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Introduction

Dans le domaine de la biologie et de la biochimie marine plusieurs études ont porté
sur les molécules biologiques provenant d’organismes marins plus particulierement
les saponines provenant d’holothuries (Nigrelli,1952; Yamanouchi,1955; Nigrelli et
al., 1967 ), d’astéries (Hashimoto et Yasumoto, 1960; Guido et al., 1965; Mackie et
al.,1968; Mackie et Turner 1968; Kitagawa et Kobayashi,1977) et d’éponges
(Thompson et al., 1985). L’intérét accorde aux saponines est justifie par leurs
multiples activités pharmacologiques et biologiques (Hostettmann et Martson, 1995;
Prokof’ eva et al., 2003).

Dans la littérature plusieurs chercheurs ont démontré les différentes activités de
saponines a savoir I’activit¢ hémolytique (Bangham et Horne, 1962;
Hostettmann et Martson, 1995; Prokof’ eva et al.,2003; Chwalek et al., 2006; Jorg
et al., 2011), I’activité antimicrobienne (Amnisimov et al.,1980; Andersson et
al., 1987;1989; Hostettmann et Martson, 1995; Prokof’eva et al., 2003), I’activité
antifongique (Kim et al.,1998; Stonik et al., 1999; Takechi et al., 1999; Wang et al.,
2000; Delmas et al., 2000), I’activité antiviral (Andersson et al., 1989; Hostettmann
et Martson,1995; Mengoni et al., 2002; Prokof” eva et al., 2003 ) et I’activité anti
tumoral (Rao et Sung ,1995; De Marino et al., 1998; Podolak et al., 1998; Prokof’
evaet al., 2003).

En Algérie, les études sur les saponines des échinodermes sont rares, les seules
études entamées sont celle de Fetti et Mezali (2013) sur I’activité hémolytique des
saponines des holothuries aspidochirotes de la plage de Stidia (Mostaganem); et celle
de Mezali et al. (2015) sur la caractérisation des saponines des holothuries
(Holothuria sanctori).

Notre travail s’inscrit dans cette optique. Il porte sur I’extraction des saponines
émises par une espece d’astérie méditerranéenne fréquente dans les cotes algériennes
a savoir Echinaster (Echinaster) sepositus (Retzius, 1783). L’intérét porté a ces
saponines se justifie par leurs diverses applications médicales, pharmaceutiques,
agroalimentaires et cosmétiques (Hostettmann et Martson, 1995; Cheeke, 2000) et
leurs réles dans la défense chimique (Mayo Mackie, 1976; Kubanek el al., 2002; Van
Dycket al., 2009), la communication chimique (kairomone) (Van Dyck et al., 2009)
et la reproduction (Mackie et al.,1977; Stonik et al., 1999).

Les recherches précédentes sur les saponines d’Echinaster sepositus sont
principalement centrées sur les saponines du corps entier de I’animal (Minale et al.,
1978; 1979; Riccio et al.,1981; Minale et al., 1982), mais pas sur celles des différents
organes. C’est pourquoi le travail proposé dans cette recherche consiste en
I’extraction des saponines émises par les différents compartiments anatomiques
d’Echinaster sepositus a savoir le tégument (le tégument aboral et oral), les gonades,
les caeca pyloriques et I’estomac. Or ce serait une approche intéressante au point de
vue biologique de distinguer les organes a étudier. Cela permettrait une meilleure
compréhension de I’activité métabolique de ces molécules via la comparaison des
roles des organes incrimines.

L’etude de I’activité héemolytique des saponines permet d’élucider le réle biologique
de ces molécules et d’estimer leurs teneurs (Yasumoto et al., 1966; Mackie et al.,
1977; 1975; Garneau et al., 1989).

-
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De ce fait, il s’est avéré tres important d’évaluer I’activité hémolytique des saponines
des cing organes sélectionnés, afin de mieux comprendre la fonction biologique des
saponines extraites a partir d’Echinaster sepositus et d’y émettre des hypothéses sur
leurs quantites dans les différents organes.

Les saponines suscitent de nos jours un intérét croissant en médecine et en
pharmacie. (Hostettmann et Martson, 1995; Cheeke, 2000; Demeyer et al., 2014) ce
qui nous a encouragé a évaluer I’effet antibactérien des astérosaponines sur les
bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa).

Les objectifs majeurs de ce travail sont:
e L ’extraction des saponines a partir de I’"etoile de mer" Echinaster sepositus;
e L’etude de I’activité hémolytique des différents extraits de saponines isolées
a partir d’Echinaster sepositus, et la quantification relative de ces saponines;
e L ’évaluation de [I’activité antimicrobienne des saponines isolées sur un
ensemble des bactéries pathogenes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa).

De ces objectifs se dégage une question majeure:
Les saponines d’Echinaster sepositus étudiées sont elles biologiquement actives?

Pour répondre a cette question, des expérimentations sur les différents compartiments
anatomiques d’Echinaster sepositus (tégument oral, tégument aboral, caeca
pylorique, gonade et estomac) ont été menées respectivement au sein des laboratoires
suivants: Laboratoire de Botanique Médicale et de Chimie Anaytique (Faculté des
sciences médicale, Université de Mouloud Memmeri, Tizi-ouzou, Algeérie);
laboratoire de Valorisation des Matériaux (Faculté des sciences et de la technologie,
Université Abedlhamid Ibn Badis, Mostaganem, Algérie) et le laboratoire de
biochimie (1) et de microbiologie (3) (Faculté des sciences de la nature et de la vie,
Université Abedlhamid Ibn Badis, Mostaganem, Algérie).

