre retrouvés
dans des zones sombres ou ombragées et que les individus non tachetés se trouvent a des
profondeurs faibles et donc exposés a plus de lumiere et permettent ainsi une meilleure réflexion
et une résistance a une forte exposition de cette derniere. Cependant, lors de nos collectes, nous
avons observé qu'un seul trait de péche (méme profondeur et méme substrat), permettait de
collecter des individus des deux morphotypes (tacheté et non tacheté). Cela peut démystifier
I’hypothése ci-dessus mais peut s'expliquer par le fait que cette espéce a tendance a étre recouverte
de sable, créant ainsi une couverture sur sa face dorsale et provoquant la disparition des taches chez
certains individus qui sont enfouis sous le sable, surtout qu’un seul trait de péche couvre une longue
distance qui varie entre 0,926 et 3,704 km augmentant la chance de trouver plusieurs individus qui

ne sont pas dans les mémes conditions.

Pour confirmer nos résultats, il est nécessaire de procéder a des travaux moléculaires et
histologiques pour élucider nos conclusions concernant I'absence de différences taxinomiques
significatives entre les deux formes rapportées ici et de mener des expériences sur les deux
morphotypes en contrélant l'intensité et le temps d'exposition a la lumiére afin de déterminer s'ils

se comportent comme nous le supposons concernant les réponses phototactiques.

En général, le schéma de reproduction des holothuries présente un cycle saisonnier (Smiley et
al., 1991). Les especes tempérées ont plusieurs pontes par an de courte durée principalement en

printemps et en été, tandis que les espéces tropicales ont une seule ponte par an mais durent plus
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longtemps (Conand, 1993 ; Hamel et al., 1993 ; Navarro et al., 2012). Au Nord-Ouest de la
Méditerranée (Arenys de Mar), P. regalis présente un cycle de reproduction annuelle avec une
ponte en été (Ramon et al., 2022) qui coincide avec la période de prélevement de notre échantillon.
L’espéce P. tremulus qui est la seule autre espéce du méme genre présente une période de ponte

différente qui a lieu en hiver dans le Nord européen (Abad et al., 2018).

2. ldentification systématique de Holothuria algeriensis

Les individus de H. algeriensis présentent un corps semi-cylindrique de couleur marron foncé sur
la face dorsale (Figure 45A) et marron clair sur la face ventre (Figure 45C). La démarcation de
couleur entre les deux faces est trés marquée. Les protubérances sur la face dorsale sont tres petites
voire inexistantes. La bouche et 1’anus sont en position ventrale et les tentacules sont au nombre
de 20. Les sclérites de la face dorsale et ventrale sont presque les mémes a savoir les tables avec
des extrémités épineuses (Figure 45Ba et Da) et des boutons dont les perforations sont ovales
(Figure 45Bb et Db). La face dorsale présente également les plaques perforées larges (Figure
45Bc).

A

Figure 45: Morphologie externe et endosquelette de Holothuria algeriensis. A. Face dorsale. B.
Sclérites de la face dorsale. C. Face ventrale. D. Sclérites de la face ventrale. A et C, Barre
d’échelle=2 cm. B et D, Barre d’échelle = 100 um.
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3. ldentification systématique de Holothuria arguinensis

Les individus de H. arguinensis ont un corps marron sur la face dorsale (Figure 46A) et marron
clair ou beige sur la face ventrale (Figure 46C). Les deux faces sont séparées par des protubérances
bien apparentes et crochues et vont sur les deux cotés, de ’extrémité antérieure a I’extrémité
postérieure. La face dorsale est caractérisée par la présence de deux rangés de papilles. L’anus et
la bouche sont en position ventrale et la bouche est entourée de 20 tentacules. Les sclérites des
deux faces présentent le méme type de sclérites a savoir les tables avec des extrémites épineuses
(Figure 46Ba et Da), des boutons en forme de « 8 » (Figure 46Bb et Db) ainsi que les plaques
perforées larges (Figure 46Bc et Dc).

A

Figure 46: Morphologie externe et endosquelette de Holothuria arguinensis. A. Face dorsale. B.
Sclérites de la face dorsale. C. Face ventrale. D. Sclérites de la face ventrale. A et C, Barre
d’échelle=2 cm. B et D, Barre d’échelle = 100 um.
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Chapitre 111.2 : Biométrie de Parastichopus regalis
1. Structure de la population de la cote algérienne

A cause du faible effectif de H. algeriensis et H. arguinensis, nous n’avons pas pu réaliser une
étude de la croissance relative de ces deux espéces et cette partie présente uniquement les résultats

de I’espéce P. regalis dont I’effectif échantillonnée est relativement plus important.

Un total de 104 individus de Parastichopus regalis ont été collecté lors de cette étude et ce,
a partir de 26 stations le long de la c6te algérienne. Deux distributions de fréquences de taille ont
été analysées a partir des mesures de la longueur et de la largeur de 95 individus (en raison du
manqgue de mesure de 9 individus) (Figure 47). Les individus présentent une longueur moyenne
de 14,80 + 4,98 cm avec une classe modale majeure de 11-13 cm et une largeur moyenne de 5,00
+ 1,25 cm avec une classe modale de 4,50-5,50 cm. Le poids des individus n’est pas considéré

dans cette partie en raison du mangue de certaines pesées.
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Figure 47: Distribution des fréquences de longueur et de largeur de Parastichopus regalis de la

cote algérienne (n=95).
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Une comparaison de longueur et largeur de P. regalis a été réalisée en fonction des secteurs
avec le test non paramétrique Kruskal-Wallis étant donné que les données ne suivent pas la loi
normale. Les résultats ne montrent pas une différence significative (Figure 48) de longueur (test
de Kruskal-Wallis = 2,293, p > 0,05) ou de largeur (test de Kruskal-Wallis = 3,590, p > 0,05) entre

le secteur Est, Centre et Ouest.
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Figure 48: Boite a moustache des longueurs et largeurs de Parastichopus regalis en fonction des

secteurs.

2. Structure de la population de la c6te Ouest algérienne

Parmi I’ensemble des individus collectés, 72 individus proviennent de la cote Ouest algérienne,
néanmoins, en raison du manque de certaines mesures, nous avons éliminé 7 individus. Les
individus de cette région (n= 65) présentent une longueur moyenne de 15,14 + 5,51 cm et une
largeur moyenne de 4,99 + 1,22 cm. Nous avons également pu déterminer le poids et 1’épaisseur
du tégument des individus de P. regalis de cette région qui présentent des valeurs moyennes de
61,55 + 38,58 g et 3,41 £ 1,55 mm respectivement. L’échantillon de la cote Ouest algérienne
présente des distributions de longueur et de poids multimodales, La classe modale majeure de la
longueur est la méme que celle de toute la cote algérienne a savoir 11-13 cm et deux classes
modales majeures du poids sont observées a 7,50-22,50 g et 37,50-52,50 g (Figure 49).
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Figure 49: Distribution des fréquences de longueur (A), de largeur (B) et de poids (C) de

Parastichopus regalis de la cbte Ouest algérienne (n=65).

Le Tableau 9 résume une comparaison des mensures biométriques de P. regalis avec
d’autres especes d’holothuries de la méme et de différentes familles. Les valeurs moyennes de
longueur et de poids obtenues dans cette étude sont inférieures a celles obtenues par Ramon et al.
(2010) pour la méme espéce sur la cote espagnole, cette différence est probablement due a la
méthode de mesure de longueur considérée qui est la longueur contractée dans le cas de notre étude
et la longueur décontractée dans le cas de I'étude de Ramon et al. (2010). Comparee a quelques
especes de la famille des Stichopodidae provenant d’autres régions reportées dans la bibliographie
(Mexique, Equateur, Philippine), P. regalis de la région Ouest algérienne présente la plus faible
valeur de longueur et de poids (lorsqu’il est mentionné) (Jesus-Navarrete et al., 2018 ; Poot-
Salazar et al., 2014 ; Pafola-Madrigal et al., 2017 ; Ramirez-Gonzalez et al., 2020 ; Dolorosa,
2015).
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Ces valeurs de longueur et de poids de P. regalis sont également inférieurs a celles obtenues
par Mecheta et Mezali (2019) pour les autres especes du genre Holothuria provenant de la région
de Mostaganem a savoir Holothuria arguinensis (26,10 + 5,52 cm, 244,80 + 61,26 g), H. poli
(14,40 £ 2,31 cm, 90,22 + 16,07 g) et H. tubulosa (18,73 + 3,98 cm, 112,64 + 45,57 g). Par rapport
aux especes de la région Centre algérienne, P. regalis a également une longueur inférieure a celle
de H. tubulosa ainsi que H. sanctori, néanmoins, elle est supérieure a celle de H. poli (9,10 + 4,31
cm) (Mezali, 1998). Quant a I’épaisseur du tégument, P. regalis est plus épaisse que H. poli et H.

sanctori et moins épaisse que H. arguinensis et H. tubulosa (Mecheta et Mezali, 2019).

Tableau 9: Mesures biométriques de Parastichopus regalis comparées a celles des autres especes
d’holothuries. L : Longueur, | : Largeur, E : Epaisseur du tégument, P : Poids total.

Espeéce L (cm) I (cm) E (mm) P (9) Région Références
Parastichopus 15,14 + 4,99 £ 341+155 61,55 + Ouest Présente étude
regalis 5,51 1,22 38,58 algérienne
19,30 + 177,20 + Espagne Ramon et al.
4,30 73,20 (2010)
Isostichopus 22,61 = - - Mexique Jesus-Navarrete
badionotus 0,43 et al. (2018)
2530 Mexique Poot-Salazar et
5,20 al. (2014)
Isostichopus 21,40 £ 375,60 = Mexique Pafiola-Madrigal
fusus 6,00 249 etal. (2017)
20,30 + Equateur Ramirez-
5,00 Gonzélez et al.
(2020)
Stichopus 24,10 Philippines Dolorosa (2015)
chloronotus
Thelenota ananas 53,20 Philippines Dolorosa (2015)
Thelenota anax 60,00 Philippines Dolorosa (2015)
Holothuria 26,10 + - 453+1,03 244,80+ Mostaganem Mecheta et
arguinensis 5,52 61,26 Mezali (2019)
Holothuria poli 14,40 + - 3,44 £ 0,56 90,22 + Mostaganem Mecheta et
2,31 16,07 Mezali (2019)
9,10+ Centre Mezali (1998)
4,31 algérienne
Holothuria 18,73 + 596+126 112,64+ Mostaganem  Mecheta et
tubulosa 3,99 45,57 Mezali (2019)
12,02 + Centre Mezali (1998)
3,85 algérienne
Holothuria 11,56 Centre Mezali (1998)
sanctori +2,79 algérienne
22,50 = 2,69+1,96 76,90 £ Centre Mezali et al.
3,89 18,37 algérienne (2014)
Holothuria 10,80 + Centre Mezali (1998)
forskali 2,89 algérienne
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3. Croissance relative

3.1. Relation biométrique

La relation biométrique (Tableau 10 ; Figure 50A) entre la longueur et la largeur présente une
pente largement supérieure a 1 (p < 0,05) ce qui indique une allométrie majorante. Ainsi, la

longueur croit quatre fois plus rapidement que la largeur.
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Figure 50: A. Relation biométrique longueur-largeur de Parastichopus regalis. B. Relation

biométrique longueur- SLW de P. regalis.

Tableau 10: Parameétres des relations biométriques et des relations taille-poids de Parastichopus

regalis.

Relation Modele a b R? test t p Type d’allométrie
L-I L=bl+a -4994 4,032 0,79 11,686 2,03E-17 Allométrie majorante
L-SLW L=bSLW+a -3,057 2,102 0,97 21,950 3,26E-31 Allométrie majorante
L-W W=alP 0,429 1,784 0,746 -9,433 1,16E-13 Allométrie minorante
Le-W W=aLe® 0,371 1,836 0,806 -9,467 1,02E-13 Allométrie minorante

3.2. Relation taille-poids

L'équation de régression entre L et SLW utilisée pour générer la longueur estimée a partir des
longueurs et largeurs mesurées est : Le = 2,102 SLW - 3,057 (R2= 0,97, p < 0,05) (Tableau 10 ;
Figure 50B).
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Les valeurs de « b » obtenues sont de 1,784 et 1,836 pour la relation longueur-poids et
longueur estimée-poids respectivement. Dans les deux cas, les valeurs sont significativement
différentes de 3 (p < 0,05) indiquant une allométrie minorante, c'est-a-dire que la longueur du corps
croit plus rapidement que leur poids. L’utilisation de la longueur estimée étant dérivée de deux
mesures (longueur et largeur) plutét que d’une mesure (longueur) a amélioré le coefficient de
corrélation et a augmenté le « b », néanmoins, ce dernier reste toujours inférieur a 3 indiquant ainsi
une allométrie minorante (Tableau 10 ; Figure 51). Ces résultats sont proches des résultats obtenus

pour la méme espéce dans les cotes espagnoles (Ramon et al., 2010).

A 180 w= 0,429 L1754 B 180 W =0,371 Le!83
160 R*=10,746 . 160 R*=0,806 .
140 A 140 o
120 ) - 120 .
100 s 100 N
‘-::: 80 ’, o. 0.. o. ¢ é 80 s, * . - 'b. o *
£ 60 ."‘ »---'."'-'"HJ‘ . e . & 60 sa '. :.' . .
40 P . 40 i .
20 _,_..-:"":.‘l.? '. ¢ 20 qf....:' .
0 e 0 .
3 8 13 18 23 28 3 8 13 18 23 28
Longueur (cm) Longueur estimée (cm)

Figure 51: A. Relation longueur-poids de Parastichopus regalis. B. Relation longueur estimée-

poids de Parastichopus regalis.

L’allométrie minorante est couramment observée chez les espéces des holothuries de la
méme famille que P. regalis (Aumeeruddy et Conand, 2008 ; Herrero-Pérezrul et Reyes-
Bonilla, 2008 ; Ramon et al., 2010 ; Jests-Navarrete et al., 2018 ; Veronika et al., 2018) ou
appartenant a d’autres familles (Mezali, 2008 ; Aydin, 2020 ; Mezali et al., 2022) et ce, dans

différentes régions du monde (Tableau 11).
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Tableau 11: Parameétres de la relation taille-poids de Parastichopus regalis comparés a ceux des

autres especes d’holothuries.

Espéce Modele a b R2 Région Référence
Parastichopus W=alL’ 0,429 1,784 0,746 Ouest Présente étude
regalis algérienne

W=alLeP 0,371 1,836 0,806 Ouest Présente étude

algérienne

We=al® 0,002440 2,112 0,83 Espagne Ramon et al. (2010)
Stichopus naso W=alL’ 0,012 1,021 0,575 Sri Lanka Veronika et al. (2018)
Thelenota W=aL" 0,2247  2,1784 0,888 Sychelles Aumeeruddy et Conand
ananas (2008)
Isostichopus W=aL" 1,1421 1,8321 0,7141 Mexique Herrero-Pérezrul et Reyes-
fucus Bonilla (2008)
Isostichopus W=aLb 2,8112  1,7411 10,7228 Mexique Jesus-Navarrete et al. (2018)
badionotus
Holothuria W=aLb 0,0013  2,1665 Sidi-Fredj Mezali (2008)
tubulosa W=aLb 0,0020  2,0353 Tamentefoust ~ Mezali (2008)

We=alLe" 0,779 1,702 0,833 Turquie Aydin (2020)
Holothuria poli W=aLb 0,0005 2,4035 Sidi-Fredj Mezali (2008)

W=aLb 0,0013  2,1674 Tamentefoust  Mezali (2008)

We=alLe" 0,682 1,804 0,712 Turquie Aydin (2020)

We=alL"’ 0,0075 1,5856 0,8601 Oran Mezali et al. (2022)
Holothuria We=alL e’ 0,717 1,752 0,890 Turquie Aydin (2020)
mammata
Holothuria We=alLe® 4,029 1,104 0,752 Turquie Aydin (2020)
sanctori
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Chapitre 111.3. Endosymbiote de Parastichopus regalis
1. Description morphologique de I’endosymbiote

Le poisson Carapus acus endosymbiote de P. regalis présente un corps allongé, mince, sans écaille
et en forme d'anguille (Figure 53). Il posséde de longues nageoires dorsale et anale qui se
rejoignent au bout de la queue. A 1’état vivant, le corps est translucide et rougeatre avec environ 14
a 15 points irises argentés situés sur les flancs (Figure 53C). Le museau est rond avec une large

ouverture de la bouche.

Suite & des observations sous la loupe binoculaire, les dents de la méchoire des Carapus
acus (maxillaires et mandibules) (Figure 52A et B) apparaissent petites et organisées en plusieurs
rangées, ceux qui sont situées a la partie antérieure sont légérement courbées tandis que ceux de la
région postérieure sont droits. Les dents vomériennes sont un peu plus longues que les dents de la

maéchoire (Figure 52C).

Figure 52: Dentitions de Carapus acus. A. Dents des maxillaires. B. Dents des mandibules. C.

Dents vomériennes.

2. Observations de I’endosymbiote a I’intérieur de son hote

Lors de I’injection de 1’é¢thanol dans la cavité ceelomique des individus de P. regalis pour leur
conservation, deux ont été conservés avec le poisson a l'intérieur. La dissection a révélé que le
premier individu de P. regalis ne contenait qu'un seul poisson (Figure 53A) tandis que le second

en contenait deux (Figure 53B). L'individu observé seul est orienté téte vers la cavité buccale de
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I’holothurie, tandis que les deux autres observés ensemble sont en sens inverse. La présence de
plusieurs individus de poissons dans un méme hote a déja été observée chez cette espéce par
Gonzalez-Wanguemert et al. (2014a) et d'autres especes du genre Encheliophis. Dans la plupart
des cas, il n'y a qu'un seul poisson par héte. Cependant, des spécimens d'Encheliophis (E. gracilis,
E. vermicularis et E. sagamianus) et de Carapus (C. homei, C. mourlani et C. bermudensis)
auraient été appariés sexuellement chez divers holothuries (Aronson et Mosher, 1951 ; Trott et
Trott, 1972 ; Meyer-Rochow, 1977 ; Murdy et Cowan, 1980 ; Smith et al., 1981 ; Trott, 1981).
Ainsi, il se pourrait que ces individus soient de sexe opposeé et se sont hébergés dans le méme héte
pour se reproduire surtout que ce sont des adultes et la période d’échantillonnage coincide avec la
période de reproduction de cette espéce qui est entre Juillet et Septembre (Arnold, 1956). Cette
hypothese peut étre confirmée par une détermination des sexes par une observation microscopique

ou une étude histologique des gonades, cependant, cela n’a pas pu étre réalisé dans notre cas étant

donné que la cavité abdominale des deux individus était détériorée (Figure 53D).

Figure 53: A. Parastichopus regalis hébergeant un Carapus acus (fleche). B. Parastichopus
regalis hébergeant deux C. acus (fleches). C. Point irisées argentés de C. acus a 1’état vivant. D.

Les deux individus de C. acus retrouvée ensemble dans le méme P. regalis. Barre d'échelle = 1 cm.
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Dans cette étude, le poisson retrouvé seul mesure 12,3 cm dans un hote de 20 cm de
longueur et 118 g de poids, tandis que les deux trouvés ensembles mesurent 14,20 et 14,40 cm dans
un hote de 25 cm et 143 g. Selon Gonzélez-Wanguemert et al. (2014a), la corrélation entre la
taille du poisson et le poids de I'n6te n'est pas significative et le poisson ne choisit pas son hote en

fonction de sa taille.

Selon Trott (1981), les poissons-perles peuvent trouver des hotes a la fois par des signaux
visuels et chimiques et peuvent différencier les holothuries hotes et non-hotes uniquement par des
signaux chimiques. Une étude réalisée par Miyazaki et al. (2014) au Japon a révélé que 1’espéce
de poisson Encheliophis vermicularis est attire par les principales saponines produites par
I’holothurie Holothuria leucospilota (seule espéce avec laquelle le poisson a été observé) a savoir
I’Holothurin A et B. Bien que les saponines soient cytotoxiques (Kalinin et al., 2008), les poissons
posseédent une résistance a ces toxines qui est due a leur capacité a produire six a dix fois plus de
mucus que les autres poissons agissant comme une barriere mécanique (Parmentier et
Vandewalle, 2005 ; Brasseur et al., 2016).

