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Résumé

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de de la cytotoxicité de différents extraits de
caulerpa racemosa récoltée sur la cote de Mostaganem par le test BSLA (Brine shrimp

lethality test).

Artemia salina utilisée dans le test BSLA a été obtenu par éclosion de cystes collectés sur la
Sebkha de Bethoui (Oran). Les extraits de Caulerpa racemosa collectée au niveau de la plage
de Salamandre (Mostaganem) ont été obtenus par extraction au soxhlet par trois solvants
différents : chloroforme, hexane et méthanol. Trois concentrations (10, 100 et 1000 ppm) ont

été testées pour chaque extrait. La CL50 a été déterminée.

Apres 24-48h d’incubation dans de 1’eau de mer, des nauplii de stade I ou II ont été
utilisés pour le test de cytotoxicité. Les mortalités maximales des crevettes saumatres se sont
manifestées a 1000 ppm alors que les mortalités les plus faibles étaient a 10 ppm et ce pour
les trois extraits étudiés. Contrairement aux extraits chloroforme et hexane dont la CL50 était
largement supérieure a 1000 ppm, celle du méthanol est inférieure a 1000 ppm mais reste
légerement en dessous (954 ppm).

Les extraits chloroforme et hexane de Caulerpa racemosa sont non toxiques alors que
celui du méthanol I’est tres faiblement.

Mots Clés : Caulerpa racemosa, test BSLA, la cytotoxicité, Artemia salina, la saline de

Bathioua. Plage de Salamandre.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the cytotoxicity of different extracts of Caulerpa
racemosa harvested on the Mostaganem coast by using the BSLA (Brine shrimp lethality test)
test.

Artemia salina used in the BSLA test was obtained by hatching cysts collected on the Sebkha
of Bethoui (Oran). The extracts of Caulerpa racemosa collected at the Salamandre beach
(Mostaganem) were obtained by Soxhlet extraction with three different solvents: chloroform,
hexane and methanol. Three concentrations (10, 100 and 1000 ppm) were tested for each
extract. The LC50 has been determined.

After 24-48h incubation in seawater, stage I or II nauplii were used for the cytotoxicity test.
Maximum mortalities of brine shrimp occurred at 1000 ppm while the lowest mortalities were
at 10 ppm for all three extracts studied. In contrast to chloroform and hexane extracts whose
LC50 was well above 1000 ppm, that of methanol is less than 1000 ppm but remains slightly
below (954 ppm).

The chloroform and hexane extracts of Caulerpa racemosa are non-toxic while that of
methanol is very weak toxic.

Key words: Caulerpa racemosa, BSLA test, cytotoxicity, Artemia salina, Bathioua saline.
Salamandre beach.
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Introduction

De nos jours, les algues sont tres étudiées pour leur potentiel nutritionnel,
pharmaceutique, cosmétique...... Leur richesse en composés bioactifs les rend attrayantes
pour les différentes industries.

Cependant il est primordial d’effectuer des tests de toxicité pour évaluer la sécurité ou
les dangers présentés par les substances que pourrait contenir les algues ou toutes autres
plantes. Ces substances peuvent provenir de différents contaminants ou de composés
chimiques végétaux qui font partie de la plante.

Bon nombre de méthodes d'essai de toxicité actuelles comprennent l'utilisation
d'animaux de laboratoire comme les souris, les rats ou les lapins, mais dernicrement
’utilisation du test BSLA : Brine shrimp letality assay, s’est répandu. Ce test est basé sur
I’utilisation d’une crevette d’eau saumatre : Artemia. Utilisée surtout en aquaculture des fins
de nutrition, son emploi s'est élargi jusqu'au domaine de I’étude de la cytotoxicité.

Ce test de crevette a été proposé par Michael et al Michael et al (1956) et développé
par Vanhaecke et al. (1981) et Sleet et Brendel (1983). Il est considéré comme un outil utile
pour I'évaluation préliminaire de la toxicité et il a été utilisé pour la détection des toxines dans
des extraits de plantes. Le faible colt et la facilité d'exécution du test ainsi que la disponibilité
commerciale d'ccufs de crevette de saumure font du test de 1€talité de la crevette (BSLT) une
méthode de laboratoire tres utile.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressées a 1’é¢tude de la cytotoxicité d’une
algue verte invasive de notre coOte : Caulerpa racemosa var cylindracea. 1l s’agit d’une
espece algale introduite qui a ét€ découverte pour la premiere fois a Bou-Ismail en 2006
(Ould Ahmed et Meneisz, 2007) et 2 Mostaganem en 2010 (Bouhidjra et al, 2010).

Notre objectif est de tester la cytotoxicité ou non de trois extraits de Caulerpa
racemosa collectée sur la plage de Salamandre : extrait chloroforme, hexane et méthanol vis-
a-vis des larves d’Artemia salina originaire de cystes collectés sur la Sebkha de Bethioua.




Chapitre I Biologie et écologie de I'Artemia

1-Présentation de ’espéce :

Connue sous le nom de petite crevette des marais (brine shrimp), 1’Artemia est un petit
crustacé phyllopode aquatique d’une taille qui ne dépasse pas 8mm.Ce crustacé est euryhalin
et eurytherme, sa tolérance a la salinité et a la température est élevée. La température peut
varier entre 6°C a 40°C pour les larves, tandis que pour les cystes, les limites oscillent entre
70°C a 100°C, la résistance a la salinité varie de 3 a 250 %o.

L’Artemia vit dans des biotopes a climat tropical, subtropical, ou encore tempéré. En Afrique
précisément au Maghreb elle se rencontre dans les chotts, les sebkhas ou mellaha.

L’Artemia est un organisme filateur, non sélectif se nourrissant de détritus, de micro algues et
de bactéries.

(Leach, 1819)
2-Définition d'Artemia Salina :

L’ Artémie (Artemia salina) est une espece de crustacé vivant dans les lacs salés, les lagunes,
les chotts, les sebkhas et les marais salants(Emslie, 2003).Elle se trouve en abondance
dans les salines de I’ouest Algérien, grace a sa forte reproduction. Cette espece reste
toujours trés demandée dans le domaine d’exploitation des ressources hydriques et en
aquaculture (Kara et al, 2004).

3-Classification :

Reégne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous-embr : Crustacea
Classe : Branchiopoda
Sous-classe : Sarsostraca
Ordre : Anostraca
Sous-ordre : Artemiina
Famille : Artemiidae

Genre : Artemia
Espece : Artemia salina (Linnaeus, 1758)

4-Biologie de 1’Artemia salina :

4-1-La morphologie de I’Artemia :

Dans la nature I’Artemia apparait sous divers aspects morphologiques. L’ceuf d’Artemia
appelée couramment cyste, donne naissance a une premicre larve (nauplius) quand les
conditions de I’environnement sont favorables. Apres plusieurs étapes de développement, le
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nauplius subit des transformations physiologiques et morphologiques qui vont le conduire au
stade adulte. Ces étapes de développement au cours desquelles le nauplius porte le nom de
(méta-nauplius), sont a chaque fois accompagnées des mues.

La taille des adultes d’Artemia est en général d’environ 8-12 mm, mais peut atteindre jusqu’a
20 mm. Le male est généralement plus petit que la femelle, nage plus rapidement,
mange moins et est moins coloré. Sa coloration va du blanc laiteux au bleu vert jusqu'au
rouge brique et au vermillon selon sa nourriture et le milieu, en particulier selon la teneur
du milieu en oxygeéne dissous. La taille de 1’adulte d’Artemia varie entre 8 et 12 mm
chez les souches bisexuées et dépasse 20 mm chez les parthénogénétiques (Sorgeloos et al.,
1986). La petite taille des males; risque, toutefois, d’étre affectée par les conditions de
I’environnement, en particulier les hautes salinités (Amat, 1979).

Les males sont distingués par deux grosses €pines au niveau de la téte et une paire de pénis au
niveau de I’abdomen. Les femelles possedent uniquement un utérus au niveau de 1’abdomen
qui peut contenir jusqu’a200 cystes. Dans des conditions naturelles, I’Artemia se nourrit
d’algues, de protozoaires et de détritus (Abatzopoulos et al., 2010).