Ce travail est articulé autour de trois parties:

La premiere partie intitulée « Synthése documentaire», elle présente les différentes
caractéristiques des échinodermes (Asteroidea) et la morphologie externe et interne
des Asteroidea. Comme elle traite les saponines, leurs structures et leurs intéréts;

La deuxiéme partie intitulée « Matériel et méthodes », elle décrit le matériel utilisé
au laboratoire, les protocoles expérimentaux relatifs a I’extraction des saponines et
aux essais effectués sur I’activité hémolytique, antibactérienne et leurs conditions
opératoires ainsi que les techniques d’analyse adaptées;

La troisieme partie « Résultats et discussions », dans laquelle sont présentés les
résultats relatifs a I’activité hémolytique et I’activité antibactérienne;

Une conclusion générale et des perspectives seront présentées a la fin de ce
manuscrit.

-
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l. Les échinodermes, Asteroidea

Le milieu marin est le plus grand volume disponible pour le vivant sur la terre (plus
de 70 % de la surface de la planete). Dans cet environnement ou a lieu la genése de la
vie (3,8 milliards d’années), le temps d’évolution est beaucoup plus important que
celui du milieu terrestre (les 400 millions d'années de la vie continentale), par voie de
conséquence la diversité au niveau du phylum est tres particuliére, parmi les 33
phylums dans le domaine animal, 12 sont exclusivement marins.

En termes de biodiversité nous ne connaissons que 10 % des espéces vivantes dans le
milieu marin entre 250 000 et 280 000 car I’environnement marin a regu beaucoup
moins d’attention que le terrestre, malgré sa spécificité chimique et biologique
(Kornprobst, 2005) (Tab. 1, annexe 1).

Cette biodiversite en phylums se traduit par une richesse de molécules naturelles,
c’est: "la chimio diversité marine”. Cette chimio divérsité est caractérisée par la
présence d’éléments chimiques inhabituels ou trés rares dans les organismes
dulcaquicoles et terrestres (Kornprobst, 2005).

Dans notre travail ce sont ces molécules que nous tentons d’isoler chez une espece
d’astéries fréquente sur les cotes algériennes a savoir Echinaster sepositus.

1.1. Les échinodermes
1.1.1. Généralité sur les échinodermes

Les échinodermes forment un groupe trés ancien du regne animal dont les premieres
traces fossiles remontent a la période cambrienne (700 millions d'années) (Rowe et
Doty, 1977). Les formes les plus anciennes de ces invertébrés multicellulaires sont
sessiles. lls ont laissé d'abondantes traces, en particulier avec les groupes des
crinoides (plumes de mer) et des échinoides (oursins), présentent dés I'ordovicien
(Rowe et Doty, 1977).

Les échinodermes sont des métazoaires triploblastiques caractérisés par un
endosquelette dermique, constitué des spicules de calcite discontinus (holothuries),
regroupés en plaques et en piquants, mobiles (étoiles de mer, ophiures) ou soudés
(oursins) (Simpson, 1940). Ils constituent un groupe unique des invertébrés car chez
ces animaux, on observe pour la premiére fois un développement du type
deutérostome, la présence d’un endosquelette calcaire et une symeétrie pentaradiée
(Boell, 1955; Rowe et Doty, 1977).

Le nom échinoderme vient des protubérances épineuses externes (Engluais: papulae),
il signifie « a peau épineuse» en grec (Rowe et Doty, 1977).

L’embrochement des échinodermes comprend cing classes: les Crinoides (Lys de
mer, representés dans le domaine littoral par les Comatules); les Echinides (Oursins);
les Astérides (Etoiles de mer); les Ophiurides (Ophiures); les Holothurides
(Concombres de mer) (Simpson, 1940) (Fig.1).

-
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Ces classes peuvent étre divisées en deux groupes (Simpson, 1940):

* Les Pelmatozoaires, fixés, mais pouvant se libérer a I’état adulte, comportent une
seule classe, les crinoides (en forme de fleur de lis).

» Les Eleuthérozoaires, libres, comportent quatre classes, les astérides, les
ophiurides, les échinides et les holothurides.

5 o

Figurel: Divers types d’échinodermes: A: Crinoide (Comaster schlegelii);B:
Echinide (Paracentrotus lividus); C-D: Astérides (Echinaster sepositus, Choriaster
granulatus); E: Ophiuride (Ophioderma squamosissimus ); F: Holothuride
(Holothuria forskali )

(Source des photos: Wikipidia, 2014, http://www.wikipédia.com ).



http://www.wikip%C3%A9dia.com/
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1.2.2. Morphologie externe et anatomie des échinodermes

Les caractéristiques qui regroupent I’ensemble des échinodermes sont la présence
d’un endosquelette dermique, des pédicelles ou podia, des branchies dermiques et
une symétrie pentaradiée, ainsi que les trois systemes suivants (Fardoulis et Termier,
1975):

e Un systéeme ccelomique;
e Un systeme hémal;
e Un systéeme vasculaire hydraulique (ou aquifere).

Les principaux groupes d’échinodermes se distinguent par: la position des
ambulacres; la longueur de I’axe oral-aboral; la présence ou I’absence des bras et
I’attitude normale du corps (Fardoulis et Termier, 1975).

Les Crinoides, ou "Lis de mer" ont un corps en forme de calice. Le calice porte de
longs bras, généralement ramifiés. Dans la surface orale les bras portent des
ambulacres ouverts. Elles vivent normalement avec la face orale tournée vers le haut
(Boell, 1955; Fardoulis et Termier, 1975).

Les Astérides, ou "Etoiles de mer" ont un corps aplati suivant I’axe de symeétrie.
Elles portent des bras larges qui ne sont pas nettement séparés du disque central.
Leurs ambulacres sont placés dans les sillons sur les bras et sur le disque central.
Elles vivent normalement la face orale tournée vers le bas.

(Boell, 1955; Fardoulis et Termier, 1975).

Les Ophiures sont, comme les Astérides, aplatis suivant I’axe de symétrie. On les
distingue par un disque central clairement délimité, portant des bras longs et fins.
Leurs ambulacres sont internes et invisibles de I’extérieur. Elles vivent aussi la face
orale tournée vers le bas (Boell, 1955; Fardoulis et Termier, 1975).