Le comportement de pénétration chez les hétes holothuries a été étroitement observé et
décrit chez les especes des genres Carapus et Encheliophis. Un poisson essayant d'entrer dans une
holothurie nage la téte vers le bas et explore les objets. Une fois qu'un hote est trouvé, le poisson
nage le long du tégument de I’holothurie et repére 'extrémité postérieure par le courant d’eau
exhalé des arbres respiratoires (Arnold, 1957 ; Trott, 1970 ; Kloss et Pfeiffer, 2000). Deux
stratégies ont été observées ; soit le poisson pénétre I'hote la téte la premiére en se propulsant par
de violents coups de queue ; soit place sa téte a l'entrée de I'anus de I'n6te et ramene sa fine
extrémité caudale vers l'avant, le long du corps du poisson. Cette position permet au poisson
d'utiliser son corps comme guide pour amener rapidement I’extrémité de sa nageoire vers le cloaque
et le pénétrer lorsque I'hdte sort d'un courant respiratoire exhalant. Une fois I'extrémité caudale du
poisson a l'intérieur de I'holothurie, le Carapidae se redresse et pénetre dans I'hGte avec des
mouvements de recul. Cette deuxieme stratégie est plus fréquemment observée (Arnold, 1953 ;
Trott, 1970). Une fois a l'intérieur de I'ndte, les poissons Carapidae se logent dans l'arbre
respiratoire (Parmentier et Vandewalle, 2005). Les espéces de poissons du genre Carapus

quittent leur hote pour des proies telles que les petits crustaces et les annéelides pendant la nuit,
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tandis que les individus de I’espéce E. gracilis se nourrissent des tissus internes de leur hote (Smith,
1964).

3. Mensurations morphométriques de I’endosymbiote

Le Tableau 12 résume les mensurations des sept spécimens de C. acus. Le poids humide varie de
0,47 24,11 g et la longueur totale de 9 a 16,60 cm. Ces résultats sont proches de ceux observes par
Enajjar et Bradai (2016) sur la cote tunisienne et EI Aamri et Tamsouri (2018) sur la cote

marocaine.

Tableau 12: Gamme des mensurations morphométriques des individus de Carapus acus

comparées a celles des cotes tunisiennes et marocaines

Tunisie Maroc Algérie
Enajjar et Bradai El Aamri et Tamsouri Présente étude

(2016) (2018)
Nombre d’individu 01 10 07
Poids Humide (PH) (g) - - 0,47-4,11
Longueur totale (LT) (cm) 13,61 14,50-21,00 9,00-16,60
Hauteur du corps (HC) (cm) 0,54 1,20-1,90 0,59-1,50
Longueur de la téte (LT) (cm) 1,61 1,30-1,60 1,10-2,20
Diameétre de I’ceil (DO) (cm) 0,34 0,30-0,50 0,20-0,40
Longueur pré-orbitale (LPo) (cm) 0,33 0,30-0,50 0,20-0,40
Longueur pré-pectorale (LPp) (cm) 1,77 1,70-2,40 1,00-2,25
Longueur pré-pectorale (LPp) (cm) 2,16 2,90-4,20 1,50-3,80
Longueur pré-anale (LPa) (cm) 1,91 1,50-2,60 1,00-3,20

D’apres la représentation schématique des schémas de croissance des différents stades de
vie de Carapus acus proposé par Arnold (1956) (Figure 54) qui prend en considération les

longueurs du corps et de la téte en millimeétres, les sept individus étudiés sont tous au stade adulte.
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Figure 54: Représentation schématique des schémas de croissance de Carapus acus proposé par

Arnold (1956).
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Chapitre 111.4 : Etude biochimique des espéces d’holothuries étudiées
1. Composition approximative du tégument de Parastichopus regalis

Le taux d’humidité (Tableau 13) dans le tégument de P. regalis est de 90,98 + 0,71 %, cette valeur
est Iégerement inférieure a celle observée chez la méme espéce en Espagne (Roggatz et al., 2018).
En fait, au sein de la méme espece, des fluctuations du taux d'humidité peuvent étre observées en
fonction de la période d'échantillonnage et cela a été déja observée chez I'espéce Isostichopus sp.
ou le taux d’humidité varie mais pas significativement de 3 % entre les mois de Janvier et Juillet
(Vergara et Rodriguez, 2016). Cette variation mensuelle a également été observéee chez I'espéce
Holothuria scabra (Ozer et al., 2004).

Selon Chang-Lee et al. (1989), la teneur en eau des holothuries est comprise entre 82,0 et
92,6 % et elle est elevée par rapport a celle des poissons et des mollusques, cependant, des valeurs
supérieures ou inférieures ont été observées chez certaines espéces. C'est le cas de Holothuria
tubulosa, H. poli et Stichopus variegatus, avec des taux d’humidité de 81,09 = 1,97 %, 93,53 +
1,95 % et 93,36 + 0,02 %, respectivement (Mecheta et Mezali, 2019 ; Ridhowati et al., 2018). La

valeur observée chez I’espece étudiée reste dans la fourchette des taux rapportés dans la littérature.

Le taux de lipides (Tableau 13) obtenu a partir de P. regalis est de 1,40 £ 0,57 %. Deux
études ont abordé le taux de lipides dans le tégument de P. regalis. Le taux obtenu chez les
individus du Portugal est plus élevé (3,63 £ 0,11 %) (Santos et al., 2015) que celui obtenu en
Espagne par Roggatz et al. (2018) qui est de 1,27 % et celui obtenu dans la présente étude. La
composition chimique des organismes marins en général peut étre influencée par plusieurs facteurs
tels que les caractéristiques physiologiques, I'habitat, le cycle de vie et les conditions
environnementales, ainsi que des facteurs biologiques tels que l'alimentation et le cycle de
reproduction (Taboada et al., 2003 ; Diniz et al., 2012). Chez les holothuries, les compositions
organiques et non organiques varient généralement selon les espéces, la saison, I'habitat et

probablement le stade de I'ontogenese (Khotimchenko, 2015). Ainsi, la différence entre les taux
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de lipides observés au sein d'une méme espece peut s'expliquer par plusieurs facteurs mais surtout
par la température et la disponibilité des ressources alimentaires (Tabaoda et al., 2003 ; Neto et
al., 2006). En effet, les trois valeurs obtenues correspondent a des échantillons de différentes
régions échantillonnés a différentes saisons, avec le taux de lipides le plus élevé observé en
Septembre 2012 (Santos et al., 2015) et le plus bas entre I'automne et I'niver 2011 (Roggatz et al.,

2018). La valeur intermédiaire a été obtenue dans notre étude a I'été 2020.

La valeur des taux de lipides de P. regalis est plus ou moins proche de celle de Stichopus
hermanni, Isostichopus badionotus et Thelenota ananas (0,80 + 0,02 %, 0,78 £ 0,56 % et 1,9
0,01 %, respectivement) (Wen et al., 2010 ; Sanchez-Solis et al., 2021) et inférieures a celles des

espéces du genre Holothuria (Mecheta et al., 2020).

Tableau 13: Composition approximative du tégument de Parastichopus regalis comparée a celle

des autres espéces d'holothuries.

Espéce Taux Taux de Taux de Taux de sucre  Reéférences
d’humidité (%) lipide (%) cendre (%) totaux (%0)
Parastichopus 90,98 + 0,71 1,40+ 0,57 40,45+0,54 0,15+ 0,01 Présente étude
regalis - 3,63+0,11 - Santos et al. (2015)
91,40 1,27 36,80 Roggatz et al. (2018)
Stichopus hermanni - 0,80+£0,02 37,90+0,33 Wen et al. (2010)
Stihopus variegatus 93,36 + 0,02 3,39+0,33 1,50+0,63 Ridhowati et al.
(2018)
Apostichopus 91,70+ 1,34 0,22+0,08 2,49+0,03 0,25+0,04 Jiangetal. (2011)
japonicus
Apostichopus 88,80 0,3 2,60 0,2 Chang-Lee et al.
californicus (1989)
Apostichopus 90,80 0,3 3,40 0,3 Chang-Lee et al.
parvimensis (1989)
Isostichopus 0,78+056 38,9+0,32 Sanchez-Solis et al.
badionotus (2021)
Thelenota ananas - 1,90+0,01 2510+0,30 Wen et al. (2010)
Holothuria scabra 87,12 - 6,82 Ozer et al. (2004)
Holothuria 88,13+ 4,16 2,57+0,28 47,31+0,08 Mecheta et Mezali
arguinensis (2019) ; Mecheta et
al. (2020)
Holothuria poli 93,53+ 1,95 553+0,59 41,78+1,82 Mecheta et Mezali
(2019) ; Mecheta et
al. (2020)
Holothuria tubulosa 81,09 £1,97 3,81+£0,25 40,77 +£0,60 Mecheta et Mezali
(2019) ; Mecheta et
al. (2020)
Holothuria sanctori - 3,07£0,50 31,58+0,10 Mecheta et al. (2020)
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Le taux de cendres (Tableau 13) dans le tégument de P. regalis est de 40,45 £ 0,54 %. Ce
taux est Iégerement supérieur a celui obtenu par Roggatz et al. (2018) pour la méme espéce en
Espagne (36,80 %) ainsi que ceux de Stichopus herrmanni et Thelenota ananas avec des teneurs
de 37,9 + 0,33 % et 25,10 £ 0,30 %, respectivement (Wen et al., 2010). D’autres espéces de la
méme famille présentent des valeurs largement plus faibles que celles observées chez ces dernieres
telles que Stichopus variegatus, Apostichopus californicus, A. japonicus et A. parvimensis (Chang-
Lee et al., 1989 ; Jiang et al., 2011 ; Ridhowati et al., 2018). Comparée aux espéces du genre
Holothuria de la cdte Ouest algérienne, seule H. arguinensis présente un taux de cendres plus élevé
que celui de I'espéce étudiée (47,31 + 0,08 %), H. tubulosa et H. poli ont toutes deux des taux
presque similaires (40,77 £ 0,60 % et 41,78 + 1,82 %, respectivement) et H. sanctori a des valeurs
plus faibles (Mecheta et al., 2020).

Les résultats taux de cendres sont a prendre avec précaution car le taux de sclérites peut
influencer cette valeur, en fait, selon Sales et al. (2021), la forte teneur en cendres des holothuries
est probablement due a la présence de ces sclérites composés principalement de carbonate de
calcium dans la paroi du corps. La valeur obtenue pourrait considérablement diminuer si la peau
externe n’est pas prise en considération et que ’analyse s’effectuera uniquement sur la chair. Selon
Oedjoe (2017), la teneur en cendres du tégument de quelques holothuries qui était de 31,43 % et

48,30 % en incluant la chair, diminuait jusqu’a 2,42 % quand cette dernicre n’est pas considérée.

La teneur des sucres totaux du tégument de P. regalis est de 0,15 + 0,01 %, des valeurs
proches de cette derniére ont été observées chez Apostichopus japonicus, Apostichopus californicus
et A. parvimensis (Chang-Lee et al., 1989 ; Jiang et al., 2011).

La teneur en protéines n’a pas été abordé dans ce travail, cependant, selon Roggatz et al.
(2018), le tégument de Parastichopus regalis présente 14,7 % de protéine avec 19 acides aminées,

les plus important étant I'acide glutamique, I'arginine et la tyrosine.

En général, les holothuries sont riches en protéines, pauvres en lipides et contiennent
plusieurs minéraux et vitamines (Cakli et al., 2004 ; Mecheta et al., 2020). Cette composition est
influencée par I’emplacement géographique de ces organismes, leur nutrition, la saison de capture,
la procédure de manipulation de ces organismes apres leur récolte et la méthode par laquelle ils
sont transformés en « béche-de-mer » (Chang-Lee et al., 1989 ; Ozer et al., 2004 ; Aydin et al.,
2011 ; Bordbar et al., 2011). En effet, selon Gonzalez-Wanguemert et al. (2018b), la variation
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de la composition chimique des holothuries en raison de la diversité¢ de source d’alimentation
pourrait s’expliquer par le fait que ces organismes sont au bas de la chalne alimentaire et
contribuent au recyclage des détritus consommant ainsi des bactéries et des diatoméees mélangées
aux sédiments des fonds marins (Purcell et al., 2010 ; Purcell et al., 2016) et ces derniers peuvent
différer considérablement d'un site a un autre étant généralement associées au type de composeés

organiques trouvés dans ces sediments.

2. Digestibilité du tégument de Parastichopus regalis par la pepsine

Une évaluation de la qualité d'une source de protéines est généralement basée sur sa composition
en acides aminés et sa digestibilité dans le tube digestif (Santé-Lhoutellier et al., 2017). La
digestibilité in vitro par la pepsine du tégument de P. regalis est de 46,96 + 3,08 %. Elle est la
méme que celle observée chez le poisson (Wen et al., 2010) et proche de celle du poulet et du beeuf
(44,67 % et 42,75 % respectivement) (Tableau 14). Par rapport aux autres espéces d'holothuries
de la cOte Ouest algérienne, le tégument de P. regalis est plus digéré par la pepsine que celui de H.
poli ou de H. tubulosa (34,68 * 8,66 % et 25,96 + 2,04 % respectivement) (Mecheta et Mezali,
2019). Malgré le fait que P. regalis a une faible teneur en protéines [14,7 % selon Roggatz et al.
(2018)] par rapport a H. arguinensis [66,41 % selon (Mecheta et al., 2020)], leurs téguments sont
presque également digérés par la pepsine. Cette digestion peut ne pas étre liée au taux de protéines
mais plutdt a leur composition. En effet, le clivage de la pepsine est plus influencé par le résidu
d'acide aminé a une certaine position, et lorsque les acides aminés Histidine, Lysine, Arginine ou
Proline sont dans cette position, ils interdisent ce clivage (Hamuro et al., 2008). Ces acides aminés
étant faibles chez ces espéces (représentent environ 19,6 % a 26,4 % des protéines de H.
arguinensis, H. tubulosa, H. poli et P. regalis) pourraient faciliter la digestion des protéines par la
pepsine d’ou ces valeurs observés (Roggatz et al., 2015 ; Gonzalez-Wangumert et al., 2018b ;
Roggatz et al., 2018).
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Tableau 14: Digestibilité du tégument de Parastichopus regalis par la pepsine comparée aux

autres espéces d'holothuries et aux viandes couramment consommeées.

Espéce Digestibilité (%) Références
Parastichopus regalis 46,96 + 3,08 Présente étude

Holothuria arguinensis 53,56 + 3,41 Mecheta et Mezali (2019)
Holothuria poli 34,68 + 8,66 Mecheta et Mezali (2019)
Holothuria tubulosa 25,96 = 2,04 Mecheta et Mezali (2019)
Porc 47,22 Wen et al. (2015)

Poisson 46,98 Wen et al. (2015)

Poulet 44,67 Wen et al. (2015)

Viande 42,75 Wen et al. (2015)
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3. Caractérisation des saponines des trois especes d’holothuries étudiées

Les extraits de saponines des trois espéces d’holothuries étudiées a savoir Holothuria algeriensis,
H. arguinensis et Parastichopus regalis ont été analysés selon le protocole basé sur la spectrométrie
de masse décrit et qui combine I’analyse MALDI-MS, MALDI-HRMS, LC-MS et LC-MS/MS
(Decroo et al., 2017 ; Colson et al., 2020 ; Savarino et al., 2022). Ces techniques ont été utilisees
de maniéere complémentaire et sont considérées comme des outils pertinents pour détecter ces
molécules dans des mélanges complexes. La premiere étape MALDI-QTof-MS permet une
description globale du mélange de saponines en termes de composition élémentaire suite a des
mesures de masse exactes (MALDI-HRMS) sans pour autant déterminer I’éventuelle présence des
isomeres et leur caractérisation structurelle. La deuxieme étape qui implique une analyse LC-MS
a pour objectif de séparer les saponines en fonction de leur temps de rétention (tr) permettant ainsi
la discrimination des isoméres pour une méme m/z. la derniére étape a savoir la caractérisation
structurelle des ions saponine se fait par une LC-MS/MS dans laquelle les ions sont fragmentés

pour produire des ions fragments nécessaires a la reconstitution de la structure des ions parents.

L’identification des saponines a ¢été ensuite réalisée en comparant nos résultats aux
saponines des autres especes de la méme famille décrites par Van Dyck et al. (2009), Van Dyck
et al. (2010b), Caulier et al. (2013), Caulier-Mezali et al. (2016), Bahrami (2015) et Puspitasari
etal. (2022). Les travaux de ces derniers représentent une revue regroupant I’ensemble des analyses

de saponines réalisées sur les especes du genre Holothuria.

3.1. Caractérisation des saponines de Holothuria algeriensis et Holothuria arguinensis
3.1.1. Profil générale des saponines dans les extraits analysés

Le poids sec moyen des individus analyses de H. algeriensis est de 11,81 + 5,40 g. Le poids sec
moyen de I’extrait de saponine qui a été mesuré apres 1’extraction est de 21,47 + 8,90 mg. La
concentration de saponine a été ensuite calculée comme étant le rapport du poids sec de I’extrait
de saponine aux poids secs des individus et elle a une valeur moyenne de 2,29 + 1,80 g/ kg. Cette

valeur n’a pas été calculé pour 1’espéce H. arguinensis en raison du manque de pesées.

130
Une publication scientifique sur les résultats de cette partie est en cours de préparation.



Chapitre 111.4 : Etude biochimique des especes d’holothuries étudiées

La technique de la spectrométrie de masse MALDI a été utilisée pour une détection directe
et un établissement du profil des saponines de trois (03) individus de H. algeriensis et cing (05)
individus de H. arguinensis. Cette technique est « douce » car le spectre montre des ions intacts et
a charge unique pour les molécules d’analyte (Bahrami et al., 2014), cependant dans certains cas,
elle provoque une fragmentation minimale des analytes (Cai et Liu, 2013) induisant de faux pics.
Les analyses par cette technique ont été réalisées en mode ion positif et en raison de la forte affinité
des glycosides triterpéniques pour les ions de métaux alcalins (Fang et al., 1998), tous les ions

saponines détectés sont coordonnés au sodium et correspondent a des ions [M+Na]".

Les spectres MALDI-MS des trois individus étudiés de H. algeriensis sont illustrés a la
Figure 53. Les graphiques représentent les différents ions recus par le détecteur selon leur rapport
masse sur charge en abscisse et 1’intensité relative de chacun de ces ions en ordonnée, ainsi, la
hauteur de chaque pic correspond a son intensité relative. Sur la base des rapports m/z, nous
détectons 11 signaux dans la gamme m/z 850-1550 qui correspondent potentiellement a des
saponines ionisées. Les autres pics visibles dans les spectres correspondent aux ions produits des
saponines génerés par la perte d’eau, de dioxyde de carbone ou de la fonction sulfate (dans le cas
des saponines sulfatés) lors de I’ionisation MALDI. Les intensités relatives des pics observés sont
différentes suggérant que les saponines sont présentes a des proportions différentes dans les tissus.
Les trois réplicas montrent des profils similaires de spectres MALDI-MS et des ions saponines
détectés aux mémes m/z. Cependant, les intensités relatives entre les trois spectres sont légérement
différentes. Dans les trois cas, les pics correspondant a la m/z 1243 sont les plus intenses. Il est a
noter que certains pics sont associés a deux ou a trois pour former deux groupes (notés dans le
spectre en rouge) dont les signaux sont séparés par des différences de masse de 16 Da. Le premier
groupe est constitué des ions m/z 1479, 1463 et 1447 et le second des ions m/z 1243 et 1227.

Les compositions élémentaires des ions saponines ont ét€¢ d’abord confirmées sur la base
d’une mesure de masse exacte (MALDI-HRMS (+)). Cette technique révele que les ions détectés
posseédent des compositions élémentaires de saponines sulfatées a 2 sucres (m/z 905), non-sulfatées
a 4 sucres (m/z 1111), sulfatés a 4 sucres (m/z 1225-1243), non-sulfatés a 5 sucres (m/z 1287) et
non sulfaté a 6 sucres (m/z 1447-1479). Au total, sur les 11 saponines detectées, quatre sont
sulfatées (Tableau 15).
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Figure 55: Spectres MALDI-MS (+) du mélange total des saponines des extraits du tégument de
trois individus de Holothuria algeriensis. A. Individu 1. B. Individu 2. C. Individu 3. Les signaux
des saponines sont mis en évidence par des points noirs sur lesquelles sont notées les m/z [M+Na]".
Les m/z écrites en rouge correspondent aux groupes 1 et 2 dont la différence entre leurs

représentants est de 16 Da. La hauteur des pics correspond a leur intensite relative.
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Sur les cing extraits de saponines de H. arguinensis analyses, uniquement deux ont montré
un spectre MALDI-MS avec des pics correspondant aux saponines. La Figure 56 représente les
spectres MALDI-MS des deux individus. Au total, 18 signaux dans la gamme m/z 850-1550 qui
correspondent potentiellement a des saponines ont éteé observes. Les deux réplicas présentent des
profils similaires de spectres MALDI-MS avec des intensités relatives des pics différentes au sein
ou entre les individus. Les pics les plus intenses sont différents chez les deux individus, ils
correspondent aux m/z 905 et m/z 1125 chez le premier et le second respectivement. Certains pics
sont associés a deux ou a trois pour former trois groupes (notés dans le spectre en rouge) dont les
signaux sont sépares par des différences de masse de 16 Da. Le premier groupe est constitué des
ions m/z 1243 et 1227, le deuxieme des m/z 1157, 1141 et 1125 et le troisieme des m/z 905 et 889.