Dormant

N _o . Cysts
. ° Hatching
~

e

e

Female

Adults : ‘,

Male

Umbrella Stage ¥

L 2 Life Cycle
of Artemia _
Naupliar
Juveniles stages

Female

Male

Figure 01 : Cycle de vie de I’Artemia (Abatzopoulos et al., 2010)

Le corps d’un Artemia adulte est dépourvu de carapace (anostracée) mais clairement
segmenté. Il comprend trois parties bien distinctes : la téte, le thorax, et ’abdomen.

R/

> La téte : est relativement large comportant une paire d’yeux complexes, 1’ceil nauplius,
les antennules et la cavité buccale. Cette derniere est représentée par un large labrum, une

B
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paire de mandibule et deux paires de maxillaires. Ces diverses pieces qui constituent la cavité
buccale sont reliées a 1’cesophage, qui aboutit dans I’estomac.

o> Le thorax : comprend 11 segments portant chacun une paire de thoracopode qui
assurent la respiration, la locomotion et la fonction alimentaire de I’animal, le segment
externe du thoracopode (expodite) joue le role de branchies. L’endopodite situé¢ a la partie
médiane du thoracopode permet la propulsion et les mouvements du corps de 1’animal. Le
segment interne du thoracopode intervient lors de la filtration de 1’eau par I’animal afin de
retenir les particules alimentaires qui se trouvent suspendues dans 1’eau.

<> L’abdomen : se distingue nettement du thorax, il est formé de huit segments, les deux
premicres contiennent 1’appareil de reproduction. L’appareil reproducteur male est formé
d’une paire de testicules d’une paire de vésicules séminales et d’une paire de pénis. Celui de
la femelle est constitué¢ d’une paire d’ovaires localisés de chaque c6té du troisieme segment
abdominal. Deux oviductes aboutissent dans I’utérus qui est en forme de poche et qui finit
dans D’orifice génital. Le huitieme segment est différencie en telson et est constitué de deux
lobes entre les quels s’ouvre 1’orifice anal.

4-2-La reproduction d’Artemia :

Lors de la reproduction, le male va s’aider de ses pattes pour tenir la femelle, il se positionne
sous elle au niveau du sac ovaire. Ils vont nager ainsi 1’un accroché a 1’autre pendant plusieurs
minutes. Ensuite, ils se séparent d’un coup d’abdomen. La maturité sexuelle apres éclosion est
delO jours environ, selon les conditions du milieu.
L'Artemia dispose de deux méthodes de reproduction :

- Reproduction sexuée : il y a des males et des femelles qui s'accouplent.

- Reproduction par parthénogéneése : il n'y a pas de males et seules les femelles
assurent la reproduction. Dans ce dernier cas, les individus disposent d'un double jeu
de genes (diploidie).

Une autre stratégie physiologique d’adaptation de 1’Arfemia est bien [’existence de
populations bisexuelles et d’autres qui se reproduisent parthénogénétiquement(Van stappen,
1997),sans toutefois présenter la capacité d’alterner leur mode de reproduction comme cela se
passe chez la daphnie et les rotiferes (Goldsmith, 1952).

Par ailleurs, on croie que toutes les populations d’Artemia empruntent les deux modes de
reproduction (ovipare et ovovivipare) et sont capables de commuter dun mode de
reproduction a l'autre comme réponse rapide aux fluctuations des conditions de
I’environnement. (Van stappen, 1997).
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rpet vi1uvl.agquanoreall.com

amia male artemia

Figure 02 : Individus femelle et male d’Artemia (internet- www.aquaportail. Com).

4-3- Cycle de vie d’Artemia salina :
4-3-1-La morphologie de cyste :

Tel qu’il est récolté dans la nature, le cyste d’Artemia a une forme biconcave et mesure 200 a
300 micrometres de diametre. Il est de couleur brun foncés et parfois pale. Quand il se trouve
dans 1’eau, le cyste flotte en surface et reste en suspension sous l’action des vents et des
vagues, cette particule apparemment inerte finit sur les rivages ou pourrait séjourner plusieurs
années sans que son état ne soit altéré. (Van stappen et Sorgeloos, 1996).

4-3-2-La morphologie de I’Incubation :

L’incubation est effectuée pendant 24 heures sous des conditions standards : eau de mer
saturée en oxygene dissous avec l’utilisation d’un aérateur qui permet le brassage du
contenu de la bouteille, la température est fixée a 27°C grace a un thermostat, la salinité fixée
a 35 %o et sous un éclairage de 1000 lux.

4-3-3-La morphologie de I’éclosion :

Au niveau des écloseries, étant donné le prix actuel des cystes, I'impératif serait de réaliser
des éclosions ou le rapport poids de nauplius obtenus sur poids de cystes soit le plus haut
possible.

Pour une éclosion optimale certains criteres de base devront étre observés en les adaptant a la
souche utilisée.

Les étapes de 1’éclosion sont résumées dans la figure 03.
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3-Stade d'éclatement 4-Stade d'éclosion

5-Nauplius éclos

Figure 03 : Eclosion d'Artemia. (Mousseux, 1995).

4-3-4- La morphologie de nauplius :

Les nauplius d'Artemia sont de petites crustacés qui peuvent vivre dans les eaux douces
comme ils peuvent vivre dans des eaux saumatres, ces petites créatures peuvent résister
a des taux de salinit¢é extrémes (jusqua pres de 350g/l) qui interdisent le
développement de tout autre organisme animal. La taille des nauplius d'Artemia n'excede pas
les treize millimetres, elles sont largement utilisées comme premiere nourriture pour les
alevins et sont aussi utilisées comme supplément pour nourrir les adultes et les« inciter » a se
reproduire. (Curto, 2006).

B
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4-3-5- Développement larvaire :

La croissance de larve d’Artemia s’accomplit suite a une série de mues. La durée séparant
deux mues successives a une température de 20°C est de 24 heures, alors celle-ci est réduite a
6 heures a une température de 30°C. Le nauplius fraichement éclot mesure 4002 500 micron
de longueur. Il est formé de trois paires d’appendices qui comprennent : les antennes,

relativement larges qui servent a la locomotion, les antennules et les mandibules, qui, elles,
joueront un role alimentaire du deuxieéme stade larvaire (met-nauplius) (Hentschel , 1968)

4-4-Alimentation et respiration :

L’alimentation et la respiration sont deux processus physiologiques assurés, en méme temps,
par les mouvements continus des thoracopodes (Provasolil et Shiraichi, 1959).

Concernant 1’alimentation, 1’Artemia est un animal filtreur obligatoire non sélectif, qui a
I’aide de ses antennes et thoracopodes des courants d’eau se créent le long de la surface
ventrale de I’animal, les téléphonies concentrent les particules alimentaires qui sont transférés
ensuite vers le labrum, ou une sécrétion visqueuse les entoure avant que les maxillaires et les
mandibules les expédient dans 1’cesophage.

L’Artemia est en mesure d’ingérer toute particules dont la taille est inférieure a 60um tel que
les micros algues et les bactéries (Dhont et Vanstappen, 2003).

5-Ecologie de ’Artemia :

L’Artemia occupe des biotopes a climat tropical, subtropical ou tempéré (Lavens et Sorgelos,
2000).

L’animal est rencontré abondamment dans les milieux thalassohalins (riche en chlorure de
sodium) et athalassohalins (riches en sulfates, encarbonates et/ou potassium). (Haddag,
1991).

La diversité écologique de ces biotopes isolés, et la flexibilité génétique de I’espece ont mené
a I’évolution de plus de 350 populations (Van Stappen et al, 1993).

L’Artemiaest considérée comme un organisme euryhalin et eurytherme rencontré a des
salinités entre 80 et 220 g/l selon les populations et les especes.

Les tolérances a la salinité et la température sont tres élevées. Cependant, il est largement
accepté que I’Artemia ne puisse pas survivre plus de 1 a 2 jours a une salinité extréme de 340
g/l (Camargo et al, 2003).