Les Holothurides, ou "Concombres de mer"”, ont un corps mou, allonge suivant
I’axe de symétrie. Elles reposent normalement sur I’un des ambulacres courant a la
surface du corps (Boell, 1955; Fardoulis et Termier, 1975).

Les Echinides, ou "Oursins” ont un corps dur, assez globuleux ou hémisphérique,
couvert de piquants (d’ou leur nom). Leurs ambulacres sillonnent la surface du corps,
mais ils sont souvent dissimulés par des piquants. Elles vivent la face orale vers le
bas (Boell, 1955; Fardoulis et Termier, 1975).

.
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1.2. Classe des Asteroidea

1.2.1. Généralité

Les Astérides communément appelés "étoiles de mer"”, sont des invertébrés
multicellulaires qui font partie de la biomasse marine depuis la période de
I’ordovicien (Clark et Downey, 1992) (Fig. 2). La mer en compterait environ 1 600
especes (Hyman, 1955; Clark et Downey, 1992).

Figure 2: Hudsonaster sp. Un astéroide de I'Ordovicien.

Les caractéres qui regroupent I’ensemble des astérides sont en nombre de quatre et
sont résumés dans la figure 3: (Smith, 1981%; Clark et Downey, 1992).

- Cing bras peu mobiles pourvus chacun d’un sillon sur la face ventrale avec
des ambulacres, des pédicellaires et des ocelles en bout;

- Spicule calcaire dans le tégument;

- Bouche sur la face ventrale;

- Anus sur la face dorsale, parfois absent.

! Smith, 1981 in Ratcliffe et Rowley, 1981.
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Radius
Interradius (Bras)

spicules

Face aborale

Plaque
madréporique
Estomac
Disque Bouche
central pieds
ambulacraires

Face orale

Figure 3:Schéma représentatif des caractéristiques d’astéroidea.
1.2.2. Classification

La classification des asteroidea selon Boell (1955); Hyman (1955) dépend de
I’examen extérieur du corps qui fournit des renseignements sur:

Le nombre des bras;

La forme (stellée, pentagonale, cylindrique ou aplatie);

La couleur;

La taille du disque central et des bras.

On utilise aussi d’autres caractéres anatomiques pour la détermination des astéroides
comme les caractéristiques du squelette, en particulier la série des ossicules primaires
qui définissent les différentes plaques de la paroi du corps (ambulacraire,
adambulacraire, marginale inférieure et supérieure, carénale dorsale), ainsi que les
ossicules secondaires comme les épines, les pédicellaires et les piquants
ambulacraires (Verrill, 1914; Fisher, 1928; McKnight, 1975).

La classe des Asteroidea se divise en sept ordres: Brisingida, Forcipulatida,
Notomyotida, Paxillosida, Spinulosida, Valvatida et Velatida (Tab. 1; Fig. 4) (Blake,
1987; Blake, 2000).
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|
Ambuloasteroides

Farcipulstaces

Spinulosaces

"/alvatacea

m Concentricycloidea

Paleozoic Asteroids +
Caliasterelicae +
Compasteridas +
Trichasteropsida +
Brizingica
Forcipulatida
Spinulosida
Velatida
Motomyatica
Valvatida
Paxilosida

Figure 4: Hypothese phylogénétique des Asteries.

(D’apres Blake, 1987).

+ Groupes fossiles.

Les astérides fossiles sont rares car les astéroides vivent souvent sur des substrats
durs, mais qui ne sont pas propices a la formation des fossiles; et les plaques
calcaires de leur squelette se dissocient rapidement apres la mort (Black, 2000;

Blake, et Elliott 2003a; Blake et Hagdorn, 2003b).

Le concentricycloidea a eté diagnostiqué comme les astéroides inhabituels (Belyaev,
1990). Leur relation a d'autres taxons d’astéroides n'est pas bien résolue, mais des
alliances avec des espéces de la Velatida et la Forcipulatida ont été proposees

(Belyaev, 1990; Black, 2000; Blake et Elliott 2003a; Blake et Hagdorn, 2003b).

Le tableau 1 présente I’ensemble des caractéristiques des différents ordres de la

classe des Asteroidea.
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Ordre

Caratéristiques N°
famille

NO
genres

NO

espece

Bibliographies

Brisingidées

Forcipulatidées

Notomyotidées

Paxillosidées

Spinulosidées

Valvatida

Velatida

longueur: 6-16 cm;
Bras atténués.

Piquants de la face dorsale sont entourés par une couronne des 6
pédicellaires croises;
Tubes ambulacraires terminés par des venteuses.

Bras flexibles; 1
Bras caractérisés par des bandes musculaires longitudinales au niveau
interne de la surface dorso-latérale.

Peu endofaune, peuvent s'enterrer partiellement sous les sédiments 12
sableux.

Plaques de la face dorsale saillantes portent chacune un faisceau de

petit piquant trés serré (paxille);

Plaques marginales trés développées;

Les tubes ambulacraires n’ont pas de ventouse ou portent une

ventouse.

Disposition de squelette est délicate a décrire; 1
Les piquants sont petits et disposés irrégulierement;

Les tubes ambulacraires sont bisériés et terminés par une ventouse;

Les plagues marginales sont peu développées;

Absence totale des pédicellaires.

Ossicules marginaux visibles. 14

Corps épais; 5
Grand disque central;
Dépressions inter-radiales.

Tableau 1: Caractéristiques des différents ordres des Asteroidea.
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Black (1987).

Black (2000).

Black et Elliot (2003 a).
Black et Hagdon
(2003 b).