La MALDI-HRMS (+) indique que les ions détectés possedent des compositions
élémentaires de saponines sulfatées a 2 sucres (m/z 889-905), non sulfatées a 3 sucres (m/z 951—
995), non-sulfatées a 4 sucres (m/z 1125-1171), sulfatés a 4 sucres (m/z 1209-1261), non-sulfatés
a 5 sucres (m/z 1317), sulfatés a 5 sucres (m/z 1355), et non sulfaté a 6 sucres (m/z 1463-1509). Au

total, sur les 18 saponines identifiées, huit sont sulfatées (Tableau 16).
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Figure 56: Spectres MALDI-MS (+) du mélange total des saponines des extraits du tégument de
deux individus de Holothuria arguinensis. A. Individu 1. B. Individu 2. Les signaux des saponines
sont mis en évidence par des points noirs sur lesquelles sont notées les m/z [M+Na]*. Les m/z écrites

en rouge correspondent aux groupes 1, 2 et 3.

3.1.2. Détection des isomeres des saponines identifiées par LC-MS

Les données MALDI ont da étre complétées par une analyse LC-MS, et ce dans le but d’évaluer la

présence de saponines isomeéres et de procéder par la suite a une LC-MS/MS. Il convient de noter
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que les ions dans les spectres LC-MS et LC-MS/MS apparaissent sous forme [M+H]*, ainsi, pour
passer de la forme [M+Na]*, il faut soustraire une molécule de sodium (23) et ajouter un proton (1)
pour les molécules non-sulfatées (ex. m/z 1447 [M+Na]* apparait au pic m/z 1425 [M+H]"), quant
au molécules sulfatées, il faudrait soustraire deux molécules de sodium (46), une molécule d’eau

(18) pour ensuite ajouter deux protons (2) (ex m/z 1243 [M+Na]" apparait au pic m/z 1181 [M+H]").

En ce qui concerne 1’espéce Holothuria algeriensis, I’analyse LC-MS a révélé la présence
d’entre deux et cinq isomeres pour chaque composition élémentaire. Le chromatogramme courant
total d'ions (TIC) présenté dans la Figure 57 correspond a celui de I’ion m/z 1425 [M+H]" (m/z
1447 [M+Na]" ) de I’individu 1. Etant donnée qu’il existe deux signaux a 7,1 et 7,6 min, nous
pouvons conclure qu’il s’agit de deux isomeres dont la structure sera confirmée par LC-MS/MS.
Au total, 37 isomeres de saponines ont été détectées dans les trois extraits des trois individus
étudiés. Les proportions molaires de chaque isomeére ont été calculées et ce pour les trois individus.
Dans chaque composition on retrouve un isomere plus abondant que les autres, ce dernier peut étre
le méme pour les trois extraits ou peut différer, c’est le cas des compositions élémentaires
Cs4Hg4026S et CesH106033. Les proportions majoritaires sont indiquées dans le Tableau 15 en gras.
Dans I’ensemble des extraits, I’isomére de la composition élémentaire Cs4HgeO27S a 7,6 min est le
plus abondant, suivi de celui de C41He2017S a 7,6 min et CsaHgsO26S a 7,9 min correspondant aux
m/z 1243, 905 et 1227 [M+Na]" respectivement.
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Figure 57: Analyse LC-MS (+). Chromatogramme courant total d'ions (TIC) de la m/z 1425
[M+H]* extrait du tégument de I’individu 1 de Holothuria algeriensis. Les temps de rétention (min)

sont notés en haut de chaque pic.

Concernant I’analyse LC-MS des deux extraits de Holothuria arguinensis, elle a révéle la
présence pour chaque composition ¢lémentaire d’entre un et huit isomeres. Au total, 82 isomeres
de saponines ont été détectés dans les deux extraits des deux individus. Dans I’ensemble des
extraits, I’isomére de la composition élémentaire C41HesO17S a 10,0 min est le plus abondant, suivi
de celui de Cs4HgeO27S a 7,6 min et Ca1Hgs4016S a 10,9 correspondants aux m/z 905, 1243 et 889
[M+Na]" respectivement.
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Tableau 15: Extrait d’Holothuria algeriensis : données recueillies par les méthodes basées sur la spectrométrie de masse. Les
compositions élémentaires et les mesures d’erreur de mass (A) ont été déterminées par MALDI-HRMS. PMI (%) = Proportion molaire
des isomeres. Les noms des saponines ont été attribués selon les résultats de la LC-MS/MS. Le gras dans la colonne saponine indique
les nouvelles saponines identifiées dans la présente étude et celui des colonnes PMI (%) indique I’isomére a la haute proportion pour la
méme composition élémentaire. Les saponines soulignées représentent la proposition la plus probable.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%) PMI (%) PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  Individu 1 Individu 2 Individu 3
1479 Holothurinoside | 1457,6628 Ce7H108034 7.4 0,30 0,02 0,04
L.1) Holothurinoside 1/11 77 0,05 0,02 0,06
1463 Saponine A 1441,6885 Cs7H108033 7,2 0,17 0,02 0,03
(1.4) Holothurinoside H/ Marmoratoside B/ 17a- 73 0,47 0,03 0,04

hydroxyimpatienside A/ Saponine A '
Holothurinoside H/ Marmoratoside B/ 17a- 0,57 0,05 0,09
- o 7,6
hydroxyimpatienside A
Holothurinoside H/ Marmoratoside B/ 17a- 0,31 0,02 0,03
- . 8,0
hydroxyimpatienside A
Saponine A 8,4 0,08 0,02 0,03
1461 Saponine C 1439,6833 Ce4H110035 7,3 1,71 0,02 0,03
(4.9) Saponine B 76 0,08 0,02 0,43
Saponine D 8,0 0,05 0,01 0,03
Saponine C 8,3 0,02 0,01 0,03
1449 Holothurinoside G 1427,6820 Ce6H106033 7.1 0,35 0,02 0,05
© Holothurinoside G1 7.4 0,11 0,01 0,04
Holothurinoside G1 7.6 0,17 0,05 0,10
1447 Saponine E 1425,6866 Ce3H108035 7,1 1,33 0,01 0,03
@) Saponine F 7.6 1,55 0,09 0,06
1287 Holothurinoside E 1265,6208 CeoHg6028 7,1 0,06 0,11 0,08
G7) Holothurinoside P 73 0,09 0,06 0,07
Holothurinoside O 7.6 0,19 0,35 0,25
Holothurinoside P 8,5 0,04 0,02 0,18
Holothurinoside E1 10,1 0,05 0,04 0,05
1243 Scabraside B/ 25-hydroxyfuscocineroside B/ Holothurin A 1181,5178 Cs4Hgs027S 76 43,00 48,97 36,44
(2.1) Saponine G 8,7 0,34 0,05 0,23
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Tableau 15 : (Suite). PMI (%) = Proportion molaire des isoméres.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%) PMI (%) PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  Individu 1 Individu 2 Individu 3
1227 Scabras_ide A( 24-dehydroechinoside A/ Fuscocineroside C/ 1165,53 Cs4Hgs026S 76 0,36 0,29 0,27

3,4) Fuscocineroside B '
Saponine H 7,9 2,21 3,42 4,66
Saponine H 8,7 0,05 0,02 0,04
Saponine | 11,3 0,30 0,15 0,38
1225 Saponine J/ Saponine J1 1163,5038 Cs4Hg4026S 7,6 1,40 1,03 1,20
(2.2) Saponine K/ Saponine K1 79 0,41 0,53 1,74
Saponine L 11,3 0,23 0,16 0,36
1111 Saponine M 1089,5724 CsaHssO22 9,3 0,06 0,08 0,95
(2.6) Saponine N 76 0,08 0,03 0,07
905 Holothurin B/ Holothurin B4 843,3928 C41Hes017S 7.6 32,08 31,73 27,46
(2.8) Nobiliside B (1) 85 0,06 0,16 1,82
Nobiliside B (1) 8,7 0,10 0,01 0,12
Holothurin B/ Holothurin B4 10,1 11,09 12,09 22,09
Nobiliside B (1) 10,9 0,40 0,27 0,37

138



Chapitre 111.4 : Etude biochimique des especes d’holothuries étudiées

Tableau 16: Extrait d’Holothuria arguinensis : données recueillies par les méthodes basées sur la spectrométrie de masse. Les
compositions élémentaires et les mesures d’erreur de mass (A) ont été déterminées par MALDI-HRMS. PMI (%) = Proportion molaire
des isomeres. Les noms des saponines ont été attribués selon les résultats de la LC-MS/MS. Le gras dans la colonne saponine indique
les nouvelles saponines identifiées dans la présente étude et celui des colonnes PMI (%) indique 1’isomére a la haute proportion pour la
méme composition élémentaire. Les saponines soulignées représentent la proposition la plus probable.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%) PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  Individul Individu 2
1509 Saponine 1 1487,7195 CeH110035 7.6 0,12 0,11
O “saponine2 82 0,02 0,03

Saponine 2 8,7 0,02 0,01
Saponine 3 10,1 0,01 0,02
1495 Saponine 4 1473,7253 Ce7H108035 7.1 0,02 0,03
1) Saponine 5 76 0,03 0,04
Saponine 6 8,2 0,04 0,17
Holothurinoside K1/ Saponine 7 10,1 0,02 0,02
1463 Holothurinoside H/ Marmoratoside B/ 17a-hydroxyimpatienside A 1441,705 Cs7H108033 7.1 0,45 0,11
(@2) Saponine 8 73 0,12 0,10
Holothurinoside H/ Marmoratoside B/ 17a-hydroxyimpatienside A 76 0,16 1,40
Saponine 9 8,4 0,10 0,46
Saponine 8 8,4 0,03 0,07
Holothurinoside H1 8,5 0,02 0,08
1355 Saponine 10 1293,6538 Ce5Ho8025S 7.4 0,02 0,02
©1) Saponine 11 76 0,02 0,03
1317 Saponine 12/ Saponine 13 1295,5544 Cs1Hg029 7.4 0,02 0,04
1) Holothurinoside N/ Saponine 12/ Saponine 13 76 0,03 0,02
Holothurinoside N 10,1 0,01 0,03
Saponine 12/ Saponine 13 10,2 0,01 0,02
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Tableau 16 : (Suite). PMI (%) = Proportion molaire des isoméres.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%) PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  Individu1l Individu 2
1261 Non identifiée 1199,5342  CsaHsgsO2sS 7.1 0,02 0,02
“1) Non identifiée 74 0,14 021

Non identifiée 76 0,53 0,42
Non identifiée 7.9 0,06 0,08
Non identifiée 8,1 0,15 0,03
Non identifiée 10,2 0,02 0,04
1243 Saponine 14 1181,5178 Cs4Hgs027S 7.4 0,81 0,58
©02) Scabraside B/ 25-hydroxyfuscocineroside B/ Holothurin A 7.6 11,64 8,37
1229 Saponine 15 1167,543 Cs3Hgs027S 7.2 0,03 0,02
.9 Saponine 17 7.4 0,15 0,03
Saponine 17 7,6 0,01 0,04
Saponine 17 7.7 0,05 0,03
Saponine 16 8,0 0,02 0,03
Saponine 16 10,2 0,02 0,06
Saponine 18 11,3 0,82 0,97
1227 Scabraside A/ 24-dehydroechinoside A/ Fuscocineroside C/ Fuscocineroside B 1165,53 CsaHgs026S 7.4 0,27 0,09
@1 Saponine 19 76 0,08 0,07
Scabraside A/ 24-dehydroechinoside A/ Fuscocineroside C/ Fuscocineroside B 7.9 0,87 1,16
Scabraside A/ 24-dehydroechinoside A/ Fuscocineroside C/ Fuscocineroside B 10,1 0,15 0,01
Saponine 20 11,3 0,52 0,46
1209 Saponine 21 1147,7275 Cs4Hg4025S 7.4 0,15 0,03
4.2) Saponine 21/ Saponine 22 76 0,09 0,08
Saponine 21 7.9 0,05 0,05
Saponine 21 8,2 0,02 0,03
Saponine 21 10,2 0,02 0,02
1171 Non identifiée 1149,607 Css5HgsOx2s 76 0,14 0,09
(4.2) :
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Tableau 16 : (Suite). PMI (%) = Proportion molaire des isoméres.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%) PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  Individul Individu 2
1(}54; Non identifiée 1135,617 Cs4Hs6025 76 0,13 0,19
5.1’41 Desholothurin A 1119,7097 Cs4Hs6024 7.6 0,13 0,09
(28) Desholothurin AL 80 0,03 0,03

Saponine 23 8,4 0,05 0,07
Desholothurin A 9,0 0,02 0,03
Saponine 23 10,2 0,44 0,37
Saponine 24/ Saponine 25 13,6 0,04 0,04
1125 Holothurinoside C 1103,7582 CsaHgsO23 7.4 0,35 0,16
.0 Holothurinoside C 76 0,38 0,53
Holothurinoside C 8,0 0,04 0,15
Holothurinoside C 8,4 0,02 0,03
Saponine 26 9,3 0,04 0,06
Holothurinoside C 9,7 0,02 0,02
Holothurinoside C 10,1 0,91 3,46
Holothurinoside C1/ Saponine 26 11,2 0,04 0,04
995 Saponine 27 973,5799 CasH76020 7.4 0,04 0,04
(1.2 Saponine 28 93 0,02 0,03
Saponine 29 10,1 0,01 0,05
Saponine 27 10,9 0,08 0,07
951 Saponine 30 929,5351 C47H7601s8 7.6 0,05 0,05
(48) Saponine 31 100 0,01 0,02
Saponine 32 11,6 0,21 0,07
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Tableau 16 : (Suite). PMI (%) = Proportion molaire des isoméres.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%) PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  Individu1l Individu 2

905 Nobiliside B (1) 843,3928 Ca1Hes0178 74 1,58 0,09

©03) Holothurin B/ Holothurin B4 7.6 9,21 6,77

Nobiliside B (1) 8,4 0,25 0,30

Nobiliside B (1) 9.2 117 0,49

Holothurin B/ Holothurin B4 10,0 60,56 62,92

Nobiliside B (1) 10,9 0,84 1,99

Nobiliside B (1) 11,7 0,05 0,11

889 Holothurin B3/ 24-dehydroechinoside B 827,4051 Ca1He4016S 73 0,17 0,05

©.1) Holothurin B3/ 24-dehydroechinoside B 7.9 0,72 1,01

Saponine 33 8,9 0,03 0,02

Holothurin B3/ 24-dehydroechinoside B 10,9 2,67 3,51

Saponine 34 11,2 0,04 0,30

Holothurin B3/ 24-dehydroechinoside B 11,7 1,28 0,85

Saponine 34 12,0 0,30 0,15
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3.1.3. Caractérisation de la structure moléculaire des saponines par LC-MS/MS

Des expériences LC-MS/MS ont été réalisées pour confirmer la structure des saponines connues
dans un premier temps et ensuite d’essayer d’identifier de nouveaux congénéres en se basant sur

les regles de fragmentation.

L’analyse LC-MS/MS de I’extrait de H. algeriensis a été réalisée sur I’ensemble des ions
m/z observées dans 1’analyse MALDI-MS. Nous allons prendre comme exemple 1’ion parent m/z
1425 [M+H]" qui a été abordé ci-dessus. La Figure 58 présente le chromatogramme courant total
d’ions (TIC) de I’ion m/z 1425 lors de I’analyse LC-MS/MS, ce dernier est similaire au

chromatogramme LC-MS de I’ion m/z 1425 présenté a la Figure 57.

7,56

7,00 8,00
Temps (min)

Figure 58 : Analyse LC-MS/MS. Chromatogramme courant total d’ions (TIC) de la m/z 1425
[M+H]" lors d’une analyse LC-MS/MS de I’extrait de saponine de H. algeriensis. Les temps de

rétention (min) sont notés en haut de chaque pic.
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Par conséquent, deux spectres LC-MS/MS sont genérés aux deux temps de rétention 7,1
min et 7,6 min et sont présentés dans la Figure 59A et Figure 59B respectivement. Chaque pic du
spectre correspond a un ion fragment de I’ion parent qui est situé a droite et qui dans ce cas
n’apparait pas car il est complétement fragmenté. Afin d’établir le schéma de fragmentation de
cette saponine pour ensuite la reconstituer, les différences de masse entre chaque pic sont calculées
pour déterminer les groupements chimiques correspondant a ces écarts. A ce stade, on peut soit
perdre les sucres un a un pour n’avoir que 1’aglycone, soit perdre I’aglycone en premier puis les
sucres. Lors de la réaction de condensation de deux sucres, une molécule d’eau est perdue,

cependant, le détachement des sucres peut se faire sans ou avec la molécule d’eau.

En suivant le schéma de fragmentation au tr 7,1 min en trait plein a la Figure 59A, les
sucres sont retirés un a un de 1’ion parent. Ainsi, 1’ion 1249 correspond au retrait du sucre 3-O-
Méthyl-Glucose ([M+H]" — M 3.0-méthyl-Glucose + M 120 = 1425 — 194 + 18 = 1249). La différence de
masse suivante entre la m/z 1249 et 1087 correspond a la perte du deuxiéme sucre qui est le Glucose
(162 Da). Ce raisonnement est appliqué pour la suite du spectre avec des pertes consécutives de
résidus de Glu, Glu, Qui (146 Da) et Xyl (132 Da) produisant des ions détectés aux m/z 925, 763,
617 et 485 respectivement. Ainsi, les six sucres de la molécule sont perdus et il ne reste que la

partie non glycosidique a savoir I’aglycone qui apparait au pic m/z 485.

Un deuxieme schéma de fragmentation (donnant la méme structure que la précédente)
représenté en pointillés peut étre obtenu pour ce méme tr en retirant d’abord la masse de I’aglycone
de I’ion parent ((M+H]" — M aglycone = 1425 — 484 = 941) puis les sucres un a un. 1l faut noter que

I’ion m/z 485 peut correspondre a I’aglycone et/ou a la chaine de 3 sucres [MeGlu-Glu-Qui].

Le spectre LC-MS/MS au temps de rétention 7,6 min présente un autre schéma de
fragmentation. La différence entre les deux réside dans les deux composantes de la saponine a
savoir la chaine glycosidique et 1’aglycone. La fragmentation de I’ion parent donne des pertes
consécutives de résidus de MeGlu, Qui, MeGlu, Glu, Qui et Xyl produisant des signaux détectés a
1249, 1085, 909, 747, 601 et 469 respectivement. Le pic 469 correspond a 1’aglycone qui differe
du premier par un groupement hydroxyle (16 Da) en moins.
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Figure 59 : Analyse LC-MS/MS des ions m/z 1425 provenant du mélange de saponines de
I’individu 1 de H. algeriensis. A. Spectre de masse LC-MS/MS de la saponine E au temps de
rétention 7,14 min. B. Spectre de masse LC-MS/MS de la saponine F au temps de rétention 7,6

min.

A ce stade de I’analyse LC-MS/MS, la structure de I’aglycone ne peut pas étre déterminée
avec exactitude étant donne que ce dernier ne se fragmente pas, il faudrait alors proceder a une

MS/MS/MS qui consiste a resélectionner un ion fragment d’une analyse MS/MS et le fragmenter

145



Chapitre 111.4 : Etude biochimique des espéces d’holothuries étudiées

a nouveau avant de 1’analyser. De ce fait, quand le schéma de fragmentation ne correspond pas a
une saponine reportée dans la bibliographie et qu’il s’agit d’une nouvelle proposition de molécule,
les différentes possibilités de structures de 1’aglycone qui correspondent a la masse trouvée sont
cites.

Le Tableau 17 résume toutes les saponines signalées chez Holothuria algeriensis et H.
arguinensis lors de la présente étude avec leurs caractéristiques structurelles. Les caractéristiques
structurelles sont indiquées dans le tableau en quatre colonnes, la premiére « Aglycone-R1 »
indique la structure de 1’aglycone (Figure 62) ainsi que la structure des substituants de la chaine
latérale (R1), la deuxieme « R2 » indique les substituants de la fraction glycosidique correspondant
aux deux et quatre monosaccharides (Figure 63), la troisiéme « R3 » indique les substituants R2
constitués de trois, cing ou six unités monosaccharide (Figure 64). Les nouvelles propositions de
saponines ont été nommeées de « Saponine A » a « Saponine N » pour celles identifiées chez H.
algeriensis (parfois le chiffre 1 est ajouté aprés la lettre quand il s’agit d’une saponine retrouvée au
méme tr) et de « Saponine 1 » a « Saponine 34 » pour celles identifiées chez H. arguinensis et sont

notées en gras dans le Tableau 15 et le Tableau 16.

A partir des deux schémas de fragmentation de I’ion m/z 1425 au tr 7,1 et 7,6 (Figure 59),
nous pouvons proposer deux structures qui n’ont été répertoriées pour aucune espece d’holothurie
qu’on nomme « Saponine E » et « Saponine F » respectivement (Tableau 17). Dans le cas de la
saponine E, I’aglycone dont la masse est de 484 Da peut correspondre aux structures d’aglycone
Al10, B1, B9 ou B11 (Figure 62). Celui de la saponine F peut correspondre a A1, A9, All, B4, B5
ou D1 (Figure 62).