Concernant la température, la plupart des populations ne supportent pas des températures au-
dessous de 5°C, tandis qu’elle peut varier entre 6 °C a 40°C pour les larves. La tolérance des
cystes secs et encore plus élevée ; les limites oscillent entre -273°C a plus de 60 °C.
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6-L’Artemia en Algérie :

En Afrique, 37,7 % de la superficie totale du continent, soit 11,3 millions de km sont des
régions arides ou semi arides dans lesquelles les lacs salés ont tendance a s’yformer.
(Williams, 1996).

Les travaux réalisés sur I’Artemia en Algérie sont peu nombreux. D’apres certains auteurs
(Haddag, 1991 ; Kara, 1994 ; Ghomari, 2012) 1’espéce se rencontre dans les chotts et les
sebkhas.

Les sites riches en Artemia, recensés en Algérie sont rapportés dans le tableau 01 et 02.

Tableau 01 : Les sites potentiels d’Artemia connus en Algérie (Milla et Madani, 2001).

Région Type du site | Cordonnées géographiques Espece
Saline 35°43°’N 00°08°W A. tunisiana
Arzew (Bethioua)
Chott 34°03 ‘N 06°20°E Inconnue
Djeloud ou
Merouane
Chott 31°57°N 05°20’E A.tunisiana
Ouargla
I 35°30°N 00°46’E Inconnue
DayetMorcelli
Lac 35°35’N 00°25’E Inconnue
Gharabas
Sabkha 35°43’N 06°32°E A.franciscana
Djendlli(prés de
Batna)
Sabkha 35°53’N 06°33’E A.franciscana
Zemoul(Ain Mlila)
Chott 33°06’N 06°07°E Inconnue
Tougourt
Sabkha 35°50’N 06°35’E Inconnue
N’zouri
Saline 35°51’4N 0°38°47 E A.tunisiana
Sidi bouziane
(Relizane)
Mellaha 35°59°N 05°15’E Inconnue
Guergour El -Amri
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Tableau 02 : Les sites potentiels d’Artemia connus en Algérie.(Kara et Amarouayache,
2012).

Région Superficie | Coordonnées Espece Références
(ha) géographiques
Sebkhat 43,000 35°43°N Inconnue | (Sorgeloos et al, (1986),
Oran 00°08°W Ghomari et al, 2011)
Chott Ouargla 6,853 31°57’N Inconnue | (Sorgeloos et al, (1986)
05°20°’E
Chott 36,000 34°03’N A. salina (Sorgeloos et al,
Marouane 06°20’E (1986),
(El Oued) (Zemmouri, 1991),
(Kara et
al, 2004), (Samraoui et
al,20006),
(Amarouayache et
al,2009),
(AmarouayacheandKara,
2010)
SebkhatEz- 6,100 35°53’N- A. Salina (Sorgeloos et al,
Zemoul 06°33’E (1986),
(Oum El Zemmouri, 1991),
Bouagui) (Kara,
1998),(Samraoui et al,
2006),
(AmarouayacheandKara,
2010), (Amarouayache
et al, 2010).
(Amaraouayache
et al, 2012),
Arzew 2,900 35°41N- A. Zemmouri, 1991).
Saltern 00°17°W tunisiana (Haddag,
(Bethioua, 1991),(Samraoui et al,
Oran) 2006). Ghomari et al,
2011)
Garaet El Tarf 33,460 35°42°N A. salina (Kara, 1998), (Haddag,

(Oum 07°07’E 1991)

El Bouagui)

Chott 48,000 34°10°N A. salina | (Samraoui et al, 2006),
Melghir 06°17’E Ghomari et al, 2011)
(Biskra)

Sebkhat 1,740 35°50°N A. salina (Zemmouri, 1991),
Sidi 00°39°W (Ghomari etal, 2011)
Bouziane
(Relizane)
Goléa Salt 18,947 30°28’N Inconnue Ghomari et al, 2011)
Lake(Ghardaia) 02°55’E

Dayet 150 35°30°N Inconnue (Sorgeloos et al,1986)
Morseli 00°46°W

(Oran)
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7-Culture et récolte d'Artemia salina en aquaculture :

La récolte des nauplius se fait en vidant le récipient sur un tamis de vide de maille de 120 um
puis en les rincant abondamment a I'eau avant distribution. Il s’agit de récolter 1’Artemia
dans les salines au moment de sa prolifération de fagcon spectaculaire en période
printaniere et pré-estivale.

L’exploitation de 1’Artemia, sous forme de cyste ou biomasses dans les habitats naturels, pour
des fins aquacoles est pratiquée dans tous les pays possédant des salines et ou I’activité
aquacole est développée. (Divanach et al, 1983).

Les facteurs intervenant directement dans le processus de 1'éclosion :
7-1-La température:

La température de l'eau varie aussi considérablement d'environ 6 a 37 °C, la température
optimale de reproduction étant a environ 25 °C ou a température ambiante.

Un avantage de leur habitat hyperhalin signifie qu'ils ont trés peu de prédateurs, mais
lI'inconvénient est que leur régime alimentaire est limité.

Donc la température c’est un facteur écologique important du milieu, en effet, celle-ci joue un
role dans la solubilité des sels et surtout des gaz, la détermination de pH. (Rodier, 1996).

7-2-La salinité :

On définit la salinité en grammes de résidus solides par kg d’eau de mer, aprés conversion des
carbonates en oxydes, au bien la salinité des saumures se définit comme la somme des cations
et des anions qu’ils contiennent. Le principal sel, présent en quantité quasi inépuisable dans
les mers, océans, lacs salés, salines et aussi dans les mines de sel, est le chlorure de sodium.
Mais la composition ionique des saumures varie selon [’origine ; thalassohalines ou
athalassohalines. La majorité des eaux hyper salines contient 8 & 10 fois plus de sels dissous
totaux que I’eau de mer. (Caumette, 1998).

Les eaux sont considérées salées lorsque la salinité dépasse 0,3%( p /v) et on définit les eaux

hyper salées comme celles présentant des concentrations en sels minéraux supérieures a celle
de I’eau de mer (3,3%(p/v)).

Cependant, cette définition n’est pas spécifique, on doit également tenir compte de 1’origine et
des types de sels et de leur proportion (Edgerton et Brimblecome, 1981).

Le temps d’hydratation est directement fonction de la salinité. Si, pour des raisons de facilité,
on utilise couramment de 1'eau de mer, il a ét€ démontré qu'une éclosion en eau de mer diluée
jusqu'a 5 %, est plus rapide et permet d'obtenir des nauplius a plus haute valeur énergétique
(Vanhaecke et al, 1980).

E
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7-3- Le pH:

Le pH de l'eau de mer est un facteur tres important pour 1'éclosion des ceufs d'Artemia. Si
nécessaire, le pH doit étre ajusté en utilisant NaOH ou Na2 CO3, pour éviter la 1étalité des
larves d'Artemia causée par la diminution du pH pendant l'incubation (Vanhaecke et al.,
1981; Parra et al., 2001).

L’Artemia jusqu'a ce jour n'aété rencontrée qu'en milieu neutre ou alcali.Si peu d'informations
existent sur l'influence du pH sur la croissance de juvéniles et le maintien des adultes, il est
important de noter que son role est capital lors de 1'éclosion. (Sato, 1967).

7-4-L'aération :
Permet dhomogénéiser le milieu et de favoriser 1'éclosion.

La saturation des eaux due a I’évaporation réduit encore le pH et la solubilit¢ de 1’oxygéne.
Mais I’agitation des eaux de surfaces par le vent permet 1’aération et donc la disponibilité de
I’oxygene pour les microorganismes aérobies et les larves des couches superficielles
(Litchfield et al, 1998).

7-5-L'éclairage :
Une lumiére artificielle continue favorise un meilleur rendement.

Constatée par Sorgeloos en 1973et étudiée par Vanhaecke en 1980, I'éclosion est optimale
quand elle est effectuée sous une source lumineuse qui assure au minimum 1 000 lux ce qui
représente un éclairement bien plus faible que celui qui peut étre observé dans les milieux ol
proliferent les Artemia les jours de plein soleil (100 000 lux).