-




Synthese documentaire Echinodermes, Asteroidea

1.2.3. Ecologie des Astérides
1.2.3.1. Distribution et densité des astérides

Les "étoiles de mer" sont présentes dans toutes les mers et les océans. Elles se
répartissent sur toutes les profondeurs, de la zone intertidale aux profondeurs
abyssales. Elles peuvent occuper des biotopes variés a savoir les fonds meubles, durs,
rocheux ou caillouteux, et les lits de moulle ou de palourde (Boell, 1955; Hyman,
1955; Clark et Downey, 1992).

Les "étoiles de mer" constituent une biomasse importante des milieux benthique, et
elles font partie des prédateurs les plus importants dans de nombreux écosystemes
marins, notamment I’écosystéme a Posidonia oceanica (Clark et Downey, 1992;
Augier, 2010).

En méditerranée I’espéce la plus commune est I’étoile de mer rouge Echinaster
sepositus. Elle se répartit sur des profondeurs pouvant atteindre 250 m (Koehler,
1969; Augier, 2010). Sur les cotes algériennes Echinaster sepositus est inventoriées
par plusieurs chercheurs (Grimes et al., 2004; Grimas, 2010; Boumediene et Bouras,
2014).

Les facteurs qui déterminent la distribution des astéries sont surtout la salinité et la
température (Boell, 1955).

En effet, la salinité a un réle decisif dans la restriction de la zone de répartition des
"étoiles de mer" puisqu'elles sont sténohalines. Il semblerait que seules les especes
du genre Asteria soient tolérantes aux eaux saumatres (Boell, 1955; Hyman, 1955).
La majorité des astéries habitent dans des eaux tempérées ou froides (Koehler, 1969;
Clark et Downey, 1992).

1.2.3.2. Prédation et mode de défense

Les astérides ont peu de prédateurs, elles peuvent représenter une proie pour certains
crustacés notamment la "crevette-arlequin™ Hymenocera picta, les crabes, les
mollusques carnivores du genre Charonia, et méme d'autres espéces des étoiles de
mer", I’astérie Solaster dawsoni consomme principalement d'autres "étoiles de mer"
notamment Dermasterias imbricata et Hippasteria spinosa, c’est le cannibalisme.
Dans les zones intertidales, elles représentent une proie pour les oiseaux marins
opportunistes comme les goélands (Boell, 1955; Clark et Downey, 1992).

Le taux de prédations des étoiles de mer est relativement faible car elles possédent
plusieurs mécanismes de défense (sont bien défendues) (Grassé, 1948):

Les principaux mécanismes de défense des astérides sont:

e L’autotomie des bras et leurs régenérations, les "étoiles de mer"” se séparent
d’un de leurs bras quand celui-ci est attaqué. Le processus est tres simple le
bras est fixé par ces podia, tandis que le reste du corps se met en marche et le
bras se déchira nettement. le moignon va ensuite régénérer un nouveau bras
(voir plus lion, p. 24) (Grassé 1948; Boell, 1955);
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L’utilisation des pédicellaires et la sécrétion de mucus par les cellules
glandulaires. Lorsque le prédateur possede des poiles (comme les petits
crabes), ceux-ci sont saisis par les pédicellaires, c’est ainsi que le prédateur
peut étre capturé. En méme temps, les cellules glandulaires, si abondantes sur
les appendices de tégument rejettent leurs produits et I’animal capturé est
enveloppé de mucus criblé de granules qui ont probablement une action
d’empoisonnement, et la mort de prédateur ne tard pas (Grassé 1948; Boell,
1955; Clark et Downey, 1992);

La sécrétion d’un grand nombre de substances toxiques qui leur permettent de
se protéger, comme les saponines qui lui donnent une odeur répulsive et un
gout désagréable (Mackie et al., 1977);

Certaines especes, pour se protéger, sont recouvertes de piquants venimeux
comme chez Acanthaster planci (Grassé 1948; Boell, 1955).

1.2.3.3. Comportement

Selon les conditions du milieu ambiant, les astéries peuvent étre prévues de divers
comportements (Grasse, 1948):

Un geotropisme négatif (Réaction de fuite)
Le géotropisme négatif est marqué constamment chez les especes du genre
Asterias. Ces espéces lorsqu’elles viennent d’étre prises, elles montent

jusqu’a la surface de I’eau, et elles s’étalent la face ventrale vers le haut et la
face aborale vers le bas. Puis elles redescendent;

Un phototropisme négatif pour la forte lumiere
Le phototropisme négatif est marqué chez toutes les astéries adultes. En effet,

elles restent inertes en plein soleil ou elles se disposent de facon a protéger la
face orale, moins pigmentée que la face aborale;

Un phototropisme positif pour la faible lumiere

Les astéries sont attirees par les surfaces noires et sombres.

Un stéréotropisme positif

La réaction d’adhérence d’une astérie avec le substrat est en rapport avec un

stéréotropisme positif de la ventouse des podia. En effet, les astéries se fixent
sur un substrat solide grace aux venteuses des podia.

Une sensibilité a la pression

La sensibilite a la pression est marquée chez les especes intercotidales
(comme les especes du genre Asterias: Asterias rubens). Quand le niveau de
la mer commence a descendre, ces espéces gagnent I’eau peu profonde.
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Il est a noter que les "étoiles de mer" se deplacent trés lentement. Elles peuvent
parcourir 5 cm par minute. Certaines ne parcourent pas plus de 1 km durant toute
leur vie (Boell, 1955).

1.3. Morphologie externe et interne d’une **étoile de mer **
1.3.1. Morphologie externe

Les "étoiles de mer" ressemblent peu aux autres échinodermes. Elles sont de forme
trés variable (pentagonales, globuleuses, étoilées) (Grassé, 1948). Leur taille est trés
variable et leur corps est légerement aplati, souple et couvert d’un épiderme
pigmenté (Grassé, 1948; Boell, 1955).