Du point de vue composition chimique et structure moléculaire, la « Saponine A » qui
correspond a la m/z 1463 [M+Na]" ou m/z 1441 [M+H]" est tres proche de la « Saponine F » et elle
font toutes les deux parties du groupe 1 cité ci-dessus (Figure 55). En effet, les deux structures
présentent la méme chaine glycosidique et la différence entre les deux saponines réside dans la

structure de I’aglycone qui présente un groupement hydroxyle en plus (16 Da) chez la Saponine A.

Le schéma de fragmentation de I’ion m/z 1441 au tr 7,3 min en trait plein (Saponine A)
(Figure 60A) donne les mémes pertes consécutives de sucres que la saponine F a savoir MeGlu,
Qui, MeGlu, Glu, Qui et Xyl produisant des signaux détectés a 1247, 1101, 925, 763, 617 et 485
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respectivement. Ce dernier correspond a I’aglycone. La structure de la saponine A est indiquée

dans le Tableau 17.
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Figure 60 : Analyse LC-MS/MS des ions m/z 1441 provenant du mélange de saponines de
I’individu 1 de H. algeriensis. A. Spectre de masse LC-MS/MS de la saponine A (trait plein) et des
saponines Holothurinoside H, Marmoratoside B ou 17a-hydroxyimpatienside A (trait pointillé) au
temps de rétention 7,3 min. B. Spectre de masse LC-MS/MS des saponines Holothurinoside H,

Marmoratoside B ou 17a-hydroxyimpatienside A au temps de rétention 7,6 min.
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Un autre schéma de fragmentation de I’ion m/z 1441 au méme tr que le précédent ainsi que
le schéma de fragmentation au tr 7,6 min sont représentés en trait pointillé a la Figure 60A et B.
L’aglycone qui a une masse de 468 Da est perdu pour donner I’ion m/z 955 qui correspond a la
chaine de sucre MeGlu, Glu, Xyl, Glu, Qui et MeGlu. Au tr 7,6 min, cette méme molécule peut
étre reconstituée selon un deuxieme schéma de fragmentation qui consiste a perdre les sucres dans
un premier temps pour ne laisser que la masse de 1’aglycone au pic m/z 469. En fait ces schémas
de fragmentation permettent de reconstituer une saponine qui pourrait correspondre & trois
possibilités déja répertoriées chez d’autres espeéces d’holothuries et dont 1’aglycone possede la
méme masse, il s’agit de ’Holothurinoside H, La Marmoratoside B et la 17a-hydroxyimpatienside
A. De cette facon, il s’aveére possible de trouver dans le spectre d’'un méme tr, deux schémas de

fragmentation correspondant a deux structures différentes tel qu’il est le cas au tr 7,3 min.

Etant donné que nous n’avons pas pu trancher sur la structure de I’aglycone, I’ensemble des
possibilités de saponines qui existent dans chaque temps de rétention sont noté dans le Tableau
15. Des spectres de fragmentation similaires peuvent apparaitre dans plusieurs temps de rétention
pour la méme m/z. Dans le cas de I’ion m/z 1441, la Saponine A a été identifiésau tr 7,2, 7,3 et 8,4
min, I’Holothurinoside H, la Marmoratoside B ou la 17a-hydroxyimpatienside A au tr 7,6, 7,3 et

8,0 min.

De facon similaire, des analyses LC-MS/MS ont été effectuées pour tous les ions saponines
détectés en MALDI-MS et les caractéristiques des différentes structures établies sont regroupées
dans le Tableau 17. Au total, 37 structures ont été¢ identifiées pour I’espéce H. algeriensis dont 16
sont nouvelles. Le nombre total regroupe également les différentes possibilités aux aglycones et/
ou de chaine de sucres différents. Parmi les structures déja identifiées chez d’autres espéces
d’holothuries, huit sont des possibilités uniques dont la structure peut étre confirmée, il s’agit de
I’holothurinoside T a la m/z 1479, G et G1 a lam/z 1449, E, P, O, E1 a la m/z 1287 et la Nobiliside
B (1) a la m/z 905 [M+Na]". Ces structures possédent I’aglycone B1 pour la masse 484 Da, Al ou
D1 (dans le cas de la Nobiliside B (1)) pour la masse 468 Da et C1 pour la masse 452 Da.

Certaines saponines présentent la fonction acétyle au niveau de 1’aglycone, cette dernicre
apparait dans les spectres LC-MS/MS par des différences de 60 Da. 1l s’agit des saponines B, D,
J1 et K. D’autres aglycones tel que ceux des saponines C et J n’ont pas pu étre identifiés car aucune

correspondance n’a été trouvée dans la bibliographie.
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En considérant les résultats de MALDI-MS, deux groupes de m/z ont été établis et dont la
différence entre leurs représentants est de 16 Da (Figure 55). En analysant les spectres LC-MS/MS,
nous pouvons conclure que les couples m/z suivants et qui appartiennent aux groupes établis
présentent la méme chaine glycosidique et la différence de 16 Da réside dans la structure de
I’aglycone qui présente une fonction hydroxyle en plus ou en moins, il s’agit de I’Holothurinoside
| et [Holothurinoside H, Marmoratoside B ou 17a-hydroxyimpatienside A] ; la Saponine A et la
Saponine E ; [la Scabraside B, 25-hydroxyfuscocineroside B ou Holothurin A] et [la Scabraside A,
24-dehydroechinoside A, Fuscocineroside C ou Fuscocineroside B] et enfin la Saponine G et la

Saponine 1.

De la méme maniére, I’analyse LC-MS/MS a été realisée sur 16 ions m/z identifié par
MALDI-MS chez Holothuria arguinensis (excepté les ions aux m/z 1171 et 1157). Au total, 57
structures de saponines ont ét¢ identifiées dont 34 sont nouvelles. Comme c¢’était le cas pour H.
algeriensis, plusieurs saponines ont été identifiées dans un méme tr, ils peuvent différer par la
structure de 1’aglycone telle que la [Scabraside B, la 25-hydroxyfuscocineroside B] et 1’Holothurin
A ; par la structure de la chaine glycosidique telle que les saponine 12 et 13 ou par I’ensemble de
la structure telle que 1’Holothurinoside K1 et la Saponine 7. Parmi les structures identifiées déja
répertoriées dans la bibliographie, six sont des possibilités uniques qu’on pourrait confirmer, il
s’agit de ’Holothurinoside H1, I’Holothurinoside N, la Désholothurin A et A1, I’Holothurinoside
C et la Nobiliside B(l) qui correspondent aux m/z 1463, 1317, 1141, 1125 et 905 [M+Na]*. Ces
structures possedent également les mémes structures d’aglycones pour les mémes masses citées ci-

dessus pour H. Algeriensis.

Parmi les ions m/z analysés, quatre sont communes entre H. algeriensis et H. arguinensis
et correspondent aux m/z 1441, 1181, 1165 et 843 [M+H]". Ainsi, parmi les nouvelles molécules,
quatre sont communes entre les deux et ont été identifiées aux trois premiéres m/z. il s’agit de la
Saponine A = Saponine 8, Saponine G = Saponine 14, Saponine H = Saponine 19 et Saponine | =

Saponine 20.

L’analyse MALDI-MS des extraits de H. arguinensis a révélé la présence de trois groupes
dont les m/z de ses représentants different de 16 Da (Figure 56). Etant donné que 1’analyse LC-
MS/MS n’a pas été faite sur I’ion m/z 1157, nous ne pouvons pas confirmer sa structure, cependant,

les couples de saponine [Scabraside B/ 25-hydroxyfuscocineroside B ou Holothurin A] et
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[Scabraside A/ 24-dehydroechinoside A/ Fuscocineroside C ou Fuscocineroside B] ; Saponine 14
et Saponine 20 ; Desholothurin A et Holothurinoside C ; Desholothurin Al et Holothurinoside C1 ;
[Holothurin B ou B4] et [Holothurin B3 ou 24-dehydroechinoside B] et enfin, Nobiliside B (1) et
Saponine 34 ont la méme chaine de sucre en commun et la différence entre eux réside dans

I’absence ou la présence de la fonction hydroxyle dans 1’aglycone.

Parmi les structures identifiées, 16 présentent un groupe acétyle au niveau de 1’aglycone.
Le schéma de fragmentation a la Figure 61A correspond a la Saponine 9 qui est identifiée a la m/z
1463 [M+Na]" ou 1441 [M+H]*. A partir de I’ion m/z 1441, des pertes consécutives de quatre
sucres (MeGlu, Glu, Glu et Glu) est observée dans un premier temps, ensuite, la différence entre
les ions m/z 779 et 719 correspond a 60 Da qui représente la perte de 1’acétyle, suivi de la perte de
deux xyloses pour arriver a la masse de 1’aglycone a m/z 455. Cependant, dans le cas de cet
exemple, la structure de 1’aglycone n’a pas été identifiée car aucune correspondance n’a été trouvés

dans la bibliographie.

Un autre exemple est illustré a la Figure 61B qui s’agit de la Saponine 29 observée a la m/z
973 et qui est composée de trois sucres. Dans un premier temps, le fragment cible perd 60 Da de
I’acétyle puis la chaine des trois sucres (Xyl, Qui et Xyl) pour arriver a I’aglycone qui dans ce cas
a une masse de 484 Da. En se référant a la bibliographe, une seule structure de 1’aglycone

correspondant a la masse observée est retrouvee et il s’agit du F8 représenté dans la Figure 62.

La structure de certaines saponines n’a pas pu étre élucidée en raison de quelques
incohérences des résultats obtenue par LC-MS/MS. C’est le cas des saponines 10, 11, 24, 30, 33 et
celles du pic m/z 1261 [M+Na]".
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Figure 61 : Analyse LC-MS/MS des ions acétylés provenant du mélange de saponines de
I’individu 1 de H. arguinensis. A. Spectre de masse LC-MS/MS de la Saponine 9 (m/z 1441) au
temps de rétention 8,3 min. B. Spectre de masse LC-MS/MS de la Saponine 29 au temps de

rétention 10,1 min.
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Tableau 17 : Apercu des saponines identifiées chez les especes Holothuria algeriensis et Holothuria arguinensis et leurs propriétés
structurelles. Les lettres et les chiffres dans les colonnes Aglycone-R1, R2 et R3 correspondants aux sous-structures indiquées dans les
Figures 62, 63 et 64 respectivement. Le gras dans la colonne « Saponine » indique les nouvelles structures identifiées lors de cette étude
et celui de la colonne « Aglycone-R1 » indique la structure la plus probable.

Saponine Formule Aglycone-R1 R2 R3 m/z Masse H. H.
moléculaire [M+Na]+  nominale algeriensis arguinensis
Saponine 1 CesH110035 B12/F2 g IX 1509 1486 X
Saponine 2 Non identifié g X X
Saponine 3 F8 i VII X
Holothurinoside K1 Ce7H108035 B1 g VI 1495 1472 X
Saponine 4 B12/F2 g X1 X
Saponine 5 B12/F2 e IX X
Saponine 6 Non identifié g IX X
Saponine 7 F8 f X1 X
Holothurinoside | Ce67H108034 B1 f Vil 1479 1456 X
Holothurinoside 11 Al g VII X
17a-hydroxyimpatienside A Ce67H108033 B4 f Vil 1463 1440 X X
Holothurinoside H Al f VI X X
Holothurinoside H1 C1 g Vil X
Marmoratoside B All f VI X X
Saponine 9 Non identifié k VIII X
Saponine A (= Saponine 8) A10/B1/B9/B11 f X X X
Holothurinoside G Ce6H106033 B1 f IX 1449 1426 X
Holothurinoside G1 Al g IX X
Saponine 10 CesHos025S - - - 1355 1310 X
Saponine 11 - - - X
Saponine B Ce4H110035 Al6 f XI 1461 1438 X
Saponine C Non identifié f VII X
Saponine D Al13/A14/E2 h IX X
152
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Tableau 17 : (Suite).

Saponine Formule Aglycone-R1 R2 R3 m/z Masse H. H.
moléculaire [M+Na]+ nominale  algeriensis  arguinensis
Saponine E Ce3H108035 A10/B1/B9/B11 f Vi 1447 1424 X
Saponine F Al/A9/A11/B4/ f X X
B5/D1
Holothurinoside N (= Holothurinoside L) Ce1Hgs029 B1 f \ 1317 1294 X
Saponine 12 B12/F2 f VI X
Saponine 13 B12/F2 | v X
Holothurinoside E (= 17-dehydroxyholothurinoside A) CeoHg6028 Al f 1l 1287 1264 X
Holothurinoside E1 C1 g I X
Holothurinoside O Pas clair f 1 X
Holothurinoside P B1 f v X
Non identifiée Cs4Hs3028S - - - 1261 1216 X
Saponine M Cs4Hss022 A4/A5/C1 e | 1111 1088 X
Saponine N A10/B1/B9/B11 i | X
25-hydroxyfuscocineroside B Cs4Hs6027S Al0 f Il 1243 1198 X X
Holothurin A B1 f 1l X X
Saponine G (= Saponine 14) Al1/A9/A11/B4/ g 1 X X
B5/D1
Scabraside B (= 17- hydroxyfuscocineroside B) B9 f 1 X X
17-dehydroxyholothurin A (= Fuscocineroside C) Cs4Hgs026S Al f Il 1227 1182 X X
24-Dehydroechinoside A B4 f 1l X X
Fuscocineroside B A9 f Il X X
Saponine H (= Saponine 19) A10/B1/B9/B11 h 1l X X
Saponine | (= Saponine 20) A4/A5/C1 g 1 X X
Scabraside A B5 f 1l X X
Saponine 21 Cs4H84025S Non identifié h 1l 1209 1164 X
Saponine 22 E4 d 1l X
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Tableau 17 : (Suite).

Saponine Formule Aglycone-R1 R2 R3 m/z Masse H. H.
moléculaire [M+Na]+ nominale  algeriensis  arguinensis
Saponine 15 Cs3Hs4027S A10/B1/B9/B11 k 1l 1229 1184 X
Saponine 16 Al/A9/A11/B4/ m 1l X
B5/D1
Saponine 17 Al/A9/A11/B4/ e 1l X
B5/D1

Saponine 18 A7/B2 f 1l X
Desholothurin A (= Nobiliside 2A) Cs4HgsO24 B1 f | 1141 1118 X
Desholothurin Al (= Arguside E) Al g | X
Saponine 23 B12/F2 j | X
Saponine 24 - - - X
Saponine 25 Non identifié i | X
Holothurinoside C Cs4Hs6023 Al f | 1125 1102 X
Holothurinoside C1 C1 g | X
Saponine 26 A10/B1/B9/B11 h | X
Saponine J Cs4Hs4026S Non identifié f Il 1225 1180 X

Saponine J1 Al5 d 1 X

Saponine K E4 j 1l X

Saponine K1 A6 g 1 X

Saponine L - - - X

Saponine 27 Ca8H76020 B12/F2 c Il 995 972 X
Saponine 28 Non identifié c \ X
Saponine 29 F8 b VI X
Saponine 30 Ca7H760138 - - - 951 928 X
Saponine 31 A10/B1/B9/B11 c I X
Saponine 32 A7/B2 c \ X
Holothurin B C41He4017S Bl b Il 905 860 X X
Holothurin B4 B11 b 1l X X
Nobiliside B (1) (= Nobiliside C (I1)) D1 a 1l X X
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Tableau 17 : (Suite).

Saponine Formule Aglycone-R1 R2 R3 m/z Masse H. H.
moléculaire [M+Na]+  nominale algeriensis arguinensis
24-dehydroechinoside B Ca1Hs4016S B4 b 1l 889 844 X
Holothurin B3 Al b 1l X
Saponine 33 - - - X
Saponine 34 A4/A5/C1 a 1l X
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Figure 62 : Squelettes possibles et chaines latérales des aglycones observés chez Holothuria

algeriensis, Holothuria arguinensis et Parastichopus regalis. Les lettres et les chiffres en

majuscules correspondent a ceux indiqués dans la colonne « Aglycone-R1 » des Tableaux 17 et

19.
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Figure 63 : Fractions glycosidiques des saponines identifiées dans les extraits de Holothuria
algeriensis, Holothuria arguinensis et Parastichopus regalis. Les lettres en minuscules

correspondent a celles de la colonne « R2 » des Tableaux 17 et 19.

158



Chapitre 111.4 : Etude biochimique des espéces d’holothuries étudiées

I u I GH:0H v CH;
0 o
II mso, OH OH
HO HO
OH OH
Glc Qui
VvV CH,0H VI VII CH;OH CH,OH
o
0 o} 0 _o
OCH; OH OCH;3
HO HO HO o
OH oH OH OH
OMeGlc Xyl OMeGlc Glc
VIIT CH:0H CH,OH IX CH; CH,0H
o} o
0 o 0 _o
OH OH
HO o HO o
OH OH OH OH
Glc Glc Qui Glc
X CHmon CH;3 XI CH,OH
o} 0
O —o O —o
OCH; OH
HO o HO o
OH OH OH OH
OMeGlc Qui Xyl Gle

Figure 64 : Fractions glycosidiques complémentaires des saponines identifiées dans les extraits de
Holothuria algeriensis, Holothuria arguinensis et Parastichopus regalis a trois, cing et six unités
monosaccharidiques. Les chiffres romains correspondent a ceux de la colonne « R3» des

Tableaux 17 et 19.

3.1.4. Discussion

Les différentes techniques de spectrométrie de masse utilisées, notamment la MALDI-MS, la
MALDI-HRMS, la LC-MS et la LC-MS/MS, semblent appropriées pour I'étude des saponines dans
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les extraits d’holothuries. Méme si elles ne peuvent pas étre aussi précises que l'utilisation de la
résonance magnétique nucléaire (RMN) pour caractériser la structure des molécules, les analyses
de spectrométrie de masse permettent d'abord de déterminer les compositions moléculaires, puis
de détecter les différents isomeres de la méme composition avec, dans la plupart des cas, dans la

plupart des cas, les structures chimiques hypothétiques correspondantes.

Cette étude est la deuxieme qui aborde la caractérisation des triterpéenes glycosidiques des
especes d’holothuries de la cote algérienne aprés d’étude de Caulier-Mezali et al. (2016) sur
Holothuria sanctori et a notre connaissance, la premiére qui s’intéressent aux espéces Holothuria

algeriensis et H. arguinensis.

L’analyse des extraits de saponines des deux especes étudiées a révélé la présence de 11
compositions élementaires chez H. algeriensis et 18 chez H. arguinensis contenant chacune
plusieurs isomeres et offrants plusieurs possibilités de saponines. En plus des saponines identifiées
confirmées de la bibliographie qui sont au nombre de huit et six pour H. algeriensis et H.
arguinensis respectivement, plusieurs m/z présentent deux ou plusieurs possibilités qui different
par la partie non-glycosidique de la molécule et dont certaines sont communes entre les deux
especes au m/z 1463, 1243, 1227 et 905 [M+Na]*. Cette analyse nous a permis de mettre en
évidence 16 et 34 nouvelles saponines pour H. algeriensis et H. arguinensis respectivement dont
quatre sont communes et retrouvés au méme m/z communes cité ci-dessus. Le profil des saponines
des deux espéces présente un mélange de saponines non-sulfatées et sulfatées qui sont au nombre

de 4 chez H. algeriensis et 8 chez H. arguinensis et des saponines non-acétylées et acétylées.

Malgré le fait que nous n’avons pas procédé a une MS/MS/MS qui permet de déterminer la
structure de 1’aglycone, nous pouvons tout de méme proposer certaines structures pour les
nouvelles saponines. En considérant que pour les celles confirmés par la bibliographie chez les
deux especes, les aglycones dont la masse est de 484 Da correspond a la structure B1, 468 Da
correspond a Al et 452 Da a C1 et en supposant que I’holothurie ne dépense pas son cout
énergétique pour produire différentes formes d’aglycones, nous pouvons trancher sur la structure
des aglycones identifiés chez les deux especes et proposer des structures finales pour certaines
nouvelles saponines identifiées. Ainsi, 14 structures sont proposées dont 4 sont communes entre
les deux especes a savoir la Saponine A (= Saponine 8) (Figure 65), la Saponine G (= Saponine

14), la Saponine H (= Saponine 19) et la Saponine | (= Saponine 20) ; 4 sont retrouvées uniquement
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chez H. algeriensis a savoir les Saponine E, F, M et N et 6 sont présentes uniquement chez H.

arguinensis a savoir la Saponine 15, 16, 17, 26, 31 et 34 (Figure 66).

Sur cette base, nous pouvons également limiter les possibilités quand plusieurs choix de
saponines s’offrent pour le méme temps de rétention et ne garder que celles dont I’aglycone
correspond & B1, Al et C1 pour les masses 484, 468 et 452 respectivement. Les saponines qui

s’appliquent a cette régle sont soulignées dans le Tableau 15 et le Tableau 16.

D’autre part, nous pouvons également proposer des structures pour les saponines dont
I’aglycone présent une possibilité unique, il s’agit des Saponines B, J1, K et K1 chez H. algeriensis
et les Saponines 3, 7, 22 et 29 chez H. arguinensis (Figure 67).

Pour les molécules restantes qui sont au nombre de 24 et qui n’ont pas pu étre identifiées,
8 présentent un aglycone non retrouvé dans la bibliographie, 6 présentent des spectres de
fragmentation incohérents et 10 présentent plusieurs choix d’aglycone qui différent entre eux par
la position du groupe acétyle dans le cas des aglycones A13/A14/E2 et B12/F2 ou du groupe
hydroxyle dans le cas des aglycones A7/B2.