8-Exploitation de I’Artemia :

Le choix de la souche de 1I’Artemia dépend essentiellement de la taille des cystes et du taux de
fécondité. Pour une meilleure exploitation de 1’Artemia et une augmentation de sa valeur
nutritionnelle, un enrichissement en acides gras (AG) polyinsaturés est nécessaire. L’ Artemia
peut étre exploitée aussi pour la vente ou pour la distribution a des larves de poissons
ou de crustacés durant les premiers stades larvaires (Amat, 1979).
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1-Les algues :

Les algues sont des organismes capables de pratiquer la photosynthese et vivent
majoritairement dans un milieu aquatique (marin ou dulcicole). Ce sont donc des végétaux
mais dépourvues de tige, de racine, de feuille ou de fleur.

Les algues ne constituent pas un groupe évolutif unique, mais rassemblent toute une série
d'organismes pouvant appartenir a des groupes phylogénétiques tres différents (Reviers,
2002).

2-Classification des algues :

Il s'agit d'un groupe polyphylétique incluant des organismes procaryotes (les cyanobactéries)
et eucaryotes. Elles sont réparties en plusieurs taxons dont les plus importants sont :

» Les algues bleues.
» Les algues brunes.
» Les algues rouges.
» Les algues vertes.

Les algues vertes sont un ensemble d'algues dont les pigments photosynthétiques principaux
sont les chlorophylles a et b. Comme leur nom l'indique, les algues vertes sont généralement
de couleur verte.

Les algues vertes ne forment pas un groupe évolutif complet et cohérent, elles sont
représentées par différents taxons qui ne sont pas phylogénétiquement apparentés. L'origine et
la date d'apparition des différents groupes d'algues vertes sont encore tres discutées (Michael
et al, 2012).

3- Définition de Caulerpa racemosa :

La Caulerpe raisin ou Caulerpe a billes (Steven, 2005), Caulerpa racemosa, est une espece
d’algues vertes de la famille des caulerpacées. On la trouve dans les eaux peu profondes de
nombreuses mers du monde. Il existe un grand nombre de formes différentes dont une variété
apparue en 1990 en Méditerranée dont le caractere invasif est préoccupant.

I s’agit d’une macrophyte originaire du sud —ouest de 1’ Australie et dont I’aire de répartition
actuelle est préoccupante, vue sa présence dans les mers tropicales et tempérées chaudes. Elle
est décrite dans la littérature avec de nombreuses variétés et formes différentes qui pourraient
en fait masquer plusieurs especes distinctes (Verlaque et al, 2000).
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Figure 04 : Photo de Caulerpa racemosa (www.aquaportail.com).

4-Classification :

Domaine Eukaryota

Division Chlorophyta

Classe Chlorophyceae

Ordre Bryopsidales

Famille Caulerpaceae

Genre Caulerpa

Espece Caulerpa racemosa var cylindracea

5-Taxinomie :

Caulerpa racemosa est un Chlorophyta de l'ordre Bryopsidales appartenant a la famille
Caulerpaceae. Le genre Caulerpa comprend environ 85 especes (Guiry et Guiry, 2007). Il y
a beaucoup de confusion dans la littérature concernant la classification taxinomique des
groupes d'especes de Caulerpa (incluant le groupe racemosa). Le groupe Caulerpa racemosa
se distingue de Caulerpa taxifolia a la forme de plume plate, par ses ramuli en forme
sphérique, en massues ou en champignon. Un nombre élevé de taxons infra spécifiques ont
été décrit a l'intérieur du groupe de C. racemosa.

Cependant, la plasticité morphologique élevée induite par les parametres environnementaux
rend la validité de nombreux taxons discutable (Ohba et Enomoto, 1987; Prud'homme van
Reine et al., 1996).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_scientifique_des_esp%C3%A8ces
https://fr.wikipedia.org/wiki/Domaine_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorophyceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bryopsidales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Caulerpaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Caulerpa
https://www.aquaportail.com/pictures1308/caulerpa-racemosa-caulerpe-raisin.jpg

Chapitre II Biologie et écologie de Caulerpa racemosa

En Méditerranée, trois taxons infra spécifiques de C. racemosa ont été identifiés (Verlaque et
al.,2000;2003):

1- un taxon correspondant aux deux variétés C. racemosa var. turbinata (J. Agardh) Eubank et
var.Uvifera(C.Agardh)J.Agardh.

2- C. racemosa var. lamourouxii (Turner) Weber-van Bosse F. requienii (Montagne) Weber-
vanBosse.

3- le taxon C. racemosa récemment introduit en méditéranée.

L'identité et l'origine de C.racemosa récemment introduite en Méditerranée sont restées
obscures pour une décennie. Divers scénarios ont été proposés pour expliquer la propagation
soudaine de C.racemosa dans la région méditerranéenne. D'abord, il a été spéculé que
C.racemosa était un Migrant lessepsien de la mer Rouge (Alongi et al., 1993; Giaccone et Di
Martino,1995a). Cependant, I’examen morphologique et 1’analyse bibliographique excluent
l'idée d'une migration lessepsienne tout en soutenant I'hypothese de 1'introduction de l'espece
(Verlaque et al., 2000). Les données moléculaires ont confirmé des conclusions logiques et
ont suggéré des especes d’origine hybride (Durand et al., 2002). Enfin, Caulerpa cylindracea
Sonder (1845) endémique du sud-ouest de 1'Australie et plus précisément de la région entre
Perth et Hopetoun (Harvey, 1858, Womersley, 1984) a été reconnu comme étant le taxon
récemment introduit dans la Meéditerranée
(Fama® et al., 2000; Verlaque et al., 2003). Une étude morphologique et génétique a
classifié ce taxon comme étant Caulerp racemosa var. cylindracea (Sonder) Verlaque,
Huisman et Boudouresque (ci-apres C. racemosa) (Verlaque et al., 2003). L'identité des
spécimens de Croatie, Chypre, la France, la Grece, 1'ltalie, la Turquie et les iles Canaries a été
prouvé par des études génétiques (Fama’ et al., 2000; Verlaque et al., 2000, 2003; Nuber et
al., 2007). Finalement, une variabilité génétique intra-population élevée a été observée chez
C. racemosa récemment introduite (Fama’ et al., 2000,2001; Jousson et al., 2001).

6-Morphologie:

Caulerpa racemosa var cylindracea posseéde un thalle coenocytique, constitué d’un axe
rampant appelé stolon qui mesure entre 0,7 mm et 2 mm de diametre ; ce dernier est fixé dans
le substrat par de minces et courts rhizoides d’une longueur qui varie entre 1 mm et 20 mm
avec un diametre entre 0,3 mm et 1 mm. Des axes appelés frondes qui atteingnent 15 cm, sont
portés verticalement sur le stolon. De petites protubérances arrondies, non groupées, avec une
longueur de 1,7 mm a 7 mm et un diametre entre 1 mm et 3 mm appelées ramules sont
disposées d’une facon radiale ou distique sur les frondes, ces mémes frondes sont légerement
Gonflées au- dessus de 1’attachement avec le stolon (Verlaque et al, 2003).

C.racemosa est caractérisée par des feuilles dressées jusqu'a 11 cm (exceptionnellement 19
cm) de hauteur, portant des ramules vésiculaires non encombrés dont la morphologie est
pertinente sur le plan taxonomique. Les frondes sont légerement gonflées au-dessus de
l'attachement au stolon qui est fixé au substrat par de courts et minces rhizoides (Verlaque et
al, 2003). De nombreuses pousses latérales sphériques ou ovoides se ramifient depuis les
frondes et qui donnent son nom de « caulerpe raisin » a cette algue (Sea, 2011).

T‘
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Les données morphométriques de C.racemosa en Méditerranée peuvent varier selon la région,
la profondeur et la saison (Klein & Verlaque, 2008).
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Figure 05 : Structure générale de C. racemosa (Klein & Verlaque 2008).

7-Reproduction et multiplication végétative :

Comme beaucoup d'autres especes, C .racemosa est capable de reproduire le duvet
sexuellement et végétativement.