Elles se caractérisent par un allongement des bras (radius) par rapport aux zones
entre les bras (interadius) (Fig. 3). Il en resulte que le corps prend la forme d'une
étoile a cing branches. Bien que la plupart des étoiles de mer ont cing bras, les
membres de certaines familles ont beaucoup plus mais toujours des multiples de cing
a I’exception des espéces irréguliéres. Les bras sont plus ou moins longs, ils peuvent
dépasser dix fois le rayon du disque central (Chaetaster longipes), ou au contraire,
étre tellement courts que le corps devient pentagonal (Ceramaster placenta)
(Koehler, 1969). Les bras se rejoingnent a leur base pour limiter un disque central.

Le disque central est caractérisé par la présence de la bouche sur la face ventrale
(face inférieure, face orale), et la présence d’une plaque calcaire blanchatre (plaque
madréporique) au niveau d’un inter radius sur la face dorsale (Face supérieure, face
aborale) (Grassé, 1948) (Fig. 5).
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Face aborale

Face orale

Plaque madréporique

Bouche

Figure 5: Face orale et aborale des "étoiles de mer".
(Image ©Université Lille, UFR de biologie).
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La face orale est composée des centaines de pieds ambulacraires (podia), la bouche
entourée d’une membrane (le péristomium), I’estomac dévaginable situé a I’intérieur
de la bouche. Les podia sont utilisés pour le déplacement et pour la capture de la
nourriture (Koehler, 1969).

Les podia sont des tentacules terminés soit par un cone (chez les espéces de genre
Luidia), soit par une ventouse (chez les espéces du genre Asterias). lls sont disposés
en rangées et entourés par des bandes plus extérieures de piquants mobiles qui
peuvent se rabattre sur les podia pour les protéger d’une agression (Boell, 1955;
Clark et Downey, 1992). A la base de chaque pied se trouve une vésicule
musculeuse, I’ampoule ambulacraire (une dilatation en forme de sac, dont la paroi
contient des muscles). L’ampoule se poursuit par un tube vertical, et se termine par
une ventouse (Boell, 1955; Clark et Downey, 1992) (Fig. 6).

Pieds
Ambulacraires

(Podia)

ventouse

pieds
ambulacraires
(podia)

Rangée des pieds
ambulacraires

Figure 6: Les pieds ambulacraires des "étoiles de mer".
(Image ©Université Lille, UFR de biologie).
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A I’extrémité de chaque bras on marque la présence d’un certain nombre de podia
tactiles, et un tentacule terminal impair portant a sa base une tache oculaire d’un
rouge vif: organe visuel des astéries (Grassé, 1948; Clark et Downey, 1992) (Fig. 7).

Tache oculaire

Podia tactiles

Figure 7: Podia tactiles et tache oculaire a I’extrémité d’un bras d’une astérie.

(Image ©Universite Lille, UFR de biologie).

Les podia tactiles sont riches en fibrilles nerveuses et forment le systéme olfactif des
astéries. Ce systéeme permet de percevoir la présence et la nature des substances
chimiques dissoutes dans I'eau de mer (comme spermatozoides) (Hickman et al.,
1996).

L’organe visuel des astéries est photosensible, ne percoit ni les formes ni les
mouvements des objets, mais seulement I’éclairage. Il est constitué d’un un ensemble
de petites cupules oculaires pigmentées. Ces cupules renferment dans leurs cavités
une gelée incolore (sort de corps vitré). La sensibilité a la lumiére est utilisée pour
placer I’animal dans ce milieu naturel (par exemple sous les rochers) et pour se
repérer geographiquement (Clark et Downey, 1992; Hickman et al. 1996).

Sur la face aborale on apercoit au niveau d’un interradius la plague madréporique
(aquifere) qui recommande le mouvement de I’"étoile de mer"” dans I’eau (Koehler,
1969) (Fig. 5). Bien que la plupart des étoiles de mer ont une seule plaque
madréporique, les membres de certaines familles (Asteriidae, Echinasteridae et
Linckiidae) ont beaucoup plus. Le nombre de ces plaques peut atteindre 4 chez les
especes qui possédent 6 a 12 bras (comme chez les espéces de genre Acanthaster).
Cette propriété est liée a la régénération des bras (voir plus lion, p. 24) (Beoll, 1955;
Koehler, 1969).
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1.3.1.1. Tégument

La paroi du corps des "étoiles de mer" est coriace mais non rigide. Elle comprend
quatre assises: épiderme; derme avec le squelette; musculature et épithélium
ceelomique (Boell, 1955).

L’épiderme est cilié, renferme des cellules sensorielles, et de nombreuses cellules
glandulaires, les unes remplies de granules, les autres caliciformes sécrétant un
mucus. Les cellules glandulaires couvrent la surface du corps par une couche de
mucus protecteur. En effet, les petits détritus qui tombent sur le corps sont enrobés
de mucus, puis propulsés par les cils (Grassé, 1948; Boell, 1955; Hyman, 1955).

Le derme est formé, sur la face voisine de I’épiderme, par un feutrage conjonctif de
fibres lisses avec des cellules fixes migrantes; sur la face voisine de ccelome, le
derme présente des cavites irregulieres (Grassé, 1948; Boell, 1955; Hyman, 1955).
La musculature est formée généralement de 5 gros muscles qui partent du centre de
la face aborale et rayonnent en étoile jusqu'a I’extrémité des bras. Ces muscles sont
formés des fibres lisses (Grassé, 1948; Boell, 1955; Hyman, 1955).

L’épithélium ccelomique est constitué par des cellules plates portants un cil vibratile
(Hyman, 1955).

1.3.1.1.1. Couleur du tégument et pigments

Les astéries ont de riches colorations: rouge vif; rouge; orange et les tons jaunes etc.
Ces colorations sont liees a des pigments épidermiques, de la famille des
caroténoides (Grassé, 1948; Boell, 1955). Le rouge d’Echinaster sepositus (espéce
étudiée dans ce meémoire) est un caroténoide tétracétone a caractere acide: I’astacine
(C40H4804) (Clark et Downey, 1992; Hickman et al., 1996).