«lllOH

CH,0H CH;
Lo —0
O O O -”
OCH, o (OH %
v
HO OH
CH,OH OH CH,0H OH CH; o

OH OH OH

Figure 65 : Structure proposée pour la Saponine A (= Saponine 8) identifié chez H. algeriensis et
H. arguinensis a la m/z 1463 [M+H]".
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OH

Figure 66 : : Structure proposée pour la Saponine sulfatée 34 identifiée chez H. arguinensis a la
m/z 889 [M+H]".
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Figure 67 : Structure proposée pour la Saponine acéetylée 29 identifiée chez H. arguinensis a la
m/z 995 [M+H]".
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Les individus de la méme espece ont montré des spectres similaires en termes de
composition élémentaire, cependant, les intensités relatives et les proportions de chaque saponine
sont différentes entre les individus. Ces proportions sont influencées par les facteurs
environnementaux et les conditions dans lesquelles ont été les individus avant leur capture

(stresseés, en période de reproduction, ...etc.).

En comparant les saponines des espéces étudiées avec les autres représentants du genre
Holothuria présentent sur la cote algérienne, on constate qu’elles partagent plus de saponines avec
H. sanctori et H. forskali qu’avec les espéces qui leur sont proches sur le plan phylogénétique (Van
Dyck et al., 2009, 2010b, 2011 ; Caulier-Mezali et al., 2016). En fait, elles partagent d’une part
I’Holothurin A, B, B3 (uniquement chez H. arguinensis) et B4 avec H. poli (Silchenko et al., 2005)
qui appartient au méme sous genre que H. arguinensis et d’autre part, I’Holothurin A et B avec H.
tubulosa (Silchenko et al., 2005) qui appartient au méme sous genre que H. algeriensis et dont
cette derniere a été séparée récemment (Mezali et al., 2021b). Cependant, cette comparaison reste
dubitative car les méthodes d’analyses peuvent influencer les saponines détectées et les études sur
H. sanctori et H. forskali sont plus récentes et ont utilisées les nouvelles techniques de

spectrométrie de masse par rapport a celle de H. tubulosa et H. poli qui datent de 2005.

Bien que les espéces étudiées partagent un certain nombre de molécules avec les autres
especes du genre Holothuria présentes dans la méme région, le mélange de saponines leur reste
propre. En fait, en fonction de I’habitat marin et des réponses défensives des holothuries, chaque
groupe contient son propre mélange de saponines qui varient au niveau de 1’ordre ou de la famille
les rendant souvent des signatures chimiques uniques (Kalinin et al., 2008 ; Caulier et al., 2013 ;
Caulier-Mezali et al., 2016 ; Kamyab et al., 2020). Ainsi, les saponines représentent des
marqueurs chimiotaxonomiques potentiels des holothuries et des modeles fiables pour étudier leur
évolution biochimique (Kalinin et al., 2014). Cette derniére s’effectue dans les deux fragments des
saponines a savoir le glycone et 1’aglycone (Kalinin et al., 2016). La tendance générale de
I’évolution des glycones chez les holothuries dépend de la présence, absence, nombre et position
des groupes sulfates, du type des unités de sucre et de leur structure ainsi que la position du groupe
méthyle (Kalinin et al., 2016 ; Kamyab et al., 2020) tandis que celles des aglycones, elle est plus
compliquée et dépend de la présence/ absence de groupes lactone, céto, hydroxyle ainsi que la

position des doubles liaisons ce qui conduit des composés peu oxydés a des composés plus oxydés
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(Kalinin et al., 2014 ; Kamyab et al., 2020). La fiabilité de la chimiotaxonomie est d au contréle
indépendant des différentes caractéristiques structurelles des glycosides par un complexe de génes
qui sont absolument indépendants les uns des autres (Kalinin et al., 2014).

La grande diversité des saponines chez les holothuries est liée aux fonctions écologiques,
la plus importante étant la défense chimique (Kalinin et al., 2000 ; Van Dyck et al., 2011 ; Bondoc
et al., 2013 ; Bahrami, 2015 ; Caulier-Mezali et al., 2016). La diversité et la concentration des
glycosides triterpéniques des holothuries sont affectées lorsque ces derniers présentent des « tubes
de Cuvier » dans leur organisme (Van Dyck et al., 2010a ; Honey-Escandén et al., 2015, Caulier-
Mezali et al., 2016). En fait, parmi les Holothuriidae, le genre Bohadschia qui contient des « tubes
de Cuvier » bien développé avec une expulsabilité et un caractere collant posséde des glycosides
non sulfatés et moins oxydés a la fois dans les « tubes de Cuvier » et la paroi du corps (Kalinin et
al., 1996, 2008 ; Honey -Escandon et al., 2015 ; Kamyab et al., 2020). Cependant, plus de
glycosides sulfatés et oxydés ont été signalés chez des especes sans ou avec des « tubes de Cuvier »

dysfonctionnels (Honey-Escandén et al., 2015).

Outre leurs larges fonctions écologiques, les glycosides triterpéniques présentent
différentes activités biologiques qui pourraient contribuer a la probabilité de survie des organismes
qui les produisent (Kamyab et al., 2020). Selon le groupe taxinomique des holothuries, le nombre,
la composition et I’emplacement des unités monosaccharidiques ainsi que la position des groupes
fonctionnels dans le squelette de I’holostane (c’est-a-dire hydroxyle, acétyle, doubles liaisons, etc.)
peuvent affecter la bioactivité des composés (Stonik, 1986 ; Kalinin et al., 2000). Les forces
motivationnelles de I’évolution comprennent une optimisation de la biosynthése, une diminution
du co(t métabolique, une augmentation de I’action membranolytique (toxicité) ...etc. (Kalinin et
Stonik, 1996). En effet, L absence des « tubes de Cuvier » qui est compensée par la présence de
saponines sulfatées chez les espéces évoluées est expliqué par la fonction biologique de la fonction
sulfates qui rend la saponine toxique. Il a été demontré que le groupe sulfates des saponines joue
un rdle crucial dans I’activité membranolytique des saponines de H. scabra et que les saponines
désulfatées restent inactives méme a des concentrations trés élevées (Savarino et al., 2022). Parmi
les saponines identifiées chez H. algeriensis et H. arguinensis, 1’Holothurinoside C, E1 et la

Désholothurin A présente une activité hémolytique (Van Dyck et al., 2010b).
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La cartographie des congéneéres de saponines connues selon qu’ils soient purement non-
sulfatés, sulfatés ou mélangées sur un arbre phylogénétique des espéces du genre Holothuria a
révélé que les espéces a saponines purement non-sulfatés tels que H. forskali et H. sanctori étaient
basale par rapport a celle contenant des congéneres purement sulfatés ou mixtes (Bondoc et al.,
2013). Sur I’arbre généré, H. arguinensis était positionné dans le méme groupe que H. tubulosa et
H. poli qui présentent des saponines purement sulfatées. La présente étude apporte des données
complémentaires en élucidant les saponines de H. arguinensis et H. algeriensis [ne figure pas sur
I’arbre vu qu’elle a été décrite récemment mais les études ont montré qu’elle est proche sur le plan
génetique de H. tubulosa (Mezali et al., 2021b)] et montre que ces deux especes ne présentent pas
uniquement des saponines sulfatées mais plutét un mélange des deux. Cependant, étant donné que
le profil des saponines de H. tubulosa et H. poli n’est pas récent, une nouvelle analyse pourrait
trancher et apporter des éléments de réponse sur la présence de ces especes au sein du méme

groupe.

3.2. Caractérisation des saponines de Parastichopus regalis
3.2.1. Profil générale des saponines dans les extraits analysées

La caractérisation des saponines de Parastichopus regalis a été réalisée en deux temps. La premiere
partie a été effectuée en Mars 2020 sur 18 individus et la deuxieme analyse a été faite sur neuf
individus en Septembre 2022.

L’analyse des spectres dans la gamme m/z 850-1550 a révélé la présence de 18 ions
correspondant potentiellement a des saponines chez uniquement deux individus analysés en Mars
2020 (Individu 1 et 2), cependant, les spectres obtenus en Septembre 2022 ont révélé uniquement
3 saponines chez un individu (Individu 3) et une seule chez deux autres. La Figure 68 présente
trois spectres obtenus par I’analyse MALDI-MS pour les deux individus analysées en Mars 2020 et
un des individus analysés en Septembre 2022.

Les individu 1 et 2 montrent des spectres MALDI-MS similaires avec des pics détectés aux
mémes m/z mais avec des intensités relatives différentes. Les trois ions détectés chez I’individu 3

et qui correspondent aux m/z 1227, 1243 et 1271 sont communes avec les deux précédents. Les
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ions majoritaires ne sont pas les mémes chez les trois individus et correspondent aux ions m/z 905,

1141 et 1227 chez les individus 1, 2 et 3 respectivement.
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Figure 68 : Spectres MALDI-MS (+) du mélange total des saponines des extraits du tégument de
trois individus de Parastichopus regalis. A. Individu 1. B. Individu 2. C. Individu 3. Les signaux
des saponines sont mis en évidence par des points noirs sur lesquelles sont notées les m/z [M+Na]".
Les m/z écrites en rouge correspondent aux cing groupes dont la différence de masse entre ses
représentants est de 16 Da.
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Les ions sont egalement associés a deux ou a trois pour former cing groupes (notes dans le
spectre en rouge) et dont les signaux différent entre eux par une masse de 16 Da. Les groupes sont
constitués des ions m/z 1479 et 1463 ; 1287 et 1271 ; 1257, 1243 et 1227 ; 1157, 1141 et 1125;
905 et 889 pour les cing groupes respectivement. Les compositions élémentaires des ions saponine
sur la base d’une mesure de masse précise (MALDI-HRMS (+)) ont été confirmées uniquement
pour les trois ions observés chez I’individu 3. Cette analyse révele que P. regalis possedent deux
saponines sulfatées a 4 sucres (m/z 1227-1243) et une saponine non sulfatée a 6 sucres (m/z 1271)
(Tableau 18).

3.2.2. Détection des isomeres des saponines identifiées par LC-MS

L’analyse LC-MS a été réalisée sur I’individu 3 pour déterminer 1I’éventuelle présence des isomeres
pour les m/z détectés. Les résultats (Tableau 18) montrent que ces derniers présentent entre deux
et cing isomeres. Au total, 11 isomeres de saponines ont été détectés avec des proportions molaires
différentes, les plus importants sont observés au m/z 1181 [M+H]" a 7,56 min suivis de deux
observés a lam/z 1165 a 10,8 et 11,3 min.
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Tableau 18 : Extrait de Parastichopus regalis : donnees recueillies par les méthodes basées sur la
spectrométrie de masse. Les compositions élémentaires et les mesures d’erreur de mass (A) ont été
déterminées par MALDI-HRMS. PMI (%) = Proportion molaire des isomeres. Les noms des
saponines ont été attribués selon les résultats de la LC-MS/MS. Le gras dans la colonne saponine

indique les nouvelles saponines identifiées dans la présente étude.

m/z (A ppm)  Saponine m/z Composition Temps de PMI (%)
[M+Na]+ [M+H]+ élémentaire  rétention (min)  individu 3
1271 Saponine Ar 1249,7201 CeoHgs027 7,4 1,09
@4 Cousteside H 8,9 1,84

Saponine Ar 9,7 2,95

Cousteside H 10,1 2,66
1243 Saponine Br 1181,4128 Cs4Hgs027S 7.4 3,94
(26) Holothurin A/ Scabraside B/ 25- 7,6 63,69

hydroxyfuscocineroside B
1227 Saponine Cr 1165,5151 Cs4Hs6026S 7,6 1,48
@n 24-Dehydroechinoside A/ Scabraside A/ 7,9 1,65

Fuscocineroside B/ 17-

dehydroxyholothurin A

24-Dehydroechinoside A/ Scabraside A/ 10,1 1,72

Fuscocineroside B/ 17-

dehydroxyholothurin A

24-Dehydroechinoside A/ Scabraside A/ 10,8 13,02

Fuscocineroside B/ 17-

dehydroxyholothurin A

Saponine Dr 11,3 5,97

3.2.3. Caractérisation de la structure moléculaire des saponines par LC-MS/MS

L’analyse LC-MS/MS a été réalisée sur les trois ions m/z identifiées pour I’individu 3 par MALDI-
MS chez P. regalis. Au total, 12 structures de saponines ont été identifiées dont quatre sont
nouvelles qu’on nomme de « Saponine Ar» a « Saponine Dr». Comme c’est le cas pour les
espéces du genre Holothuria étudiés ci-dessus, les structures reconstituées a certains temps de
rétention correspondaient a plusieurs saponines reportées dans la bibliographie et dont la différence
entre eux se trouve au niveau de I’aglycone. Parmi les structures identifiées, une seule représente

une possibilité unique, il s’agit de la Cousteside H identifiée a la m/z 1271 [M+Na]".

Excepté la Saponine Ar, les autres nouvelles saponines identifiées a savoir la Saponine Br,
Saponine Cr et Saponine Dr correspondent en réalité a la Saponine G (= Saponine 14), Saponine

H (= Saponine 19) et Saponine | (= Saponine 20) identifiée chez H. algeriensis et H. arguinensis.
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La Figure 69 présente les schémas de fragmentation de deux saponines retrouvées aux ions
m/z 1249 et 1165 [M+H]". La premiére (Figure 69A) correspond a la Saponine Ar et a partir de
I’ion parent, les pertes de quatre sucres [MeGlu-Qui-Glu-Qui] se succédent jusqu’a I’ion qui
correspond a I’aglycone a m/z 469. La Figure 69B représente le schéma de fragmentation de la
Saponine Dr (= Saponine I ou 20) qui est sulfatés. Tout d’abord, 1’ion parent perd trois sucres
[MeGlu-Glu-Glu] ensuite, étant donné que le sulfate est attaché au Xylose, il est perdu avant ce
dernier sucre et cette perte est définit par une différence de 80 Da. Aprés cela, 1’aglycone qui

possedent une masse de 452 Da, apparait au pic m/z 453.

Le Tableau 19 présente les propriétés structurelles des saponines identifiées chez P.
regalis. Comme c’était le cas pour les deux espéces d’Holothuria étudiées, il s’avére impossible
de déterminer avec exactitude la structure de 1’aglycone, raison pour laquelle nous citons
I’ensemble des propositions de saponine et d’aglycone pour les nouvelles. Vu le nombre faible de
saponines identifiées, nous ne pouvons pas trancher sur la structure des aglycones et nous

supposons que les saponines commues avec les autres espéces présentent la méme structure.
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Figure 69: Analyse LC-MS/MS des ions provenant du mélange de saponines de I’individu 3 de
Parastichopus regalis. A. Spectre de masse LC-MS/MS de la Saponine Ar (m/z 1249) au temps de
rétention 9,7 min. B. Spectre de masse LC-MS/MS de la Saponine Dr (m/z 1165) au temps de

rétention 11,3 min.
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Tableau 19: Propriétés structurelles des saponines identifiées chez Parastichopus regalis. Les
lettres et les chiffres dans les colonnes Aglycone-R1, R2 et R3 correspondants aux sous-structures
indiquées dans les Figures 62, 63 et 64 respectivement. Le gras dans la colonne « Saponine »

indique les nouvelles structures.

Saponine Formule Aglycone R2 R3 Masse m/z
moléculaire nominale [M+Na]+

Cousteside H CeoHo6027 A5 f Il 1248 1271

Saponine Ar Al/A9/A11/B4/B5/D1 f v

25-hydroxyfuscocineroside B Cs4Hge027S Al10 f I 1198 1243

Holothurin A Bl f I

Saponine Br (= Saponine G, A1/A9/A11/B4/B5/D1 g I

Saponine 14)

Scabraside B (= 17- B9 f I

hydroxyfuscocineroside B)

17-dehydroxyholothurin A Cs4Hgs026S Al f I 1182 1227

(Fuscocineroside C)

24-Dehydroechinoside A B4 f I

Fuscocineroside B A9 f 1|

Saponine Cr (= Saponine H, A10/B9/B11/B1 h 1|

Saponine 19)

Saponine Dr (=Saponine I, A4/A5/C1 g 1|

Saponine 20)

Scabraside A B5 f 1|

Etant donnée que nous n’avons pas pu réaliser 1’analyse LC-MS et LC-MS/MS sur les
saponines présentent chez I’individu 1 et 2 et qui présentent un profil plus complet des saponines
qui peuvent se trouver chez P. regalis, nous avons tenté de les identifier par une recherche
bibliographique sur la base de leur m/z. Le Tableau 20 présente un résumeé des saponines qui
pourraient correspondre aux 15 autres m/z détectées chez les individus 1 et 2 de P. regalis avec

leur composition élémentaire ainsi que les genres d’holothurie ou elles ont été retrouvées.

Parmi les m/z identifiées, certaines correspondent a une seule saponine déja mise en
évidence telle que I’holothurin A2 (m/z 1229) et I’Holothurinoside J (m/z 1157). D’autres m/z
peuvent correspondre a un des isoméres d’une méme composition élémentaire telle que les
Holothurinoside 1/11, H/H1, A/Al, E/E1 et C/C1 aux m/z 1479, 1463, 1303, 1287 et 1125
respectivement. Tandis que les m/z 1259 et 1123, plusieurs possibilités de saponines a méme ou a

différentes compositions élémentaires peuvent leur correspondre.
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La plupart des especes ou ont eté identifiées les saponines qui pourraient correspondre aux
m/z détectées chez P. regalis appartiennent a 1’ordre des Holothuriida représenté par les genres
Actinopyga, Bohadschia, Holothuria, Pearsonothuria, Cucumaria, Pentacta et Eupentacta.
Toutefois, cing saponines ont également ou uniquement éeté identifiées chez quelques espéces de
la famille des Stichopodidae comme suit ; I’Holothurin B/B4 chez Stichopus chloronotus (Thao et
al., 2014), le Composé 1 et la Thelenotoside A chez Thelenota ananas (Hegde et al., 2002),
I’Holothurin A2 chez Apostichopus japonicus (Dai et al., 2020) et la Variegatuside D chez
Stichopus variegatus (Wang et al., 2014).

La composition élémentaire des saponines qui pourraient correspondre aux m/z détectés
chez P. regalis est indiquée dans le Tableau 20. Nous retrouvons des saponines sulfatées et non-
sulfatées avec deux (m/z 889-921), trois (m/z 965), quatre (m/z 1111-1259), cing (m/z 1259-1303)
ou six (m/z 1463-1479) unités de sucre. La m/z 1259 revient deux fois vu qu’elle peut correspondre
a deux saponines, I’Holothurin A3 avec quatre unités de sucre ou la Variegatuside D avec 5 unités

de sucres.

Cette comparaison reste a prendre avec précaution car les saponines qui sont présentes chez
P. regalis pourraient ne pas étre les mémes que celle cités dans le tableau. La différence pourrait
se présenter soit sous forme de différents isomeres pour la méme composition élémentaire, soit

sous forme de différentes compositions €lémentaires et par conséquent, différentes structures.
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Tableau 20: Saponines qui pourraient correspondre aux m/z detectés chez les individus 1 et 2 de Parastichopus regalis.