La reproduction sexuelle est holocarpique, tout le cytoplasme de la cellule forme des
anisogametes qui sont libérées simultanément, résultant en le déces ultérieur de 1'individu.
C.racemosa comme Caulerpa taxifolia est monoique (Goldstein et Morall, 1970;
Panayotidis et Zuljevic', 2001). Cependant, dans la mer Méditerranée, contrairement a
Caulerpa taxifolia, ou seul le male des gametes a été observé (Zuljevicet Antolic, 2000),
C. racemosa produit les deux gametes sexuelles (Panayotidis et Zuljevic, 2001). Le
processus de libération des gametes est précédé par l'apparition de petites papilles et la
transformation du cytoplasme orange
Approximativement, 14 minutes avant le lever du soleil, les gametes sont libérées en quelques
minutes formant un nuage vert (Panayotidis et Zuljevic', 2001). Apres la libération des
gametes, le thalle vide se décompose rapidement en quelques heures. Une découverte
intéressante a été faite dans le laboratoire: la fusion de tres peu de gametes pour former des

dans un réseau vert clair et brunitre.

zygotes (Panayotidis et Zuljevic', 2001). Les événements de frai de masse ont été observés
au petit matin en été en Grece et France. Ce phénomene pourrait expliquer la répartition
inégale des prairies de C.
Alors que la lumiere est faite sur le processus de reproduction, Les indices déclenchant la
reproduction sexuée restent inconnus.

racemosa.
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La multiplication végétative peut se produire sous trois formes, style de croissance, la
fragmentation et la formation de propagules. Le style particulier de croissance des especes
Caulerpa, ou I'extrémité du stolon ramifié¢ se décompose pendant que les apex continuent a
croitre, résulte en une multiplication rapide des individus.
La fragmentation des thalles peut causer des perturbations dans le mouvement de I’eau, le
broutage et les activités humaines. Les fragments résultants sont capables de survivre
plusieurs jours au transport et peuvent se rétablir sur un substrat approprié (Ceccherelli et
Piazzi, 2001a). Des fragments de C.racemosa a la dérive ont été observés dans la colonne
d'eau en Italie et semblent €tre un mécanisme de multiplication hautement efficace, en
particulier en été (Ceccherelli et al., 2000, Ceccherelli et Piazzi, 2001a). L'attachement de
ces fragments de C.racemosa au substrat se produit en quelques jours (Carruthers et al.,
1993). Dans le laboratoire, la formation de propagules a été observée sur de la C. racemosa
collectée a Villefranche, France (Renoncourt et Meinesz, 2002). La formation de propagules
consistait en des ramuli détaché qui produisent des filaments chlorophylleux, qui croient apres
seulement 5 jours dans un nouvel individu.

C. racemosa se multiplie végétativement par fragmentation. Lorsque des morceaux de l'algue
sont cassés, ils se développent en un nouvel individu. Des bouts de tissus de quelques
millimetres a peine suffisent a cette méthode de reproduction (Ceccherelli et Piazzi, 2001).
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Figure 06 : Reproduction sexuée de C. racemosa.
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Figure 07: Reproduction asexué de C. racemosa (Photo : j. Cuetos- OCEANA)).

8-Distribution :

Caulerpa racemosa est une espece introduite originaire du Sud-Ouest de 1’Australie
(Verlaque et al., 2003). Elle a été observée pour la premiere fois en Méditerranée en 1990
devant le port de Tripoli en Libye (Nizamuddin, 1991). La présence de cette algue
envahissante a été enregistrée devant les cotes de 14 pays Méditerranéens (Albanie, Al gérie,
Chypre, Croatie, Espagne, France, Grece, Italie, Libye, Malte, Monténégro, Tunisie,
Monaco et Turquie), et également dans I’ Archipel des Canaries (Verlaque et al., 2000, 2005;
Durand et al 2002; Piazzi et al 2005; Klein 2007; Cottalorda et al 2008).
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Figure 08 : Carte de la distribution de Caulerpa racemosa en Méditerranée et aux iles
Canaries (VERLAQUE et al. (2004) ; PIAZZI et al. (2005)).
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En Algérie, I’espéce a été signalée pour la premicre fois en 2006 devant le Port d’Alger
(Ould Ahmed et Meinesz, 2007).

De nos jours, elle a été identifiée dans neuf zones de la cote algéroise et dans deux autres a
Mostaganem, sur la cote ouest algérienne. Cette algue est probablement bien distribuée sur le
littoral algérien, mais peu d'informations émanent des régions ouest et est par rapport au
centre du littoral algérien.

L'algue a été identifiée pour la premiere fois a Bou-Ismail en 2006 (Ould Ahmed
et Meneisz, 2007). D'autres travaux ont permis de mentionner sa présence a Bordj El Kiffan
a l'est d'Alger (Seridi, 2007) et dans différentes zones du littoral d'Alger ( Lamouti et al.,
2011).

Sur la cote ouest algérienne, BACHIR BOUIADJRA et ses collaborateurs déterminerent la
présence de plusieurs peuplements dans le golfe d'Arzew a Stidia et a proximité du port de
Salamandre a 1'Ouest de Mostaganem (Bachir Bouidjra et al, 2010-a, 2010-b).

Elle présente des particularités qui la rendent tres compétitive vis-a-vis des peuplements
indigenes ; en effet, I’extréme rapidit¢ de son expansion est attribuée a la diversité et
I’efficacité de ces modes de reproduction, ainsi qu’a la synthése de métabolites secondaires
toxiques pour se défendre contre les especes herbivores (Klein et Verlaque, 2008).
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Figure 09 : Localisation géographique de Caulerpa racemosa sur le littoral algérien.
(Bentaallah et Kerfouf, 2013).
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Chapitre II

Biologie et écologie de Caulerpa racemosa

9-Caractéristiques des populations de Caulerpa racemosa en Algérie:

Caulerpa racemosa a été€ rencontrée a des profondeurs allant de quelques centimetres jusqu'a

29 metres, sur des substrats divers (dur, sableux, vaseux), entre les rhizomes de phanérogames

marines, entre les algues médiolittorales inférieures et infralittorales supérieures, sur les
mattes mortes et sur divers déchets solides.

L'espece se trouve dans des zones ou les activités de péche et de plaisance sont tres

développées ce qui contribue donc tres largement a sa propagation. La comparaison des
données obtenues entre 2005 et 2010 indique une prolifération importante dans des zones ou
l'espece était peu ou pas représentée (Lamouti, 2010).

Tableau 03 : Caractéristiques des colonisations de Caulerpa racemosa en Algérie.

(URL http://journals.openedition.org/physio-geo/docannexe/image/3238/img-3.jpg)

Localisation Profondeur Substrat Premiére Rétérence
(m) observation *
Tamentfoust 2 Sablo-vascux
e ‘ase. sable. 2005
Sidi-Fred, 1-12 Vase hf'bl"
v herbier
S ) Roche, galets,
Rats Hamadou 17 herbier S. LAMOUTI et af..
: ' 1et, 20
i, N % Roche, herbrer 011
Région sable
Bamem cenlre 6 Roche, herbier 2006
El Djamila 8 Roche, herbier
Bou Ismail “1 Roche
Bou Ismail 0.5 N. OULD-AHMED
Tamentloust 0.5 X et A. MEINESZ,
Sidi-Fred; 3 2007
Bordj Il Kiffan <] . 2007 | H. SERIDI, 2007
Salamandre Réos 0,5-0.8 Sable. roche B. BACHIR
e BOUIADIRA et
" ge ‘ -;- - ~ , 2 ) a5 A CE UL,
Stidia oucst 0,3-0,5 Sable, roche (008 3010-a ¢t 2010-b
Bouncttah Rggton 13 Sable 2009 5' LWUUTI etal,
centre 2011
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10-Habitat :

Caulerpa racemosa var. cylindracea colonise les habitats benthiques entre 0 et 40 m de
profondeur (max. 70 m), a I’exception des herbiers denses de Posidonia Oceanica et des
substrats meubles instables. Les écosystemes pristines* (exemple : Parc National de Port-
Cros) sont colonisés par cette espece invasive au méme titre que les écosystemes plus ou
moins dégradés.