1.3.1.1.2. Appendices du tégument

Le tégument des "étoiles de mer" porte trois types d’appendices: les piquants; les
pédicellaires et les papules (Boell, 1955) (Fig. 8).

Les piquants sont tres nombreux, ceux de la face dorsale sont des prolongements
des pieces squelettiques, et sont immobiles. Par contre, les piquants de la face orale
sont trés mobiles car ils sont chargés de la protection de I’orifice buccal, et ils aident
a I’ingestion des proies (Boell, 1955).

Les pédicellaires sont disposés a la base des piquants, et ils ont une forme didactyle.
Ce sont des organes de defense et de nettoyage. Les pédicellaires harponnent les
parasites, et les animaux de petite taille (Annélide de 5 a 6 cm de diamétre) qui
touchent le tegument de I’"étoile de mer" et les gardent jusqu’a la mort. Comme ils
attrapent les débris de larve, puis les rejettent, assurent ainsi le nettoyage de tégument
de tout corps étranger (Boell, 1955; Clark et Downey, 1992; Hickman et al. 1996).

Les papules sont des expansions de la paroi du corps, passant a travers les mailles de
squelette sous forme de petits tubes transparents, remplis de liquide. Ce sont les
organes respiratoires des astérides (Boell, 1955; Hyman, 1955).
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Figure 8: Tégument des "étoiles de mer".

(Image ©Université Lille, UFR de biologie).
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1.3.1.2. Endosquelette

L’endosquelette dermique des astéries contient des plaques riches en Calcium
appelées ossicules sur lesquelles s’articulent les piquants. Ces ossicules sont
largement dispersés ce qui permet a la paroi du corps d’étre flexible (Boell, 1955).

Les ossicules forment les plaques dermiques. Cing types de plague sont présentes
chez les astéries (Boell, 1955) (Fig. 9):

Plaques cardinales dorsales;
Plaques marginales supérieures;
Plaques marginales inférieures;
Plaques adambulacraires;
Plaques ambulacraires.

Les plaques marginales limitent les bords des bras et se font remarquer par leur
grande taille. Les plaques ambulacraires sont caractérisées par la présence des pores
ambulacraires. Ces derniers permettent le passage des pieds ambulacraires (podia)
(Boell, 1955; Clark et Downey, 1992).
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carénale dorsale

marginale
supérieure

marginale
inférieure

adambulacraire ambulacraire

Section transversale d’un bras

Rangées marginales supérieures Rangées adambulacraires

Ranaée carénale dorsale , . o
Rangée carénale médiane Rangées marginales inférieures

Figure 9: Organisation des plaques dermiques chez les "étoiles de mers". (Image ©Université Lille, UFR de biologie).
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1.3.2. Organisation interne
1.3.2.1. Systeme digestif

L’appareil digestif des astéries comporte la bouche, I’estomac divisé en deux
chambres superposées, deux caeca rectaux, les caeca pyloriques et un anus
microscopique situé sur la face aborale (Boell, 1955; Clark et Downey, 1992) (Fig.
10). Les deux chambres de I’estomac sont la chambre supérieure (I’estomac
pylorique) et la chambre inférieure (I’estomac cardiaque). L’estomac pylorique est
de forme pentagonale, celle-ci porte cing canaux pyloriques qui se prolongent dans
les bras de I’"étoile de mer". Chaque canal pylorique est lié a deux caeca
pyloriques (glandes digestives). Les caeca pyloriques sont composés d’une dizaine
de diverticules en sac qui jouent un role dans la digestion et le stockage des
nutriments (Boell, 1955; Clark et Downey, 1992). L’estomac cardiaque est en forme
d’une rosace a cing lobes c’est cette partie de I’estomac qu’est dévaginable, elle
reprend sa position initiale grace a la contraction des cing paires de muscles
rétracteurs insérés sur les plaques ambulacraires (Boell, 1955; Clark et Downey,
1992).

caeca |

canaux
pyloriques

Diverticules des caeca

Estomac pylorique Estomac cardiaque )
pyloriques

Figure 10: Appareil digestif des "étoiles de mer".
(Image ©Université Lille, UFR de biologie).
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1.3.2.1.1. Nutrition

Les astéries sont extrémement voraces et s’accommodent de toutes sortes de proies
vivantes ou mortes qu’elles saisissent avec leurs pieds ambulacraires. Elles
consomment surtout les moulles (Boell, 1955; Clark et Downey, 1992).

En méditerranée, les astéries consomment abondamment et régulierement les
holothuries qui peuvent représenter 90 % de leur régime alimentaire (Francour,
1989)

Elles capturent et avalent les aliments par un procedé tres particulier. Elles
dévaginent leur sac stomacal inférieur (estomac cardiaque) et enveloppent
complétement leur proie sur laquelle s’exerce I'action des sucs digestifs; tantét la
digestion a lieu dans le sac stomacal dévaginé, tantdt le sac se rétracte et rentre dans
le corps avec la proie saisie, ainsi la nourriture est transportée a I’estomac pylorique
qui finira la digestion et I'absorption des nutriments gréce a des enzymes digestives
(Boell, 1955; Clark et Downey, 1992).

1.3.2.2. Cavites ceelomiques

Chez une astérie la cavité générale du corps (Ccelome) est formeée par la
superposition de trois cavités cecelomiques séparées par des mésenteres, cavité
péricesophagienne, cavité hypogastrique (cavité orale), cavité épigastrique (cavité
dorsale). Au niveau du disque central la cavité dorsale et orale sont séparés I’une de
I’autre par un mesentére pentagonal plus ou moins perforés, qui attache I’estomac a
la face aborale de disque central. Ces deux cavités se prolongent dans les bras. Les
bras sont remplis de liquide ccelomique hypogastrique (Boell, 1955; Clark et Downey,
1992).