[M + Na]* Saponine Composition Genre Références
m/z élémentaire
1479 Holothurinoside 1/11 Ce7H108034 Bohaschia, Holothuria Van Dyck et al. (2009, 2010a, b, 2011) ; Bahrami
(2015)
1463 Holothurinoside H/H1 Ce7H108033 Bohaschia, Holothuria Van Dyck et al. (2009, 2010a, 2010b) ; Bondoc et al.
(2013) ; Caulier et al. (2013) ; Eeckhaut et al. (2015)
1303 Holothurinoside A/ Al CeoHosO29 Holothuria Van Dyck et al. (2009, 2010a, 2011)
1287 Holothurinoside E/E1 CeoHg6028 Holothuria Van Dyck et al. (2009, 2010a, 2011) ; Bahrami et al.
(2014)
1259 Holothurin A3 CsaHgsNaO2sS Holothuria Dang et al. (2007)
Variegatuside D CsgHg6027 Stichopus Wang et al. (2014)
1229 Holothurin A2 (Echinoside CsaHg7NaO26S Apostichopus, Holothuria,  Caulier et al. (2013) ; Van Dyck et al. (2010b) ; Dai
A) Pearsonothruia et al. (2020)
1157 Holothurinoside J1 Cs4H109025 Holothuria Van Dyck et al. (2010b) ; Bahrami (2015)
1141 Desholothurin A (Nobiliside CsaHgs024 Actinopyga, Bohaschia, Kitagawa et al. (1982) ; Van Dyck et al. (2011b) ;
2a)/ Al (Arguside E) Holothuria, Elbandy et al. (2014)
Pearsonothuria
1125 Holothurinoside C/C1 Cs4Hgs023 Holothuria, Van Dyck et al. (2010b) ; Caulier-Mezali et al. (2016)
Pearsonothuria
1123 Lefevreioside Al Css5Hgs022 Cucumaria Rodriguez et Riguera (1990)
Cucumarioside A12 Cs4HgaO23 Eupentacta Silchenko et al. (2012)
Sans nom 1 Cs4HgaO23 Holothuria Bahrami (2015)
Cucumarioside A15 CssHgsO22 Eupentacta Silchenko et al. (2012)
Thelenotoside A Css5Hgs022 Thelenota Mal'tsev et al. (1985)
1111 Bivittoside B Cs4Hss022 Bohaschia, Holothuria Bondoc et al. (2013) ; Caulier et al. (2013)
956 Composé 1 Ca7H74019 Thelenota Hegde et al. (2002)
921 Leucospilotaside A Ca1Hs3NaO1sS Holothuria Han et al. (2009)
905 Holothurin B/B4 Ca1Hs3Na017S Actinopyga, Bohaschia, Van Dyck et al. (2010b) ; Thao et al. (2014)
Holothuria,
Pearsonothuria, Stichopus
889 Holothurin B3 Ca1HssNaO16S Actinopyga, Holothuria Van Dyck et al. (2010b) ; Yu et al. (2015)
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3.2.4. Discussion

La caractérisation des saponines par les techniques de la spectrométrie de masse a été effectuée sur
27 individus de Parastichopus regalis et ce, en deux périodes différentes. La majorité des extraits
de P. regalis analysés (& savoir 22) ont montré un spectre MALDI ne présentant pas des pics qui
pourrait correspondre a des saponines. L.’absence de ces molécules pourrait étre expliquée par
plusieurs hypotheses ; 1) la premiére est la méthode de conservation des échantillons surtout que
la plupart des individus qui ont montré un spectre avec des saponines ont été congelés puis
lyophilisés ; 2) la deuxiéme est que les saponines soient perdues dans les autres fractions éliminées
lors de I’extraction a savoir le n-hexane, le dichlorométhane, le chloroforme ou I’eau MQ,
cependant, cette théorie a été veérifiée et les spectres de ces derniers ne présentent pas des m/z qui
pourrait correspondre a des saponines ; 3) la troisiéme suppose que les individus étudiées ont
relaché leurs saponines dans I’environnement pour une quelconque raison et la plus évidente étant
le stress suite a 1’activité de péche, malheureusement, cela n’a pas pu étre vérifiée étant donné que
I’eau dans lequel ont été gardés les individus n’a pas été récupérée et analysée. De plus, il se
pourrait que les saponines aient été relachées sous I’eau de mer lors de la péche surtout que ce sont
des espéces provenant de grande profondeur (plus de 48 m) (Tableau 21) et ces derniers
rencontrent des conditions physico-chimiques différentes de celles des faibles profondeurs. Ces
conditions comprennent une forte pression hydrostatique, une basse température et éventuellement
une pénurie d'oxygene, ce qui pourrait affecter la formation, la structure, la régulation des genes et

la biosynthése des métabolites secondaires (Kamyab et al., 2020).

Tableau 21: Information d’échantillonnage des individus de Parastichopus regalis analysés

Méthode d’échantillonnage/ Région P (m) Extraits Extrait avec des

Conservation analysés  spectres de saponines

Campagne océanographique/ Mostaganem (16) 68 2 0

Dans I'éthanol 96% Arzew (17) 77 2 0
Bouzedjar (18) 96 1 0
Ghazaouet (22) 113 2 0
Béni-Saf (20) 125 1 0
Mostaganem (14) 225 4 1 (Janvier 2020)

Chalutiers professionnels/ Cherchell (23) - 5 1 (Janvier 2020)

Congelés Bahara Mostaganem (24) 73 7 1 (Septembre 2022)
Kharrouba 2 Mostaganem (25) 60 1 0
Kharrouba 1 Mostaganem (26) 48 2 2 (Septembre 2022)
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Sur les cing individus présentant des saponines, les deux qui montrent un profil complet
ont été analysés en Mars 2020, cependant, la suite des analyses LC-MS et LC-MS/MS n’a pas été
effectué sur le champ et les extraits ont été conservés a -4 °C pour les traiter ultérieurement. En
analysant une deuxieme fois les échantillons en Septembre 2022, il s’est avéré que les saponines
se sont degradées et les spectres ne montraient aucun signal correspondant a ces derniers. De ce
fait, et en tenant compte de 1’absence des saponines dans la plupart des individus étudiés, on
suppose que les saponines de P. regalis sont trés fragiles et se dégradent rapidement par rapport
aux autres especes d’Holothuria surtout que les échantillons de Holothuria arguinensis étudiés ci-
dessus ont été analysés de la méme facon et apres 2 ans et demi, les saponines ne se sont pas

dégradées.

Les données concernant les structures chimiques et la distribution taxinomique des
glycosides triterpéniques ont été utilisées pour résoudre plusieurs problemes de taxinomie des
holothuries notamment dans la famille des Stichopodidae (Kalinin et al., 2014). La réalisation
récente la plus importante est ’utilisation de ces structures dans la reclassification de 1’holothurie
néo-zélandaise Stichopus mollis. En réalité, les représentants de la famille des Stichopodidae ont
de maniere caractéristique des hexosides non sulfatés comme composants majeurs dans les
fractions glycosidiques tandis que le composant majeur chez Stichopus mollis est la
Neothyonidioside ayant quatre sucres et un groupe sulfate, significativement différent des
glycosides triterpéniques de Stichopus chloronotus, espece type du genre Stichopus et de tous les
autres représentants de la famille Stichopodidae étudiés jusqu'a présent (Moraes et al., 2004 ;
Kalinin et al., 2005). En combinant cela avec I’aspect morphologique différent de I’espéce, elle a
été séparée en un nouveau genre Australostichopus (Moraes et al., 2004).

Auparavant, et par une comparaison des caractéristiques morphologiques et des structures
des glycosides triterpéniques, les espéces Apostichopus japonicus et Apostichopus californicus ont
été séparées du genre Stichopus (Levin, 1986). En fait, les deux premiéres espéces sont
caractérisées par les holotoxines qui sont dérivés d'holostane ayant une double liaison 9(11) et un
groupe 16-oxo tandis que les genres Stichopus et Thelenota, présentent les Stichoposides et les
Thélenotosides dont 1’aglycone est dérivé d'holostane ayant une double liaison 7(8) et un groupe
23-O-acétyle. Ces résultats ont été validés par la suite par une analyse comparative de I’ADN

mitochondrial COI et 16S (Byrne et al., 2010). Cette derniére a également révélé que I’espéce
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Australostichopus mollis est dans un groupe frére des espéces Apostichopus japonicus et
Apostichopus californicus. Ceci est corrélé aux données chimiques en raison de l'identité des
aglycones de I'nolotoxine Al de A. japonicus, A. californicus et A. parvimensis, et de I'aglycone de

la Neothyonidioside de Australostichopus mollis (Levin, 1986 ; Ifiguez-Martinez et al., 2005).

A ce stade de I’étude, il est intéressant d’étudier le mélange des saponines de I’espéce
Parastichopus tremulus, I’espéce type et la seule autre représentante de ce genre pour comparer les
deux compositions. Par la suite, il est intéressant de procéder a une cartographie du caractere
présence/absence des saponines sulfatés sur un arbre phylogénétiqgue de la famille des
Stichopodidae [comme I’a été réalisée pour le genre Holothuria par Bondonc et al. (2013)] pour
¢tudier I’évolution des saponines au sein de cette famille.

Comme chaque méthode, I’utilisation de ces structures a des fins taxinomique présente un
probleme qui est leur évolution paralleéle dans les différents taxons d’holothuries ce qui peut
conduire a une similitude des structures de saponines dans des taxons éloignés et aboutir (rarement)
a une ressemblance totale des structures (Kalinin et al., 1990). De plus, Il existe également des
variations saisonniéres dans le contenu des différents composants des fractions glycosidiques qui
peuvent également entrainer des conclusions taxinomiques incorrectes, ainsi, toutes les conclusions
taxinomiques doivent étre basées sur un ensemble de données chimiques, morphologiques et

moléculaires (Kalinin et al., 2014).
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Lors de cette étude, nous avons échantillonné une seule espéce appartenant a la famille des
Stichopodidae sur la cote algérienne a savoir Parastichopus regalis. Cette derniére présente deux
morphotypes qui different uniquement par la coloration de la face dorsale. Parastichopus tremulus
est I'unique autre représentante et I’espece type du genre Parastichopus. Sur le plan
morphologique, elle ressemble légerement & P. regalis, en fait, elle présente un corps plutdt
cylindrique et une coloration rouge-orange et de petites taches sombres réparties uniformément le
long du corps (Schagerstrom et Sundell, 2021). La différence entre les deux especes réside au
niveau endosquelettique ou sont observées des tables avec des bords épineux chez P. tremulus et

des bords lisses chez P. regalis.

Parastichopus tremulus est a la base retrouvée en Atlantique Nord-Est mais son aire de
répartition a changé et elle s’est introduite en méditerranée ou elle a été signalée en 2019 (Ordines
et al., 2019). Son apparition sur les cotes algériennes est fort probable dans les années a venir
comme c’était le cas de 1’espéce H. arguinensis qui a été signalé sur les cotes espagnoles en 2012
puis sur les cotes algériennes en 2014 (Gonzalez-Wanguemert et Borrero-Perez, 2012 ; Mezali
et Thandar, 2014). Ainsi, cette éventuelle introduction doit étre surveillée et prise en considération
surtout si les autorités du secteur de péche souhaitent lancer I’exploitation de 1’espéce P. regalis.

La distinction entre les deux espéces s’avere indispensable pour leurs gestions respectives.

Le profil nutritionnel de P. regalis et celui des espéces du genre Holothuria les rend propres
a la consommation humaine et leurs téguments sont autant digérés par la pepsine que les viandes
couramment consommeées. Malheureusement, en Algérie, les holothuries en général ne font pas
partie des traditions culinaires de la population algérienne, cependant, suite a un questionnaire en
ligne établie par Mezali et al. (2021a) ou plusieurs plats a base d’holothurie ont été proposé a une
population d’environ 500 personnes tout en les sensibilisant sur les bienfaits de ces especes, les
répondant ont confirmé leur aptitude a les introduire dans leur alimentation s’ils les trouvent
disponibles sur le marché. Par la suite, une petite séance de dégustation des plats préparés a base
d’holothuries a été réalisé et ces derniers ont été tres appréciés (Belkacem et Mezali, 2022). En
considérant I’ensemble de ces ¢€léments, il serait donc intéressant de proposer les especes
d’holothuries sur les marchés locaux sous forme de « béche-de-mer » ou de plats préparés pour

faire profiter la population algérienne de leurs bienfaits nutritionnels et médicinaux.
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La péche illicite des holothuries destinées a 1’exportation a débuté il y a quelques années
ciblant majoritairement les espéces du genre Holothuria et elle va probablement inclure 1’espéce
Parastichopus regalis dans peu de temps vu sa valeur économique élevée. Bien que cette
exploitation reste bénéfique sur le plan économique, il est important que sa gestion soit prise en
charge par les responsables du secteur de la péche et un plan d’action doit étre élaboré dans le but

de protéger cette ressource en I’exploitant raisonnablement et éviter qu’elle soit surexploitée.

Un plan d’action pour la gestion des pécheries des holothuries au niveau mondial a été

proposés par Conand (2004) et il comprend principalement quatre niveaux ;

- Niveau de la ressource : qui nécessite une bonne documentation biologique (traits de vie,
recrutement, croissance, mortalité... etc) et écologie des especes commerciales ;

- Niveau des pécheurs: qui exige une réglementation de la péche en se basant sur des
parametres biologiques pour limiter les captures par 1’établissement de permis de péche,
des périodes de fermeture, d’un systéme de quota et/ou de rotation de zone ;

- Niveau des transformateurs : qui implique une amélioration des procédures de collecte et
de traitement et une assurance d’une bonne transformation pour la rentabilité et la viabilité
de I’'industrie ;

- Niveau des services de la péche: qui ont pour role d’améliorer et de normaliser les

statistiques de captures aux niveaux national et international.

En Algérie, plusieurs recherches sur les holothuries ont été effectuées et certaines sont en
cours de réalisation. Bien qu’elles n’englobent pas 1’ensemble des régions et des especes, elles
constituent tout de méme une base donnée sur laquelle les chargés du secteur peuvent s’appuyer
pour établir certaines mesures de gestion qui pourront d’une part relacher la pression exercée sur
les stocks des holothuries actuellement exploitée et d’autre part, lancer et accompagner les

nouvelles pécheries.

L’autorisation de la péche des holothuries pour leur proposition sur le marché pour la
consommation humaine doit prendre en considération la qualité environnementale du milieu étant
donné que les holothuries accumulent les métaux lourds et certaines especes sont méme
recommandées pour leur utilisation comme bio-indicateurs (Bat et al., 2020 ; Marrugo-Negrete
et al., 2020).
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Finalement, malgré le fait que les mesures de gestion pourront contribuer a la durabilité des
stocks, le meilleur moyen de profiter de cette ressource est de maitriser sa reproduction artificielle
pour lancer son aquaculture monospécifique ou multitrophique intégrée. Cette derniere a également

un autre avantage qui est de minimiser la pollution en mer genérée par les fermes piscicoles.
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Le présent travail avait pour but de contribuer a 1’étude éco-biologique et biochimique de trois
especes d’holothuries dont les recherches sont peu nombreuses surtout sur la cote algérienne. Dans
un premier temps nous nous sommes intéressés a I’espeéce Parastichopus regalis en étudiant sa
systématique, sa croissance relative, son endosymbiote, la composition approximative de son
tégument et la digestibilité de ce dernier par la pepsine. Par la suite, nous avons exploré le mélange
en saponines de P. regalis, Holothuria arguinensis et Holothuria algeriensis.

L’espéce P. regalis présente deux morphotypes, I’un pourvu de taches sombre au niveau
de la face dorsale et 1’autre dépourvue de celle-ci. La comparaison morphologique et anatomique
(y compris endosquelettique) n’a pas révélé de différence entre les deux morphotypes, les deux
présentent une seule vésicule de Poli, un seul canal de pierre avec une madréporite sphérique et des
muscles longitudinaux fins aux extrémités antérieures ou ils s’insérent a I’anneau calcaire.
L’analyse statistique du diametre et de la surface de la forme de sclérites la plus abondante qui est
la table, a montré des différences significatives entre les individus, cependant, cette derniére n’est
pas liée au polymorphisme de cette espéce. L’une des hypothéses émises pour expliquer ce
phénomene est I’influence des facteurs environnementaux et plus précisément la lumiére. Pour
confirmer cette hypothese, des études doivent étre effectuées en exposant les spécimens a la
lumiére tout contrélant son intensité et le temps d’exposition afin de déterminer le comportement

des individus vis-a-vis de ce facteur.

Les individus de P. regalis de la c6te Ouest algérienne présentent une relation taille-poids
de W=0,429L178_ En utilisant I’indice SLW qui prend en considération la longueur et la largeur
des individus pour calculer une nouvelle valeur de longueur qu’on appelle longueur estimée, la
relation taille-poids devient W=0,371Le!®%, Cette méthode permet d’éliminer le biais d0 a la
contraction et la décontraction du tégument des holothuries et donne ainsi une meilleure idée des
parameétres de la relation taille-poids. Dans les deux cas, la relation taille-poids montre une
allométrie minorante indiquant que la longueur croft plus rapidement que le poids des individus.
Ceci est couramment observé chez les especes d’holothurie de la famille des Stichopodidae ou celle

des autres familles et ce, dans différentes régions du monde.

Les individus du poisson Carapus acus retrouveés a I’intérieur de la cavité ceelomique de P.

regalis sont des adultes dont la longueur est comprise entre 9 et 16,60 cm et pésent entre 0,47 et
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4,11 g. Les différentes mensurations morphometriques réalisées sur les individus de la cote

algérienne sont similaires a celles des individus des cotes tunisienne et marocaine.

L’évaluation de la composition approximative du tégument de P. regalis a révélé un fort
taux d’humidité (90,98 + 0,71 %), une faible teneur en lipides (1,40 £ 0,57 %), une teneur en
cendres de 40,45 £ 0,54 %, une teneur en sucres totaux de 0,15 + 0,01 % et une bonne digestibilité
par la pepsine (46,96 + 3,08 %). Ainsi, P. regalis de la cbte algérienne pourrait constituer une
nouvelle source nutritionnelle et économique a exploiter. Néanmoins, des études sur sa
reproduction doivent étre menées afin d'établir des mesures de gestion qui garantissent la durabilité
des stocks telles que la détermination de périodes de fermeture de péche et les tailles commerciales,
qui ne sont disponibles pour aucune espece exploitée en Algérie.

Cette étude est la premiere qui aborde a la composition des saponines des espéces
Holothuria arguinensis, Holothuria algeriensis et Parastichopus regalis. Les techniques
combinées de spectrométrie de masse incluant la MALDI-MS, MALDI-HRMS, LC-MS et LC-
MS/MS nous ont permis de mettre en évidence le mélange complexe des saponines des trois
espéces en révélant 11, 18 et trois compositions élémentaires pour H. algeriensis, H. arguinensis
et P. regalis respectivement. Au total, 22 nouvelles structures de saponines ont été proposées dont
3 sont communes entre les trois espéces, une est commune entre H. algeriensis et H. arguinensis,

sept sont propres a H. algeriensis et 11 a H. arguinensis.

Cette these a été réalisée dans le but d’apporter des éléments de réponse a la connaissance
des holothuries de la cbte algérienne, cependant, a son therme, nous nous posons plus de questions

et nous ouvrons la porte a d’autres thématiques recherches tel que :

1) L’étude du comportement de I’espéce Parastichopus regalis vis-a-vis des conditions
environnementales et leur influence sur le polymorphisme de cette espéce ;

2) L’élargissement des connaissances écologiques en étudiant le role que joue cette espéce
pour son endosymbiote et est-ce qu’il existe une communication chimique a travers les
saponines qui ferait que les poissons puissent repérer leur hote ;

3) La réalisation des études de comportement sur P. regalis ou méme les autres espéces
en induisant différentes sources de stresse (manipulation, variation de la température,

de I’oxygene, de la nourriture ...etc.) pour étudier les réponses chimiques de ces
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4)

5)

6)

7)

organismes et élucider le phénoméne de leur absence ou de leur dégradation et le
processus de leur régénération par ces organismes ;

L’étude des activités biologiques des extraits de saponines des trois especes étudiées
dans le but de les exploiter dans I’industrie pharmaceutique et nutraceutique ;
L’établissement des profils de saponines des autres espéces du genre Holothuria et
Parastichopus dont les données sont inexistantes ou incomplétes et ce, dans le but de
procéder a leur révision taxinomique ;

L’¢tude de I’écobiologie de la reproduction et des dynamiques des populations de P.
regalis dans le but d’établir des mesures et des modalités de son exploitation
rationnelle et sa gestion a long terme ;

Le lancement des projets de reproduction artificielle des holothuries et leur aquaculture
monospécifique ou multitrophique intégrée pour relacher la pression de la péche illicite
qui se fait actuellement sur les espéces de genre Holothuria avant 1’effondrement de

leur stock.
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Abstract

The family Stichopodidae is represented in the Mediterranean Sea by the genus Parastichopus which includes two non-
endemic species; Parastichopus tremulus (Gunnerus, 1767) and Parastichopus regalis (Cuvier, 1817). On the Algerian
coast (southwestern Mediterranean Sea), two morphotypes of P. regalis were observed, one with dark spots on the dorsal
surface and the other non-spotted. In total, 65 individuals of P. regalis were recorded from 22 stations along the Algerian
coast during an oceanographic campaign. Twelve individuals (6 of each morphotype) were used for a comparative study
of the morphological (including endoskeletal) characteristics. Table ossicles, the only ossicles of the body wall of the
two morphotypes of P. regalis, are here compared with regard to the disk diameter of the tables and the total area of the
surface of the disc. Statistical analysis did not show any significant differences between the spotted and the non-spotted
morphotypes.

Key words: Holothurians, morphotype, ossicles, southwestern Mediterranean Sea, statistical analysis

Introduction

The family Stichopodidae includes a diverse assemblage of sea cucumber species, most of which are found in the
Indo-Pacific (Byrne et al. 2010). It includes 9 genera and 35 species (Worms 2020). It is represented in the Mediter-
ranean Sea by only two species of the genus Parastichopus. This genus was established by Clark (1922) and, ac-
cording to Byrne ef al. (2010), it is restricted to the North Atlantic Ocean. It differs from the genus Stichopus which
is characteristic of the tropical and subtropical regions of the world. The genus is characterized by the absence of
“button” type ossicles (Byrne et al. 2010). The family was, until recently, classified in the order Aspidochirotida
which was found to be paraphyletic and replaced with the monophyletic Holothuriida. The family Stichopodidae,
formerly of the Aspidochirotida, has been transferred to the order Synallactida, which also includes the families
Deimatidae and Synallactidae (see Miller ef al. 2017).