11-Impacts et gestion :

Caulerpa racemosa var. cylindracea moins connue et moins médiatisée que Caulerpa
taxifolia pose cependant de plus grands problemes écologiques en Méditerranée (Klein &
Verlaque, 2008). Bien que la biomasse de Caulerpa taxifolia soit plus grande par m? que
celle de Caulerpa racemosa var. cylindracea cette derniere a une croissance plus grande, une
distribution locale et en Méditerranée plus large (12 contre 7 pays) et une progression plus
rapide. Actuellement, de grandes lacunes scientifiques existent sur cette espece en France.
L’impact de C. racemosa var. cylindracea sur la faune, la flore et les écosystemes
méditerranéens envahis va croitre. Cependant, a ce jour 1’effort de recherches entreprises en
Meéditerranée pour évaluer cet impact reste faible.

Figure 10 : Caulerpa racemosa var cylindracea et Caulerpa taxifolia (Gravez et al, 2005).

Le seul fait d’avoir mesuré dans des sites distants de 300 km des densités
extrémement élevées de cette algue avec plus d’1 km de stolons rampants par m? de substrat

E
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(Capiomont et al., 2005 et Ruitton et al.,, 2005) montre que cette « moquette » de
végétation a tout le potentiel de créer un voile modifiant les échanges de gaz et de
nutriments entre le sol marin envahi et la colonne d’eau. La méiofaune et la flore fixée sont
ainsi potentiellement les plus impactés dans les zones tres envahies.

La colonisation du substrat par Caulerpa racemosa var. cylindracea entraine des changements
des communautés benthiques en termes de diversité, d’abondance, et de dynamiques
saisonnieres de la flore (Klein & Verlaque 2008, 2009) et de la faune (Vazquez-Luis et al.
2009). La présence d’une matte de Caulerpa modifie les parametres physico-chimiques au
niveau des sédiments (Piazzi et al. 2005). Une gestion de 1’espeéce n’est actuellement ni
pratiquée ni envisagée.

Des études d’éradication en France et en Italie ont montré qu’une éradication manuelle était
impossible (Klein & Verlaque 2008, 2011).

a-Impacts écologiques :

Lorsque C. racemosa var cylindracea s’implante sur les fonds marins, ses axes rampants et
ses rhizoides tissent rapidement une couverture compacte de 15 cm d’épaisseur qui piege les
sédiments et stoppe la lumiere. Le substrat devient peu a peu inaccessible aux autres
organismes fixés, et en particulier aux autres macrophytes (Verlaque et Fritayre, 1994 ;
Piazzi et al, 2001 b).

Une prairie monotone et pauvre en especes, peut ainsi remplacer la vingtaine de communautés
et de facies dominés par des macrophytes existant généralement dans les petits fonds
méditerranéens (Ceccherelli et al, 2001b ;Piazzi et al, 2001c,d, 2005b, 2007b, Piazzi and
Cinelli, 2003 ;Balata et al, 2004 ; Piazzi and Ceccherelli, 2006 ; Cinelli et al, 2007 ; Klein,
2007 ; Klein and Verlaque, 2007).

Dans I’hypothese ou I’expansion de cette Caulerpe en méditerranée se poursuive, il ne peut
étre exclu qu’un certain nombre d’especes de macrophytes de 1’étage infralittoral (étage qui
s’étend généralement de la surface a 30-40 m de profondeur et qui héberge la majeure partie
de la biodiversité végétale) soit menacées de disparition a long terme. C’est le cas en
particulier de plusieurs especes du genre Cystoseira (Boudouresque et al ,1996b).

C. racemosa var cylindracea pénétre également I’herbier & Posidonia oceanica, qui est I’un
des écosystemes les plus importants de méditerranée. Son installation y est toutefois moins
rapide que dans les peuplements dominés par d’autres (macrophytes Rhodobiontes
et Chlorobiontes). Elle ne semble coloniser que les zones les plus clairsemées de I’herbier et
en s’implante que sporadiquement au sein de I’herbier denses (Ceccherelli et al ,2001b).

a
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Figure 11 : C. racemosa var cylindracea et ’herbier a Posidonia oceanica
(CMAQOT ,2014b).

Colonisée par C. racemosa, Cymodocea nodosa présente une diminution de la densité de ses
rhizomes et une augmentation de sa floraison (Ceccherelli et Campo, 2002).

Figure 12 : C.racemosa et Cymodocea nodosa. (Turkcoat magazine).

Pour une autre Magnoliophytes méditerranéenne, Zostera noltii, la colonisation par C.
racemosa se traduit par ’accroissement de sa densité et du nombre de faisceaux fertiles
(Ceccherelli et Campo, 2002). L’accroissement de 1’effort de reproduction constitue, chez
les Magnoliophytes, une réponse classique en situation de stress (Gravez et al, 2005).

E
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Les fonds sédimentaires sans végétation sont également un milieu propice a la colonisation

par C. racemosa. Son implantation peut provoquer de profondes modifications des
caractéristiques du substrat tel que 1’envasement, 1’établissement des conditions anoxiques
avec comme conséquences une modification de la faune endogée (Argyrou et al, 1999).

b-Impacts économiques :

Selon Gravez et al(2005) ; les filets calés dans les secteurs densément colonisés par
C.racemosa var cylindracea se chargent de fragments de frondes et perdent ainsi de leur
efficacité ; les poissons les voient et peuvent ainsi les éviter. Il sont en outre, rendus plus
lourds a manipuler et leur nettoyage manuel, avec parfois nécessité d’un trempage, est rendu
plus long, plus difficile et réduit leur durée de vie .Enfin , le temps nécessaire a ces
manipulations réduit d’autant les temps effectifs de péche.
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But de I’étude :

Etudier de la cytotoxicité aigue de différents extraits de Caulerpa racemosa récoltée sur la
cote de Mostaganem via le test «Brine shrimpy.

1-Echantillonnage :

1-1-Artemia salina :

La souche d’Artemia salina a été collectée de la saline de Betioua a Oran.
Présentation de la saline de Bethioua d’Arzew :

La saline a été exploitée depuis 1884 par la société francaise Nobel-Bozel et sa filiale Bozel-
Maletra. Elle fut nationalisée en Février 1970, et est actuellement régie sous la direction de
I’ENASEL. Ce salin est établi sur la rive sud de la dépression appelée « lac salé d’Arzew »
d’une superficie de 2700 hectares. Les pluies d’hiver remplissent le lac et dissolvent la couche
de sel qui en tapisse le sol.

La saline de Bethioua est ¢loignée de 15 Km de la cote méditerranéenne. Elle se situe a 20
Km au sud de la ville d’Arzew et a 50 Km du chef —lieu de la wilaya d’Oran. Elle se situe a
une altitude de 58,6 km de la mer, a une latitude de 35°43" Nord et a une longitude de 00°08"
Ouest.

Salines d'Arze

Figure 13:Image satellite de la sebkha de Bethioua (Google Earth).

Des cystes ont été ramassés directement a différents points sur le rivage du bassin mére a
I’aide d’une petite pelle et a la surface de I’eau en utilisant des tamis.

E
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Figure 14:Le site de prélévement de cyste d 'Artemia salina de Bethioua.

1-2- Caulerpa racemosa var cylindracea :
La souche de Caulerpa racemosaa été collectée de la plage de salamandre a Mostaganem.
a- Le littoral de Mostaganem :

La wilaya de Mostaganem est située au Nord-Ouest du Territoire National et couvre une
superficie de 2269 Km?, avec une facade maritime de l'ordre de 120km Elle est limitée :

* A lEstpar la Wilaya de Chleff

* Au Sud par les Wilaya de Mascara et Relizane
* A l'Ouest par les Wilaya d'Oran

* Au Nord par la Mer Méditerranée

Mostaganem est une ville portuaire de la Méditerranée, Située a 1’ouest de sa wilaya,a 363
Km a I’ouest d’Alger,a 89 Km a I’est Oran, a 48 Km d’Arzew et a 81 Km au nord de
Mascara.