Le liquide ceelomique des "étoiles de mer" renferme les corps azotés de transit, soit
pour I’assimilation (azote aminé), soit pour I’excrétion (I’ammoniac) (Clark et
Downey, 1992; Hickman et al., 1996). Les globules en suspension dans le liquide
ccelomique sont appelées les amibocytes ceelomiques.

Ces amibocytes ceelomiques permettent la sécrétion des déchets car ils ont un grand
pouvoir phagocytaire (Grasse, 1948). lls accumulent les produits a excreéter, puis ils
se rassemblent au sommet des papules, celles-ci peuvent s’étrangler lorsqu’elles sont
engorgées et elles évacuent ainsi les amibocytes dans I’eau environnante. En outre,
les papules et les podia sont le siége du transport d’oxygene, diffusant depuis I’eau
de mer environnante jusqu’au liquide ccelomique (Clark et Downey, 1992; Hickman
et al., 1996).

Le ccecelome est connecté a un systtme complexe de tubes qui contribue a la
circulation de I’eau et a la respiration: c’est le systeme ambulacraire (Boell, 1955).

1.3.2.3. Systeme ambulacraire

Le systeme ambulacraire des astéries est composé d’un anneau central (oral,
ambulacraire) entourant le péristome, ayant comme appendices les corps de
Tiedemann et les vésicules de Poli.
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L’anneau central émet 5 canaux radiaires, un dans chaque bras. Chaque canal
ambulacraire émet de courtes branches latérales munies de valves. Ces valves sont
connectées aux podia. De ce fait, les cing canaux radiaires se ramifient dans les pieds
ambulacraires (podias) (Grasse, 1948) (Fig. 11).

plaque madréporique

canal du sable

canaux
radiaires

anneau ambulacraire

Figure 11: Systeme ambulacraire des "étoiles de mer".
(Image ©Universite Lille, UFR de biologie).

Les corps de Tiedemann se sont de petites masses irréguliéres, en nombre de 2 par
interradius, présentent chez toutes les étoiles de mer. Ils semblent jouer un réle dans
la sécrétion interne. Les vésicules de Poli sont de grosses vessies piriformes au
nombre de 1 par interradius, parfois 2 a 4 (astropecten aurantiacus), Elles manquent
dans certain nombre de familles, notamment chez les Asteriidae. Il est possible que
ces vésicules jouent un réle de régulateur de la pression hydrostatique dans le
systeme ambulacraire (Boell, 1955).

Un tel systéme communique avec I’eau de mer par un ou plusieurs pores aquiféres.
Ces pores sont regroupés sur la plaque aquiféere (madréporique), généralement
protége par un entourage des piquants. La plague madréporique se poursuit par un
canal hydrophore qui descend vers la face orale du disque et se connecte
ventralement a I’anneau ambulacraire (Grasse, 1948; Boell, 1955).

Le systeme ambulacraire permet la locomotion des "étoiles de mer”. En effet, I’eau
entre dans le systeme aquifére a travers la plague madréporique et s’écoule vers les
canaux radiaires en anneau par le canal hydrophobe. Les canaux radiaires aménent
I’eau aux pieds ambulacraires. Lorsque I’ampoule de chaque pied ambulacraire est
remplie de liquide ambulacraire. La valve du canal latéral se ferme et le liquide est
chassé dans le tube vertical. Le tube vertical s’étend et peut s’attacher au substrat.
Ensuite, les muscles des pieds ambulacraires se contractent, ce qui les courbent et
entraine I’animal vers I’avant (Clark et Downey, 1992; Hickman et al., 1996).

2
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1.3.2.4. Organes génitaux

Les "étoiles de mer" sont sexuellement dimorphes (sexe separé), mais il est rare qu’il
y ait un dimorphisme sexuel net pour qu’on puisse reconnaitre les sexes sans
dissection. En période de reproduction, Luidia ciliaris présente une différence de
couleur entre les males (brunatres) et les femelles (jaunatres). Le male d’Archaster
typicus est un peu plus petit que la femelle. Les cas d’hermaphrodismes (les organes
reproducteurs males et femelles sont bien présents chez le méme individu) sont rares.
Parmis les especes hermaphrodites on cite Fromia ghardagana, Asterina gibbosa,
Asterina batheri (Grassé, 1948) et Echinaster sepositus (Cognetti et Delavanit,
1960).

Fromia ghardagana et Asterina gibbosa sont des hermaphrodites protandriques
(méle au stade juvénile, tout en refermant des ceufs en voie de développement, et
femelle au stade adulte, il n’y a plus de spermatozoides dans les gonades). Asterina
batheri est caractérisée par un hermaphrodisme irrégulier (male exclusif sans ceuf, et
femelle exclusif sans spermatozoides) (Grassé, 1948).

Chez les astéries, les gonades de chaque sexe sont localisées dans le somatocoele, a
coté ou sous les glandes digestives et caractérisées par un aspect granulaire. Chaque
gonade est divisée en deux lobes qui se prolongent dans les deux bras adjacents. Un
conduit génital (spermiducte chez les males et oviducte chez les femelles) est issu
de chaque gonade. Les conduits génitaux des deux gonades de chaque bras se
rejoignent pour former un conduit commun qui débouche a I’extérieur par le
gonopore (orifice génital), situé dans I’angle interradial sur le disque central (Grassé,
1948; Boell, 1955) (Fig. 12).

Deux lobes
gonadiques Gonades

I

Figure 12: Gonade de I’"étoile de mer" Echinaster sepositus.

(Image©DAHMOUNE. B).
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1.3.2.4.1. Reproduction

La reproduction des astéries est sexuée a fécondation externe. Elles se reproduisent
par émission des gametes observée généralement entre mars et juin (Clarck et
Downey, 1992; Hickman et al., 1996). Durant cette période, il est tres rare qu’il y ait
un rapprochement entre le male et la femelle. Quand il a lieu (Archaster typicus), le
male se place sur le dos de la femelle, les bras étant en alternance. Cependant,
I’expulsion du sperme par les méles d’éclanche I’expulsion des ovules par des
femelles (Clark et Downey, 1992; Hickman et al., 1996).