Parastichopus regalis occurs between 5-800 m in depth (Clark 1922; Tortonese 1965; Mercier & Hamel 2013;
Ramon et al. 2019) on sea-bottoms composed mainly of sand, silt and clay (Ramodn et al. 2019). In the circalittoral
zone of the Mediterranean Sea, there is a sticky mud setting formed in association with the cnidarian Alcyonium
palmatum Pallas, 1766 in the biocenosis of coastal terrigenous muds (Michez et al. 2011, 2014). Like most Synal-
lactida, Parastichopus regalis is a deposit-feeder, which ingests fine sediment in size ranging from 0.103 pm to 1
mm (Ramoén et al. 2019). This species is distributed in the East Atlantic [from the Angola (Cherbonnier 1965) to
Northern Ireland, including the Canary Islands (Hernandez et al. 2013), the Azores (Madeira et al. 2018), Madeira
(Augier 1985) and Portugal (Santos et al. 2015)], the West Atlantic [ West Indies and the Gulf of Mexico (Ramon et
al. 2010)] and the Mediterranean Sea where it has been reported from several regions [Alboran Sea, including Spain
and West Algeria (Abad et al. 2007; Ramén et al. 2010; Gonzalez-Wangiiemert et al. 2014; Maggi & Gonzalez-
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Wangiiemert 2015; Galimany et al. 2018; Benzait et al. 2020); the Ionian Sea (Tursi et al. 2004); Malta Island
(Leonard et al. 2020); the Sea of Marmara (Aydin 2008) and the Aegean Sea (Aydin 2018)].

Few studies have been devoted to P. regalis in the Mediterranean Sea. These include studies on its distribu-
tion and fishery (Ramon et al. 2010), its endosymbiont Carapus acus Briinnich, 1768 (Gonzalez-Wangiiemert et
al. 2014), the genetic differentiation between its populations (Maggi & Gonzalez-Wanguemert 2015), its immune
responses at different temperatures for its implication in aquaculture (Galimany ef al. 2018) and some qualitative
aspects of its feeding behaviour (Elakkermi ef al. 2021).

From an economic point of view, P. regalis is of great commercial interest, its longitudinal muscle bands called
espardenya or llongo in Spain, are highly relished by local consumers and Asian tourists. It is considered to be the
most expensive sea-product, reaching a price of USD 154.47 / kg in markets (Ramon et al. 2010) and USD 51.09 /
165 g in luxury restaurants (Conand, pers. comm.). In Catalonia, the Balearic Islands and Valencia, only longitudi-
nal muscle bands, espardenya are sold, unlike in Galicia where the entire animals are sold (Gonezlez-Wanguemert
et al. 2018). From a pharmaceutical and nutritional point of view, it has been shown that the extract from the body
wall of P. regalis exhibits antimicrobial, antifungal and antitumor activity (Santos ef al. 2015) and also a balanced
nutrition suitable for human consumption (Roggatz et al. 2018) due to its significant percentage of polyunsaturated
fatty acid (Santos et al. 2015). This is what allows it to be used as food or nutraceutical supplements to improve the
risk of certain diseases, such as improving the brain’s resistance to damage and preventing atherosclerosis (Massaro
et al. 2010; Blondeau 2016; Mecheta et al. 2020).

Intraspecific morphological variation has been observed in several species of sea cucumbers, ranging from
differences in colour pattern, as is the case in Holothuria (Metriatyla) scabra Jaeger, 1833 (Al-Rashdi et al. 2007),
Bohadschia vitiensis Semper, 1868 (Kim et al. 2013) and Apostichopus japonicus Selenka, 1867 (Xing et al. 2017),
and/or the appearance of spots in some individuals of Holothuria (Platyperona) sanctori Delle Chiaje, 1923 (Mezali
2008, 2011, 2013) and Bohadschia ocellata Jaeger, 1833 (Kim et al. 2013), thus necessitating a study of polymor-
phism to determine if one is dealing with one or more species/morphotypes. Indeed, phylogenetic analyses based
on mitochondrial DNA sequences have revealed that the spotted and non-spotted variety of H. (P.) sanctori and the
three-colour variants of 4. japonicus (red, green and black) each represent a single species (Mezali 2011, 2013;
Mezali & Francour 2012; Zhang et al. 2015).

The main purpose of this study was therefore to determine, based only on their morphological (including endo-
skeltal) characters, if the two-colour morphs (morphotypes) of P. regalis, co-existing on the Algerian coast, are just
colour variants of the same species or represent two different species.

Material and methods

Sampling area

The study was carried out along the Algerian coast between 35° 11.392° N and 37° 05.766’ N and 02° 05.491° W
and 08° 18.627" E (Figure 1). The individuals of P. regalis were collected aboard the Oceanographic Research Ves-
sel Grine Belkacem between June 13 and July 16, 2019, under the auspice of the MEDITS program (International
bottom trawl survey in the Mediterranean). This used the GOC73 fishing gear rigged with Morgére bottom doors,
in order to assess the fishery resources of target species, discover new fishing areas and collect benthic invertebrate
samples for systematic study. We relied on an indirect method to recover by-catches generally consisting of non-
target benthic invertebrates such as echinoderms (sea cucumbers and starfish) and decapod crustaceans (i.e. crabs).
For the systematic study of P. regalis, we concentrated on four stations in the west [two in Mostaganem (14 and 15),
one in Arzew (17) and one in Bouzedjar (18)] (Table 1; Figure 1).

Biological material examined

In total, 65 individuals of P. regalis were collected from 22 stations at depths varying between 36 m and 532 m.
Each individual was immediately photographed (dorsal and ventral surfaces) using a Canon EOS 1200D camera,
measured (contracted length) and weighed (total wet weight), and then preserved in Ethanol (96%). Preservation
was done immediately because the specimens tend to degrade very quickly. Among the collected individuals, twelve
(12) were selected for morphological (including endoskeletal) study. Of these, six (6) were spotted and six (6) non-
spotted. All measurements of relevant organs of each individual (viz. body wall thickness, calcareous ring diameter,
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longitudinal muscle thickness and lengths of Polian vesicle, stone canal and tentacle ampullae) were done with a
digital caliper to the precision of 0.01 mm.

Tentacles, papillae, pedicels, cloaca and fragments of the body wall from the dorsal, ventral and anal regions,
were dissolved in pure commercial bleach and rinsed several times with distilled water to extract ossicles (Samyn et
al. 2006). A drop of the solution was then placed on a slide, covered with a coverslip and observed under the Optika
light microscope at X4 and X10 magnification for a general view, then at X40 magnification for details of the os-
sicle assemblage. The ossicles were then photographed using the Optika View Lite software. Measurements of the
ossicles were done using Imagel software to the precision of 0.001 pm. For statistical analysis only the diameter and
area of a 120 table discs of spotted and non-spotted individuals are here considered (10 for each individual). Differ-
ences between samples were tested with the Kruskal-Wallis H test because the data was found to be non-parametric
after testing the normality and homogeneity of variance using the Shapiro-Wilk test and the Levene test, respec-
tively. When significant differences were detected, a Dunn’s multiple comparison post-hoc test was performed to
identify the source of the differences.

FIGURE 1. Sampling stations of Parastichopus regalis along the Algerian coast (the numbered circles represent the sampled
stations - see Table 1 for details of the stations).

TABLE 1. Parastichopus regalis sampling stations and their geographic coordinates. (D) Depth in meter. Numbers in
parentheses indicate station number.

Stations Coordinates D Stations Coordinates D
El Kala (1) 37°01.808°N, 8°18.627’E 85 Bou-Ismail (12) 36°45.266°N, 2°41.519°E 159
Annaba (2) 37°00.715°N, 7°59.982°E 97 Bou-Ismail (13) 36°45.854°N, 2°38.281’E 318
Annaba (3) 37°04.127°N, 7°52.54TE 180  Mostaganem (14)  36°05.077°N, 0°00.490’E 225
Skikda (4) 37°00.272°N, 7°03.249°E 148  Mostaganem (15)  36°02.611°N, 0°01.823°W 117
Skikda (5) 36°59.679°N, 7°06.926’E 110  Mostaganem (16)  35°59.109°N, 0°01.089°E 68
Skikda (6) 37°05.766°N, 6°56.790°E 532 Arzew (17) 35°55.443°N, 0°16.166°W 77
Skikda (7) 37°01.114°N, 6°51.236’E 254  Bouzedjar (18) 35°38.068°N, 1°08.766°W 96
Ziama (8) 36°43.998°N, 5°28.031’E 138  Beni-Saf (19) 35°20.186°N, 1°21.456°W 36
Bejaia (9) 36°40.992°N, 5°18.612’E 79 Beni-Saf (20) 35°25.160°N, 1°29.428°W 125
Boumerdes (10) 36°49.377°N, 3°25.259°E 171  Ghazaouet (21) 35°12.066°N, 1°55.639°W 118
Ain Benian (11) 36°48.756°N, 2°48.164°E 157  Ghazaouet (22) 35°11.392°N, 2°05.491’W 113
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Results and discussion

Systematic results

Order Synallactida Miller, Kerr, Paulay, Reich, Wilson, Carvajal & Rouse, 2017
Family Stichopodidae Haeckel, 1896

Genus Parastichopus Clark, 1922

Parastichopus regalis (Cuvier, 1817) non-spotted morph
Figures 2-3, Table 2

Pudendum regale Cuvier, 1817: 22.

Holothuria triquetra Delle Chiaje, 1828: 71; Delle Chiaje, 1841: 4.

Holothuria regalis Grube, 1840: 33; Sars, 1859: 96-98, Figures 78-81.

Stichopus regalis Selenka, 1867: 317; Koehler, 1921: 182, Figure 138; 1927: 237, Figure 24; Théel, 1886: 194; Marenzeller,
1893: 15; Mortensen, 1927: 391; Cattaneo, 1981: 15; Peres & Picard, 1964: 91-92, 104, 116; Clark, 1922: 63, plate 1,
Figures 17-18; Deichmann, 1940: 193, plate 32, Figures 1-8.

Eostichopus regalis Cutress & Miller, 1982: 720.

Parastichopus regalis Rowe unpublished data (Worms 2020).

Material examined. LPVCMRMS2019.301; LPVCMRMS2019.302; LPVCMRMS2019.303; LPVC-
MRMS2019.304, Mostaganem, Algeria, 36° 05.077° N, 00° 00.490° E, 225 m, 03 June 2019, 4 specs. LPVC-
MRMS2019.308, Mostaganem, Algeria, 36° 02.611° N, 00° 01.823* W, 117 m, 03 June 2019, 1 spec. LPVC-
MRMS2019.309, Mostaganem, Algeria, 35° 59.109’ N, 00° 01.089’ E, 68 m, 03 June 2019, 1 spec.

Description Body length 10.50-20.50 cm, contracted width 3—-5.90 cm, weight 6.34—71.24 g. Body soft, body
fairly depressed, trivium flattened, sole like, bivium arched, both separated by a distinct lateral fold on each side
bearing large papillae. Dorsal surface (Figure 2A) reddish-brown, characterized by evenly distributed white conical
papillae. Ventral surface (Figure 2B) with several rows of podia arranged in three distinct zones, two outer zones
whitish brown in colour and mid-ventral one bright red colour forming a distinct groove. Mouth ventral, surrounded
by 20 peltate tentacles arranged in two circles; internal and external (Figure 2C). Anus terminal. Mouth and anus
each bordered by two papillae (about 1 cm), larger than those of the general body wall (Figure 2D1). Small black
spots, each about 1 mm in diameter, cover the both dorsal and ventral surfaces. Thickness of the dorsal integument
1.69—4.74 mm and that of the ventral integument 1-5.01 mm. Calcareous ring delicate, average diameter 10.65 mm.
Longitudinal muscles flat, attached to body wall, paired, each about 5.66 mm thick, whitish in life but changing to
cream in alcohol, thin at point of insertion to the calcareous ring. Cuvierian tubules absent. Tentacle ampullae about
1.10 to 13 mm (Figure 2E2) in length (Table 2). Polian vesicle (Figure 2E3) single, mean length about 19.23 mm,
arising from water vascular ring (Figure 2F) ventrally. Stone canal also single, mean length 9.68 mm, arising from
water vascular ring dorsally; madreporite spherical, attached to dorsal body wall (Figure 2G4). Gonadal tubules
thin, white, in two tufts, one on each side of dorsal mesentery (Figure 2H). Dissected specimen, based on micro-
scopic observations of the gonad; determined to be a mature female at stage IV of development.

Ossicles. Ossicles of the anal region (Figure 3A), dorsal surface (Figure 3B) and ventral surface (Figure 3C)
appear identical and include only tables. Tables (Figures 3Aa; 3Ba; 3Ca) appear more or less symmetrical, disc
flat, perforated by 3—6 central holes (4 holed ones most abundant), and 20—60 marginal holes; disc margin smooth;
mean diam. of disc, 99.667 um and mean area 7571.660 pm?. Spire 4-pillared (Figure 3Ac), about 67.521 pm high,
tapered at end, and with 3—4 cross-bars. Rods of papillae and pedicels (Figures 3Ab; 3Bb; 3Cb) appear straight or
curved, smooth or spiny, with an enlarged, perforated, central part and slightly expanded perforated ends; mean
length 222.837 um. Anal region comprises also plates (Figure 3Ad). End plates of pedicels complete or reduced
(Figure 3Cc), the former oval to irregular, the latter rounded, slightly concave medially, all plates with small holes,
the medial holes the largest; smaller plates average 146.424 pm in length, 86.150 pm in width; average diameter of
circular plates 209.472 um. Tentacles (Figure 3D) present three types of rods; elongated (Figure 3Da), arched (Fig-
ure 3DDb) and robust, branched type with perforated ends (Figure 3Dc). Cloaca (Figure 3E) possesses dichotomous
branched rods.
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FIGURE 2. Morphological characters of non-spotted P. regalis. A. Dorsal view. B. Ventral view. C. Arrangement of tentacles
in two circles (indicated by the dotted circles). D. 1. Larger papillae on either side of mouth. E. 2. Tentacle ampullae. E. 3. Po-

lian vesicle. F. Calcareous ring (R: Radial and IR: Interradial plates). G. 4. Stone canal (SC) and madreporite (M). H. Gonadal
tubules. Scale bar = 1 cm.
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FIGURE 3. Ossicles of P. regalis (non-spotted) from different parts of the body. A. Anal region. a. Tables. b. Rods. ¢. Spires of
the tables. d. Plates. B. Dorsal surface and papillae. a. Tables. b. Rods. C. Ventral surface and tube feet. a. Tables. b. Rods. c.
End plates. D. Tentacles. a. Elongated rods. b. Arched rods. ¢. Branched rods. E. Cloaca. Scale bar = 100 um.

Parastichopus regalis (Cuvier, 1817) spotted morph
Figures 4-5, Table 2

Material examined. LPVCMRMS2019.305; LPVCMRMS2019.306, Mostaganem, Algeria, 36° 05.077° N, 00°
00.490’ E, 225 m, 03 June 2019, 2 specs. LPVCMRMS2019.307, Mostaganem, Algeria, 36° 02.611° N, 00° 01.823’
O, 117 m, 03 June 2019, 1 spec. LPVCMRMS2019.311; LPVCMRMS2019.312, Bouzedjar, Algeria, 35° 38.068°
N, 01° 08.766’ O, 96 m, 04 June 2019, 2 specs. LPVCMRMS2019.310, Arzew, Algeria, 35° 55.444° N, 00° 00.490°
E, 77 m, 04 June 2019, 1 spec.

Description. Specimens (Figures 4A and 4B) preserved length 14-24.90 cm, contracted width 4—7.50 cm; total
weight 25.07-143.50 g. Each with 5-7 brownish to dark red blotches on the bivium when alive (Figure 4A1) disap-
pearing after storage in ethanol. Morphological characters similar to non-spotted specimens described above. Dorsal
body wall 1.23-6.19 mm thick; ventral body wall 1.22—6.77 mm thick. Polian vesicle single, average length 17.57
mm; stone canal also single, average length about 10.71 mm. Calcareous ring about 13 mm in diameter. Longitudi-
nal muscles flat, attached to body wall, about 6.75 mm in thickness (Table 2).

Ossicles. Anal region (Figure 5A), dorsal (Figure 5B) and ventral surfaces (Figure 5C) present the same type
of ossicles as non-spotted specimens. Table discs (Figures 5Aa; 5Ba; 5Ca) 97.926 pum in average diameter and
7099.090 um? in total area. Spire 4-pillared, about 67.521 um high, 64.691 pm wide, with 3—4 cross-bars. Papillae
and pedicels include perforated rods (Figures SAb; 5Bb; 5Cb) as in the non-spotted morph, 265.026 um in average
length. Complete pedicel end plates (Figure 5Cc) circular, average diameter 439.218 pum; oval end plates 197.766
pum in mean length and 84.328 pm in mean width. Cloaca (Figure 5D) presents dichotomously branched rods. Ten-
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tacle rods (Figure 5E) elongated (Figure 5Ea), or arched (Figure 5Ec), branched (Figure SEb) and dichotomously
branched rods (Figure 5Ed).
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FIGURE 4. Morphological characters of spotted P. regalis. A. Dorsal view, blotches indicated by arrows (1). B. Ventral view
spotted individual (note no blotches). C. Degradation of the dermis after 2 hours (individual not immediately preserved in etha-
nol). Scale bar =1 cm.
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TABLE 2. Morphological and anatomical characters of the two morphotypes of P. regalis (non-spotted and spotted).

Morphotype Non-spotted Spotted

Morphological characters

Ventral body shape sole like

Contracted length (cm) 10.50-20.50 14-24.90

Contracted width (cm) 3-5.90 4-7.50

Consistency of body wall soft, gelatinous

Total weight (g) 9.34-71.24 25.07-143.50

Dorsal body wall thickness (mm) 1.69—4.74 1.23-6.19

Ventral body wall thickness (mm) 1-5.01 1.22-6.77

Colour of the trivium brown and bright red in the center

Colour of the papillae White

Shape of the bivium Arched

Colour of the bivium reddish brown reddish brown with 5-7 dark
blotches

Disposition of the pedicels (bivium) In more of less regular rows

Position of the mouth Ventral

Position of the anus Terminal

Number of tentacles 20 20

Internal characters (mm)

Tentacle ampullae length 1.10-13 5.94-13

Polian vesicle length 12.54-25.19 12.53-21.69

Stone canal length 6.97-13 8.12-12.37

Shape of the madreporite Spherical

Longitudinal muscles edges Flat, attached

Average width of longitudinal muscles 3.39-7.30 4.49-13.79

Diameter of calcareous ring 8.75-12.28 9.28-17.20

Endoskeletal characters mean (um)

Diameter of table discs 99.668 97.926

Length of perforated rods of papillae and pedicels 222.837 265.026

Length of oval end plates 146.424 197.766

Width of oval end plates 86.150 84.328

Diameter of the complete end plates 209.472 439.218

Length of elongated rods of tentacles 600.410 809.232

Length of arched rods of tentacles 663.903 459.545

Length of branched rods of tentacles 788.369 688.710

Remarks. Both spotted and non-spotted Parastichopus regalis individuals degrade very quickly if they are
not immediately preserved in ethanol, after collection. The dermis rapidly disintegrates and the texture of the body
becomes gelatinous, spreading out on the support on which the specimen is placed (Figure 4C). This reaction is
probably due to the stress during fishing operation and/or exposure to light or change in pressure and/or tempera-
ture, since fished from waters more than 36 m deep. The ability to lose a piece of dermis from the body wall when
in danger has been observed in many holothuroids (Kropp 1982).

The use of formalin, although good for fixation, does not allow for better preservation because the body does
not keep its original shape and the ossicles tend to corrode rapidly. Hence, alcohol is recommended although the
bright red colour of the ventral surface as well as the dark spots on the dorsal surface (when present) do disappear.
The thickness of the body wall can vary from one individual to another since the general texture of the body wall is
very soft, thus not rigid enough to maintain the original form.
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FIGURE 5. Ossicles of P. regalis (spotted) from different parts of the body. A. Anal region. a. Tables. b. Rods. B. Dorsal sur-
face and papillae. a. Tables. b. Rods. C. Ventral surface and tube feet. D. Cloaca. a. Tables. b. Rods. ¢. End plates. E. Tentacles.
a. Elongated rods. b. Branched rods. ¢. Arched rods. d. Dichotomously branched rods. Scale bar = 100 pm.

Statistical analysis
Significant differences were found between individuals [Kruskal-Wallis test (H = 34.724, df = 11, p-value =2.75 *
10*) and (H = 34.006, df = 11, p-value = 3.61 * 10*)] for the diameter and the area of the table discs.

Multiple comparisons of the diameter and surface means allowed us to highlight these differences (Figure 6). As
far as the diameter of the table discs is concerned, there is a significant difference between the individuals 2019.303
NS/ 2019.308NS/ 2019.305S (first group) and the individuals 2019.307S/2019.3010S/2019.311S (second group),
the latter having a significantly smaller table diameter than the first group. As far as the area of the disc is concerned,
a significant difference exists between the same groups except individual 2019.311S for the second one. The other
specimens showed no significant differences in diameter and area of the table discs.