Mostaganem est située a 104 metre d’altitude sur le rebord d’un plateau cotier, la ville
contemple a 1’ouest la large baie d’Arzew que termine le djebel Orousse.

b- 1a plage de salamandre :

Ce site se situe a 5 Km de la ville de Mostaganem ; posséde un trait de cote de 4000 m.
Salamandre est une plage a caractére rocheux, qui a une orientation vers 1’ouest
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(Coordonnées : 35° 55’N /0° 03°E).

Figure 15:Image satellite de La plage de salamandre.

(Google Earth).

Figure 16:Le site de prélévement de Caulerpa racemosa au niveau de la plage de

salamandre.
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2-Méthode de traitement des cystes :

Un traitement correct des cystes garantit une qualité maximale d’éclosion de cystes produits.
Cette méthode de traitement comporte les étapes suivantes. (Sorgeloos et al, 1986):

2-1-Séparation selon le diametre :
Cela implique 1’¢élimination de débris (dont le diameétre est plus grand et plus petit que le

diametre des cystes tel que le sable, le bois et les plumes), en faisant passer le produit
d’éclosion sur des Tamis de différents diametres (1 mm, 2 mm, 0,25 mm).

Figure 17 : L’échantillon des cystes mélangé avec le sable.

Par la suite, 1 kg de sel dissout dans 4 litres d’eau douce est ajouté a 1’échantillon des cystes
mélangés avec le sable et les déchets. Les cystes vides et pleins flottent a la surface de 1’eau
salée.

2-2-Séparation selon la densité dans la saumure:

L’échantillon est mis dans une éprouvette remplie d’eau salée. Aprés 15 min de décantation,
la différence de densité en eau douce permet la séparation les débris lourds, qui sédimentent
au fond, des cystes et des débris légers qui surnagent a la surface de la saumure.

2-3-Lavage a I’eau douce :

Ce lavage a été effectué a travers un tamis de 2 mm et sous 1’eau du robinet pour enlever tout

le sel.
27
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Figure 18 : Tamisage humide.
2-4-Séparation selon la densité dans I’eau douce :

Les cystes sont transférés dans une ampoule a décanter en verre contenant de 1’eau. Pour
désagréger les amas de cystes, 1’aération doit étre maintenue en continue. Les cystes pleins
coulent au fond alors que les petits débris et les cystes vides flottent a la surface.

Cette séparation en eau douce ne doit pas étre plus longue que 15 minutes, autrement les
cystes vont atteindre le niveau d’hydratation qui met en route leur métabolisme.

Figure 19: Séparation selon la densité dans I’eau douce aprés 15 minutes.
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2-5-Séchage :
Apres filtration, 1I’échantillon est séché (35 a 40C °) pendant 48 heures.
2-6-Conservation :

Les ceufs d’Artemia sont conservés dans des récipients hermétiques.

3- Protocole d’éclosion des cystes d’Artemia salina (Sorgeloos et al, 1986) :

3-1-Hydratation :

Le temps d'hydratation est directement fonction de la salinité. Si, pour des raisons de facilité,
on utilise couramment de 1'eau de mer, il a été démontré qu'une éclosion en eau de mer diluée
jusqu'a 5 %, est plus rapide et permet d'obtenir des nauplius a plus haute valeur
énergétique.(Vanhaecke,1980).

Deux cent cinquante milligramme de cystes sont pesés et mis dans un récipient contenant 100
ml d’eau de mer filtrée. L hydratation dure 2h avec une aération continue. (Figure 20).

Figure 20 : I’aération continue pendant 2heures.

3-2-Décapsulation :

La décapsulation consiste a détruire le chorion du cyste afin de diminuer les dépenses
énergétiques utilisées pendant 1'éclosion par le nauplius. Cette technique présente I'avantage
d'accroitre le pourcentage d'éclosion d'environ 5 %(Bruggeman et al, 1980).

Apres 2 heures d’hydratation, I’eau contenant les cystes est filtrée puis le filtrat est versé dans
de I’eau de javel et avec une aération continue et ce durant 15 min. Par la suite, on procede a
une filtration et des lavages continus a 1’eau douce. Enfin, les cystes ont mis dans un récipient
contenant 100 ml d’eau de mer filtrée.

E
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Figure 21: Décapsulation des cystes avec I’eau de javel (A) et filtration

des cystes (B).

3-3-L’incubation :

Afin d’assurer une éclosion optimale des cystes, certaines conditions strictes doivent étre
respectées (Lavens et Sorgeloos, 1996), a savoir :

1) Une température maintenue entre 25 et 28°C.

2) Une salinité de 15 a 35 g/I.

3) Un pH aux environs de 8.

4) Une quantité d’oxygene de 2 mg/l au minimum, de préférence 5 mg/l.
5) Une densité maximale de cystes ne dépassant pas 2g/l.

6) Assurer une illumination constante de 1000 a 2000 lux. (Deux ampoules de 40
Watts sont suffisantes pour quatre récipients d’incubations) (Granvil et Treece, 2000).

La procédure standard employée est celle de Sorgeloos et al. (1986). Elle consiste a incuber
250 mg de cystes dans un récipient cylindro-coniqueen en verre, contenant 100 ml d’eau de
mer naturelle filtrée (0,45 et 0,2um). Les cystes doivent €tre maintenus en suspension en
appliquant une aération par le fond du récipient. La température est maintenue a 26°C a 27°C,
a I’aide d’un thermostat.
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Figure 22: Incubation de cystes d’Artémia Salina.
4-Préparation des extraits de Caulerpa racemosa var cylindracea :

4-1- Principe et méthode de soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté
dans la matiére premicre.

Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de l'extracteur, faisant ainsi macérer
le solide dans le solvant (chauffé par les vapeurs se trouvant en dessous). Le solvant condensé
s'accumule dans la piece soxhlet jusqu'a atteindre le sommet du tube-siphon, qui provoque
alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites, et le solvant
contenu dans le ballon s'enrichit donc progressivement en composés solubles.

Le solvant continue alors de s'évaporer, alors que les substances extraites restent dans le
ballon (leur température d'évaporation doit €tre nettement supérieure a celle du solvant
extracteur).
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Figure 23 : L’appareil de Soxhlet.

4-2-1.’extraction:

Dix grammes de 1’algue verte séchée et broyée sont pesés et entassés dans une cartouche qui
est déposée dans I’appareil Soxhlet. L’extraction a été effectuée séparément avec trois
solvants: méthanol, chloroforme et hexane.

Figure 24 :Caulerpa racemosa séchée.

Apres extraction, les différents solvants sont évaporés par passage dans un rotavapeur.
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4-3- Calcul du rendement :

Apres extraction, le rendement est calculé comme suit :
Rendement (%) = (P,-P/Pg) X 100

P2 : poids de ballon plein.

P1 : poids de ballon vide.

PE : le poids d’échantillon.

5-Evaluation de la cytotoxicité aigue des extraits de Caulerpa craemosa : le
« brine shrimp » test:

5-1- Principe:

Le test de létalité de la crevette de saumure (brine shrimp) Artemia salina a été développé
pour les essais de toxicité de diverses concentrations d’extraits de plantes.

Le test est réalisé sur des larves de crevettes de saumure (Artémia salina Leach) selon
la méthode de Michael et al (1956) reprise par Vanhaecke et al (1982) puis par Sleet et
Brendel (1983). De ce fait, les ceufs d’Artemia salina sont incubés dans de I’eau de mer
jusqu’a éclosion de jeunes larves (48heures). On prépare alors une série de solutions des
substances a tester a des concentrations variables et progressives.

La plupart des expériences impliquant le test de létalit¢ de la crevette de saumure pour
I'évaluation de la toxicité des extraits de plantes comprennent une gamme de concentration de
10, 100et 1000 pg / ml. (Parra et al., 2001).