Discussion

Parastichopus regalis has been recorded from several localities along the Algerian coast from West to East, the
regions where the species was not recorded on the map does not necessarily indicate its absence there, as trawling
was not conducted in these areas.

External morphology of P. regalis showed the presence of two morphotypes, non-spotted and spotted individu-
als. The latter differ only in the presence of brown to dark red blotches on the dorsal surface. Comparison of the
internal anatomy (including the endoskeleton) showed no differences between the two morphotypes. Both present
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the same anatomical characters: a single Polian vesicle, a single stone canal with spherical madreporite, longitudi-
nal muscles thin at anterior extremities where they insert on the anterior part of the radial plates of the calcareous
ring (Figure 2F). A statistical analysis (Figure 6) with regard to the diameter and area of the table discs showed no
significant differences between the spotted and non-spotted individuals, however, within each group, we can ob-
serve significant differences between some individuals which of course are not related to the presence or absence of
blotches but perhaps to the size of the specimens.
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FIGURE 6. Boxplot showing the comparison of the diameter (blue) and the area (red) of the table discs of the two morphotypes
of P. regalis (S: Spotted and NS: Non-spotted), using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison. Different letters
represent a significant difference (p-value < 0.05) between individuals, while equal letters mean there is no significant differ-
ence.

Examination of the endoskeleton revealed the same types of ossicles in both morphotypes: tables of similar
form in body wall; perforated rods of similar form in papillae and pedicels; end plates of various form and size in
the pedicels, in cloaca with spiny dichotomous branched deposits; and tentacle rods of different shapes, some with
spiny dichotomous branches. Table 2 shows that certain measurements of the various morphological or anatomi-
cal (including endoskeletal) characters (e.g. length of tentacle ampullae, width of longitudinal muscles, diameter
of calcareous ring, length of body wall plates, diameter of the complete end plates, size of the reduced end plates,
length and robustness of some tentacle rods) are greater in spotted individuals. We speculate that these differences,
are probably due to their larger size and degree of contraction and perhaps not due to taxonomic differences between
the two forms.

According to Zhang ef al. (2015), body colour may be related to environmental factors. It is probable that the
blotches observed in some specimens of P. regalis may change or disappear, depending on the light intensity in
their habitats or alternatively appear when they move into lower light intensity. Such changes have been reported
for Holothuria (P.) sanctori (see Mezali 2013). Previous studies on sea cucumbers revealed that they are active
nocturnally (Lin et al. 2013) and exhibit negative phototaxis (Zhou et al. 1999). According to Liu et al. (2020), the
light-sensitive organs are the tentacles, tube feet and papillae which contract by light stimulation and recover when
the stimulation is removed, thus suggesting that these organisms have a photoreceptor system. In the synaptid sea
cucumber, Opheodesoma spectabilis, pigmented spots on the tentacles base have been shown to be involved in pho-
totactic behavior (Berill 1966) and histologically, the ocellus of this species is composed of sensory cells underlain
by numerous bundles of tentacular nerve fibers (Yamamoto & Yoshida 1978). Although these ocelli-like structures
were detected in the connective tissue and at the base of tentacles, the mechanism underlying the photoreceptor
system has not been elucidated (Zhao et al. 2013). Hence, phototactic responses reported for various holothuroids
cannot be ruled out for changes in body colouration of the P. regalis and would make an interesting future study.
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Body colour is a factor affecting the sensitivity of sea cucumbers to light, these animals gradually inhabit the
deeper seabed with the development of body colour and thickening of the dermis (Liu et al. 2020). In fact, those
species which are light-coloured live mainly at shallower depths where the light intensity is high while the dark-co-
loured forms frequent the deep shadow areas where there is low or no light at all (Lin 2011), thus, the light-coloured
individuals are more resistant to high light intensity (Lin 2011). A study carried out on two morphotypes of 4pos-
tichopus japonicus (albino and normal), showed that the albinos can tolerate longer periods of exposure to intense
light (Lin ef al. 2013). One of the hypotheses that has been made to explain this phenomenon assumes that the body
wall of light individuals can reflect more and absorb less light than a dark-coloured body surface (Lin et al. 2013).
In the case of P. regalis, we speculate that the spotted individuals may be found in dark or shaded areas and non-
spotted individuals occur at shallower depths and hence exposed to more light, to allow for better reflection of light
and hence resistant to high light exposure. However, during our collections we observed that a single fishing haul
(same depth and substrate), would bring up individuals of the two morphotypes (spotted and non-spotted). This may
debunk the above speculation but can be explained by the fact that this species tends to be covered with sand, thus
creating a cover on its dorsal surface, causing the disappearance of the spots in some individuals which are buried
deeper, as a single haul covers a long distance varying between 0.926 to 3.704 km.

To confirm our results, we anticipate molecular and histological work to elucidate our conclusions regarding
the lack of any significant taxonomic differences between the two morphs here reported on. This will also allow to
determine the possible presence of the other non-endemic species Parastichopus tremulus which has been reported
in the Alboran Sea (Western Mediterranean) (Ordines ef al. 2019). In addition, we anticipate that, in order to justify
our speculation regarding the phototactic responses, to conduct experiment on the two morphs by controlling the
intensity and time of light exposure in order to determine if they behave the way we speculate.
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Proximate composition and in vivo digestibility of the
integument of Parastichopus regalis (Cuvier, 1817) collected
from the Mostaganem area in the western Mediterranean Sea

Ihcene Khodja' and Karim Mezali™

Abstract

The exploitation of sea cucumbers in Algeria began a few years ago but only targets species of the genus Holothuria. Another

species belonging to the order Synallactida (Parastichopus regalis) with important nutritional and economic value is also

present along the Algerian coast. This species is caught in depths of over 50 m by professional fishers as bycatch but it is not

consumed or sold. Studies devoted to this species are few. The aim of this study was to evaluate the quality of this species’

tegument through the evaluation of moisture, lipid and ash contents as well as its digestibility by the gastric enzyme pepsin.

Forty-two individuals of P, regalis were collected in four stations of the Mostaganem region. The integument of P regalis

individuals were freeze-dried to determine the water content, lipid content, ash content and its iz vitro digestibility by pepsin.
The results obtained showed a high-water content (90.98 + 0.71 %), a low lipid content (1.40 + 0.57%), an ash content of
40.45 + 0.54% and a good digestibility by pepsin (46.96 + 3.08%). These results were compared and discussed with those

found in the literature.

Keywords: Sea cucumber, integument, approximate composition pepsin, occidental Algerian basin

Introduction

The depletion of sea cucumbers of the genus Holothuria

has led to the exploration of new areas in several regions of
the world, including Algeria (Mezali and Slimane-Tamacha
2020). But this exploitation has not yet considered spe-

cies belonging to other genera such as Parastichopus regalis,
which is the only representative of the order Synallactida
recently found along the Algerian coast (Benzait et al. 2020;
Khodja et al. 2021). This is probably due to its inaccessibil-
ity as this species lives in depths of 50 m or more. Indeed,

P, regalis is caught incidentally by small-scale fisheries and
trawlers that consider it as worthless bycatch (Benzait et al.
2020). On the other hand, in Spain, P regalis is highly val-
ued for its five muscle bands and represents the most expen-
sive seafood product in Catalan markets, reaching a price

of EUR 130/kg (Ramén et al. 2010). Several other repre-
sentatives of this family are exploited worldwide, including
Parastichopus tremulus and species of the genera Thelenota
and Stichopus (Dissanayake and Stefansson 2010). Sea
cucumbers also have important nutritional values and have
long been used in traditional medicine in Asian countries
(Khotimchenko 2015) because they contain bioactive com-
pounds that reduce the risk of certain chronic diseases, and
they improve health by meeting some basic nutritional needs
(Pangestuti and Arifin 2018). These bioactive compounds
include polyunsaturated fatty acids and triterpene glycosides
(saponins) (Caulier et al. 2016; Mecheta et al. 2020). In the
Mediterranean, several studies have detailed the composi-
tion of holothurian species of the genus Holothuria (Wen et

al. 2010; Aydin et al. 2011; Roggatz et al. 2015; Gonzalez-
Wangiimert et al. 2018; Mecheta and Mezali 2019; Mecheta
etal. 2020). However, few studies have been done on species
of the genus Parastichopus. As far as we know, the chemical
composition of P, regalis has been studied only by Santos et
al. (2015) in Portugal and by Roggatz ct al. (2018) in Spain.
Hence, the interest of this study whose purpose is to evalu-
ate the quality of P, regalis integument through the study of
its moisture, lipid and ash contents as well as its digestibility
by the gastric enzyme pepsin.

Methodology

This study was carried out on 42 individuals of Paras-
tichopus regalis from four stations in the region of Mosta-
ganem on the western Algerian coast (36°02°36.66"N

and 00°01°49.38”W; 36°05°4.62” N and 00°00°29.40”E;
35°59°6.54” N and 00°01’5.34”E; 36°27’ 58.68”N and
00°38°25.86”E). Sampling was carried out in June 2020 by
small-scale fisheries in the area. In the laboratory, measure-
ments were carried out the contracted body length (CBL) of
the individuals (+ 0.10 mm), wet weight of the integument
(TWW) (£ 0.001 g) and thickness of the integument (TT)
(+0.01 mm). After these measurements were recorded, the
integument was frozen for biochemical analysis.

Five frozen integuments were selected for biochemical
analysis. These integuments were freeze-dried (Christ Alpha
2-4 LD plus) to remove all water without altering their
chemical composition by high temperatures, then weighed
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dry (DTW) to determine the moisture content according to
the following formula and the wet/dry weight ratio:

Wet weight - Dry weight

Moisture content (%o) = X 100

Wet weight

The in vitro digestibility of the integument of P regalis
individuals was performed using a digestive enzyme (pepsin
1:10,000). This step was performed in three replicates on
three different individuals following the protocol of Escu-
dero et al. (2010) and modified by Wen et al. (2015). For
this study, 0.5 g of dry integument was homogenised twice
in 2 ml of distilled water for 1 min at 6000 rpm/min. The
whole was centrifuged twice for 1 min at 6000 rpm/min,
then the pH was adjusted to 2 with HCL (1 M) before add-
ing pepsin 1:10,000 with an amount of 5% based on the dry
weight of the integument. The mixture was kept at 37°C for
2 h, then the pH was adjusted to 7 with NaOH (1 M) to
inactivate the pepsin. The undigested integument was dried
at 60°C for 72 h and then weighed. The digestibility of the
integument by pepsin was calculated according to the fol-
lowing formula:

DT (%) =

Wt - Wi
(—)Xloo

Where DT = digestibility of the integument by pepsin,
Wt = dry weight of the integument before pepsin digestion,
and Wi = dry weight of the integument not digested by pepsin.

The extraction of lipids from the integument of P, rega-

Jis was performed according to the method of Folch et

al. (1957) and later modified by Low and Ng (1987) on
two individuals. A total of 1 g of freeze-dried integument
samples was dissolved in 120 ml of 2:1 (v/v) chloroform/
methanol mixture. The mixture was homogenised for 2 h
and then filtered through Whatman No 1 filter paper, and
30 ml (v/4) of 0.73% NaCl was added. The solution was
left to decant for 2 h then the chloroform was filtered over
sodium sulphate and recovered in a previously weighed
flask. The methanol was washed with 40 ml of chloroform
and 10 ml of 0.58% NaCl and left to decant for 30 min.
The chloroform containing the lipids was also filtered over
sodium sulphate, recovered and then removed at 53°C. The
lipid content was deduced by weight difference.

To determine the ash content of P regalis integument, approx-
imately 1 g of sample was incinerated completely at 600°C

for 6 h. The ash content expressed as a percentage is the dif-
ference between the weight of the samples before and after
incineration. This step was performed on two individuals.

Results and discussion

The contracted length of the 40 P, regalis individuals varied
between 80 and 230 mm (mean 140.55 + 45.27 mm). The

integument thickness had a mean value of 3.67 + 1.40 mm

and the wet integument weight ranged from 7.22 to

133.86 g (mean 56.25 + 28.48 g). Dried individuals had an
average weight of 6.07 + 1.35 g.

The ratio between the wet (TWW) and dry (TDW)
weights of the integument was 9.27. This value is very close
to the standard value (10:1) established for holothurians

by Newell and Courtney (1965). This ratio was calculated
in other species of the genus Holothuria in the central and
western Algerian region by Mezali (1998) and Mecheta and
Mezali (2019). The ratio obtained for P, regalis was higher
than that of Holothuria poli (6.44 and 7.02 obtained by
Mezali 1998) and Mecheta and Mezali (2019), respectively,
H. tubulosa (6.44 and 8.69 obtained by Mezali 1998) and
Mecheta and Mezali (2019), respectively, and H. forskali
(8.98 obtained by Mezali 1998), close to that of H. sanctori
(9.39 obtained by Mezali 1998) and lower than that of

H. arguinensis, which possesses the highest ratio of 15.78
(Mecheta and Mezali 2019). According to Mezali (1998,
2001), the variation in this ratio between species may be
related to their physiology and the chemical composition of
their integument. In fact, the percentage of water content
and the percentage of ossicles in the integument that differ
between species can influence dry weights and create consid-
erable variation. Habitat may also play a role in the variation
of this ratio. In fact, unlike species of the genus Holothuria
that inhabit coastal areas and have a rigid integument, P
regalis is found on muddy substrates (Elakkermi et al. 2021)
and its integument is soft. When this ratio is accurately
calculated for commercial species, it can be used to estimate
the weight of fresh sea cucumbers from previously processed
ones (Ngaluafe and Lee 2013).

Approximate composition

The moisture content (Tablel) in the integument of P, rega-
lis was 90.98 + 0.71%, this value is close to that observed in
the same species in Spain (Roggatz et al. 2018). According
to Chang-Lee et al. (1989), the moisture content in holo-
thurians is between 82.0 and 92.6%, and is high compared
to that of fish and molluscs, although higher or lower
values have been observed in some species (Table 1). Such
is the case for Holothuria tubulosa, H. poli and Stichopus
variegatus, with moisture contents of 81.09 + 1.97%, 93.53
+ 1.95% and 93.36 + 0.02%, respectively (Mecheta and
Mezali 2019; Ridhowati et al. 2018). The value observed

in the species studied remains within the range of rates
reported in the literature. Within the same species, fluctua-
tions in the moisture content can be observed depending
on the sampling period, such as the case of the species
Lsostichopus sp., where the moisture content varies but not
significantly by 3% between the months of January and July
(Vergara and Rodriguez 2016). This monthly variation has
also been observed in the species Holothuria scabra (Ozer et
al. 2004). In the case of our comparison, all individuals were
collected in summer except in the case of P regalis from the
Spanish coast and S. variegatus, which were collected from
fall-winter and winter-summer, respectively (Roggatz et al.
2018; Ridhowati et al. 2018). Thus, the observed interspe-
cific water content variations are simply due to species and
genus differences.



Table 1. Approximate composition of the integument of Parastichopus regalis compared to other sea cucumber species.

Species Moisture content Lipid content (%) Ash content (%) References

(%)
Parastichopus regalis 90.98 + 0.71 140+ 0.57 4045 + 0.54 Present study
P regalis - 3.63+0.11 - Santos et al. (2015)
P regalis 91.40 127 36.80 Roggatz et al. (2018)
Holothuria arguinensis 88.13 £4.16* 2.57£0.28 47.31+0.08 Mecheta et al. (2020)
H. poli 93.53 + 1.95% 553+059 4178 +1.82 Mecheta et al. (2020)
H. sanctori - 3.07 £0.50 31.58+0.10 Mecheta et al. (2020)
H. scabra 84.91 - - Ozer et al. (2004)
H. tubulosa 81.09 + 1.97% 3.81+025 40.77 £0.60 Mecheta et al. (2020)
Stichopus herrmanni - 0.80 + 0.02 37.90 £ 0.33 Wen et al. (2010)
S. variegatus 93.36 +0.02 = = Ridhowati et al. (2018)
Thelenota ananas = 1.90 £ 0.01 2510+0.30 Wen et al. (2010)

*Mecheta and Mezali (2019)

The lipid level (Table 1) obtained from P, regalis was 1.40

+ 0.57%. This value is more or less close to that of Stichopus
hermanni and Thelenota ananas (0.80 + 0.02% and 1.9

+ 0.01%, respectively) (Wen et al. 2010). The chemical
composition of marine organisms in general can be influ-
enced by several factors such as physiological characteristics,
habita, life cycleand environmental conditions, as well as
biological factors such as diet and reproductive cycle (Taboada
etal. 2003; Diniz et al. 2012). According to Khotimchenko
(2015), the organic and non-organic compositions of fresh
holothurians vary with species, season, habitat and probably
stage of ontogeny.

Two studies approached the lipid level in the integument of
P regalis in the Mediterranean. The level obtained in indi-
viduals from Portugal is higher (3.63 + 0.11%) (Santos et al.
2015) than those obtained in Spain by Roggatz et al. 2018
(1.27%), and those obtained in this study. This variation in
lipid levels observed within the same species is explained by
several factors but particularly by temperature and availability
of food resources due to the selective behaviour of holothuri-
ans (Tabaoda et al. 2003; Neto et al. 2006). Indeed, the three
values obtained correspond to samples from different regions
and different periods, with the highest lipid level observed in
September 2012 (Santos et al. 2015) and the lowest between
fall and winter 2011 (Roggatz et al. 2018). The intermediate
value was obtained in our study in summer 2020.

The ash content (Table 1) obtained in the integument of
regalis is 40.45 + 0.54%, which is slightly higher than that
obrtained by Roggatz et al. (2018) for the same species in
Spain (36.80%) as well as those of the other two species of the
same family, Stichopus herrmanni and Thelenota ananas with
contents of 37.9 + 0.33 % and 25.10 + 0.30%, respectively
(Wen et al. 2010). Compared to other species of the genus
Holothuria from the Algerian west coast, only H. arguinen-
sis has a higher ash content than the species studied (47.31

+ 0.08%), H. tubulosa and H. poli both have almost similar
levels (40.77 4 0.60% and 41.78 + 1.82%, respectively) and
H. sanctori has lower values (Mecheta et al. 2020). The results

of the ash content should be taken with caution because the
number of ossicles could influence this value.

In general, sea cucumbers are high in protein, low in lipids
and contain several minerals and vitamins (Cakli et al. 2004;
Mecheta et al. 2020). This chemical composition is influ-
enced by the nutrition of these organisms, their geographical
location, the handling procedure of these organisms after
they are harvested, and the method by which they are pro-
cessed into beche-de-mer (Chang-Lee et al. 1989; Ozer et al.
2004; Aydin et al. 2011).

In vitro digestibility of the P. regalis
integument by pepsin

An assessment of the quality of a protein source is usually
based on the amino acid composition and digestibility of
the protein in the digestive tract (Santé-Lhoutellier et al.
2017). The in vitro pepsin digestibility of P regalis integu-
ment of 46.96 * 3.08% is the same as that observed in fish
(Wen et al. 2010) and close to that of chicken and beef
(44.67% and 42.75%, respectively) (Table 2). Compared to
other holothurian species from the Algerian west coast, the
integment of P regalis is more digested by pepsin than that
of H. poli or H. tubulosa (34.68 + 8.66% and 25.96 + 2.04%,
respectively) (Mecheta and Mezali 2019). Despite the fact
that P, regalis has a low protein content (14.7% according to
Roggatz et al. 2018) compared to H. arguinensis (66.41%
according to Mecheta et al. 2020), their integuments are
almost equally digested by pepsin. This digestion may not
be related to the protein level but instead to its composition.
Indeed, pepsin cleavage is more influenced by the amino
acid residue in the P1 position, and when the amino acids
His, Lys, Argor Pro are in this position they prohibit this
cleavage (Hamuro et al. 2018). These amino acids represent
approximately 19.6%-26.4% of the protein in H. arguinen-
sis, H. tubulosa, H. poli and P, regalis, and have low lysine/
arginine levels (Roggatz et al. 2015; Gonzalez-Wangiimert
etal. 2018; Roggatz et al. 2018).
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Table 2. Digestibility of P regalis integument by pepsin compared to other sea cucumber species and to commonly consumed meats.

Species Digestibility (%) References

Parastichopus regalis 46.96 + 3.08 Present study

Holothuria arguinensis 53.56 £3.41 Mecheta and Mezali (2019)

H. poli 34.68 + 8.66 Mecheta and Mezali (2019)

H. tubulosa 25.96 +2.04 Mecheta and Mezali (2019)

Pork 47.22 Wen et al. (2015)

Fish 46.98 Wen et al. (2015)

Chicken 44,67 Wen et al. (2015)

Beef 42.75 Wen et al. (2015)
Conclusion Chang-Lee M. V., Price R. J. and Lampila L. E. 1989.

The sea cucumber Parastichopus regalis has a high-water
content, low lipid content and good digestibility by pepsin.
Thus, P, regalis from the Algerian coast could constitute a
new nutritional and economic source to be exploited. Before
that, however, studies on its reproduction must be carried
out in order to establish management measures that guaran-
tee the sustainability of the stocks such as the determination
of fishing closure periods and minimum commercial sizes,
which are not available for any species exploited in Algeria.
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