Un nombre défini de larve (n=10) est introduit dans chaque solution. Toutes les
solutions ainsi que des solutions témoins ne contenant pas de substance active sont
laissées sous agitation pendant 24 heures. Le comptage sous microscope du nombre de
larves survivantes dans chaque solution permet d’évaluer la toxicité de la solution. Dans le
cas ou I’on constate des mortalités dans le milieu témoin, les données sont corrigées par
la formule d’Abbott : Yomortalité = [(test — témoin)/témoin)] x 100

Les données (dose-réponse) sont transformées par logarithme et la CL 50 est déterminée
par une régression linéaire.

5-2-Préparation d'extraits d'essai :

Des solutions meres d'extraits aqueux (10 000 pg / ml) ont été préparées dans de I'eau
distillée. Les extraits organiques ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) (Dorin
et al, 2001).
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A partir de la solution meére, plusieurs solutions filles sont préparées10 pg / ml, 100 pg / ml et
1000 pg / ml.

5-3-Essai de létalité de crevette de saumure (BSLA) :

Des ceufs / cystes de crevette (Artemia salina) ont éclos dans de I'eau de mer stérile (apres
incubation durant24-48 heures sous illumination, a température ambiante (Meyer et al, 1982).
Les nauplii éclos ont été collectés en utilisant une pipette Pasteur. Dix nauplii ont été mis dans
les tubes a essai pour chaque extrait (5 ml) a des concentrations de 10, 100 et 1000 ppm. Le
test pour chaque concentration a été effectué en triplicata. En parall¢le, des tubes témoins sont
préparés avec uniquement du DMSO.

Le nombre de nauplii morts et vivants a été enregistré aprés 24 heures.

Les nauplii étaient considérés comme morts si aucun mouvement interne ou externe n'a été
observé dans les 30 secondes. Le pourcentage de mortalité des crevettes salées et de la CL 50
(concentration létale médiane) a ensuite été calculé. Cela a été fait en tragant le pourcentage
de mortalité contre le logarithme de la concentration de I’extrait. (Meyer et al, 1982)

La valeur de la CL 50 a été dérivée de I’équation de régression.

=
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1- Eclosion d’Artemia salina

Les photos des figures 25, 26, 27, 28et 29représentent les différentes étapes d’éclosion des
cystes d’Artemia salina collectés au niveau de la Sebkha de Bethioua.

Figure 26 : Cystes hydratés sous microscope (X4).
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Figure 27 : Cystes décapsulés sous microscope (X4).

Figure 28: Début d'éclosion sous microscope (fleche) (X4).

/

Figure 29: Nauplii d’Artemia salina.
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Artemia est I'un des organismes le plus disponible pour des essais d'écotoxicité et de toxicité.
En effet, Ce test de crevette a été proposé par Michael et al (1956) et développé par
Vanhaecke et al. (1981) et Sleet et Brendel (1983).

Le test est considéré comme un outil utile pour 1'évaluation préliminaire de la toxicité des
extraits de plantes.

Le faible cott et la facilité d'exécution du test ainsi que la disponibilité commerciale d'ccufs de
crevette a faible teneur en saumure font du test de 1étalité de la crevette (BSLT) une méthode
de laboratoire trés utile.

Apres 24-48h d’incubation dans de 1’eau de mer, sous agitation, sous illumination et a
température contrdlée, les cystes ont éclos et ont été utilisés pour le test de cytotoxicité. Ces
¢tapes sont trés importantes en vue d’obtenir des nauplii de stade I ou II efficaces pour le test
BSLA (Brine shrimp letality assay) du fait de leur grande sensibilité¢ (Sorgeloos et al (1978).
En effet, Sorgeloos et al (1978) recommandent [’utilisation de larves fraichement
éclos, autrement dit au stade I ou II, car au-dela de ces stades, Artemia est plus exigeante du
point de vue nutritionnel ce qui implique D’apport alimentaire avant et durant le test,
parametre qui pourrait fausser les résultats.

2-Rendement d’extraction:
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Figure 30 : Rendement de différents extraits de Caulerpa racemosa.

Le rendement le plus élevé est celui du méthanol qui était pratiquement 2,5 et 4 fois supérieur
a celui du chloroforme et de 1’hexane, respectivement. (figure30).
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3-Test de cytotoxicité :

Dans cette expérimentation, les nauplii ont été exposées a trois différents extraits de Caulerpa
racemosa a trois concentrations différentes. Les taux de mortalité des crevettes
saumatres ont ét¢ déterminés et enregistrés dans les 24 heures suivant l'exposition aux
concentrations 10, 100 et 1000 ppm des trois extraits. L'eau de mer stérilisée additionnée de
DMSO a été utilisée comme témoin négatif dans cette expérimentation.

Le pourcentage de mortalité des crevettes saumatres augmentait apres 24 heures
d'exposition aux différents extraits. Le degré de 1étalité était directement proportionnel a la
concentration de l'extrait aussi bien pour le chloroforme, I’hexane que le méthanol. En
effet, les mortalités maximales des crevettes saumatres se sont manifestées a 1000 ppm alors
que les mortalités les plus faibles étaient a 10 ppm et ce pour les trois extraits étudiés.

Les valeurs de CL50 des extraits de Caulerpa racemosa ont été obtenues a partir de 1’équation
de régression des courbes du pourcentage de mortalité des nauplii de crevettes en fonction du
logarithme des concentrations testées. Le calcul de la CL50 des extraits chloroforme
et d’hexane, a partir de 1’équation de régression des figures 31 et 32, respectivement, a
démontré une CL50 supérieure a 1000 ppm pour les deux extraits.

R?=0,9796

X
)
L
©
=
.
=]
E
1]
=
=
=
m
[

1.5 2
Log10 concentration

Figure 31 : Courbe représentant le pourcentage de mortalité d’Artemia salina
en fonction de la concentration de 1’extrait chloroforme.
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Figure 32 : Courbe représentant le pourcentage de mortalité d’Artemia salina en fonction
de la concentration de I’extrait hexane.

La CL50 de I’extrait méthanolique, contrairement aux deux précédents extraits était trés
légérement inférieure a 1000 ppm. En effet, la CL50 a atteint 954 ppm. (figure33).
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Figure 33 : Courbe représentant le pourcentage de mortalité d’Artemia salina en fonction
de la concentration de I’extrait méthanol.
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Résultats et Discussions

Contrairement aux extraits chloroforme et hexane dont la CL50 était largement supérieure a
1000 ppm, celle du méthanol est inférieure a 1000 ppm mais reste légérement en dessous, ce
qui signifie que cet extrait est trés peu toxique selon les critéres de Clarkson (Hamidi et al,
2014). Les critéres de Clarkson sont largement plus détaillés et utilisés. Ils sont
donnés comme suit: CL50> 1000 pg / mL : non toxique, CL50 500-1000 pg / mL :
faiblement toxique, LC50 100-500 pug / mL : moyennement toxique, et CL50 0-100 pg
/ mL est hautement toxique (Hamidi et al, 2014 ; Rajabi et al, 2015 ; Gelano et Uy,
2016).

Par contre celle de Meyer et al (1982) est plus restreinte : CL 50 <1000 pg / ml
(ppm) est toxique, tandis que la CL 50> 1000 pg / ml est non toxique.

Enfin, les extraits chloroforme et hexane sont considérés non toxiques ce qui indique
I’absence de puissants composants cytotoxiques.

S



Conclusion

Dans la présente étude dont 1’objectif est I’évaluation de la cytotoxicité de différents extraits
de Caulerpa raemosa, Artemia salina a été utilisé durant 1’essai de 1étalité de crevette de
saumure (BSLA).

L'utilisation de trois concentrations différentes pour chacun des extraits a permis
d’établir des courbes dont 1’équation de régression a permis le calcul de la concentration 1étale
CL50.

Les extraits chloroforme et hexane ne présentent aucune activité cytotoxique vis-a-vis des
larves d’Artemia, leur CL50 étaient supérieure a 1000 ppm. L’extrait méthanolique
présentait quant a lui une tres 1égére toxicité, sa CL50 était tres 1égerement supérieure a 1000

En conséquence, des études complémentaires sur la composition chimiques de ces extraits
ont été réalisées en vue d’étudier les potentialités de cette algue qui a envahi notre cote.
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