L’ceuf fécondé se développe dans le plancton. Elle donne naissance a une larve
pélagique a symétrie bilatérale qui subit une métamorphose trés complexe pour
aboutir a la forme adulte sédentaire a symétrie pentaradiée. La larve présente une
forme tres particuliére et tres différente de I’adulte. On leur a donné autrefois un nom
particulier pipinnaria qui sera transformé en une larve brachiolaria (Boell, 1955).

Un certain nombre d’especes d’astérides pratiquant le soin parental de diverses
manieres. Certaine comme Asterina gibbosa restreint leur soin parental uniquement
par le dépdt de leurs ceufs dans un endroit protégé. D'autres comme Henricia oculata
s'installent sur leurs ceufs jusqu’a leur éclosion. Henricia sanguinolenta souleve le
disque central et rapproche ces bras de facon a construire une cavité incubatrice. Les
larves de Padasterias meridionalis, Leptasterias aequalis se fixent a la face ventrale
de la femelle par un pédoncule. Stichaster nutrix logent les larves dans I’estomac
(Grassé, 1948, Boell; 1955; Clark et Downey, 1992).

La littérature ne précise pas le type de nourriture qu'elles absorbent dans la grotte
d'incubation. Il est possible qu’ils se nourrissent de mucus sécrété par les parents a
travers les papules (Clark et Downey, 1992).

Les astéries présentent également un mode de reproduction asexuée qui se fait par
une scission d’une partie de corps suivi par une régenération de la partie manquante.
La pleine croissance de la partie régénérée se fait en moins d’un mois et 1"étoile de
mer" qui en résulte est appelée: "comete de mer" (Boell, 1955).

On distingue chez les astéries deux sortes de multiplication asexuée I’une dite,la
schizogonie discale, et I’autre sorte est la schizogonie branchiale. Le nombre de ces
multiplications est indéterminé (Grassé, 1948; Boell, 1955; Hickman et al. 1996).

La schizogonie discale est une coupure médiane a travers le disque central, elle
sépare I’"étoile de mer™ en deux moitiés a peu pres égale. La blessure se ferme par le
rapprochement des deux parties orale et aborale du disque. Et sur la cicatrice
apparaissent des bourgeons branchiaux. Le développement se poursuit jusqu'a la
réfection du disque central, I’égalité des bras anciens et nouveaux et la formation de
la plague madréporique dans la partie dépourvue de celle-ci. Ce mode de schizogonie
est marqué chez les especes de la famille des Astériidae, notamment chez
Coscinasterias tenuispina qui se caractérise par 6 a 9 bras et 1 a 5 madréporites
(Grassé, 1948; Boell, 1955; Hickman et al., 1996).
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La schizogonie branchiale est une coupure d’un bras ou de plusieurs bras pres de
leur base, et le disque central reste intact. Chaque bras régénere une étoile compleéte.
En outre, le disque central lui-méme régénére 5 bras. Avec une étoile, on aura six
(grassé, 1948). Ce mode de schizogonie est privilégié pour les espéces de genre
Linckia. Chez les autres espéces d’astéries la régénération est mieux si un cinquiéme
au moins du disque central est arraché avec le bras. Chaque bras sectionné
bourgeonne sur sa tranche cicatrisée 4 ou 5 petits mamelons, sur ce rudiment il se
forme une bouche, un disque central et des nouveaux courts bras. Sur le disque
central apparait I’anus et les nouveaux madreporites (Grasse, 1948; Boell, 1955;
Hickman et al., 1996).

Il semble qui y a une alternance entre la reproduction asexuée et sexuée. En effet,
avant et pendant la reproduction sexuée on trouve un minimum d’exemplaires a bras
inégaux (Grassé, 1948).

1.3.2.5. Systeme nerveux, sanguin et endocrinien

Le systéeme nerveux des astéries est peu développé. Il est formé d’une couche de
neurones (cellules nerveuses) appliqués a la face interne de I’épiderme. Un tel
systéme est peu distinct de I’épithélium épidermique, ce qui vaut aux Asteroidea le
qualificatif d’épithélioneuriens. Les neurones epithélioneuriens ne sont pas
rassemblés en ganglions, ils sont dispersés le long des voies nerveuses (gouttiéres
ambulacraires), c’est pourquoi ils portent le nom de «cordon» (Hickman et al.,
1996).

Chez les "étoiles de mer" deux formations nerveuses sont distinguées un systéeme
nerveux superficiel ou oral, de nature sensitive, et un systeme nerveux profond ou
hyponeural, de nature motrice (Huet et Lender, 1979). Le systeme nerveux
superficiel est constitué d’un anneau nerveux central, autour de l'orifice buccal
(anneau péribuccal), duquel s’étendent des nerfs radiaires le long de chacun des bras
(cordon radiaire). A I'extrémité des bras, le nerf radial est en liaison avec la tache
oculaire (organe visuel). Le systeme nerveux profond est situé a la face profonde du
cordon radial. 1l est formé par les nerfs de Lange et par les nerfs latéraux. Ces nerfs
sont en relation notamment avec les podia, les papules et le tégument (Grassé, 1948).

Le r6le du systeme nerveux est trés important dans la régénération des bras des
"étoiles de mer". Huet et Lender (1979) ont montré que la présence des nerfs radiaux
au niveau du bras sectionné, et sa connexion avec l'anneau nerveux oral sont les deux
conditions pour qui y ait une regénération. L'action du nerf au cours de régénération
se manifeste par un taux important des mitoses.

Le systeme sanguin fait d’un réseau complexe d’espace (Lacunes) creusé dans le
mésenchyme, sans parois propres. Il est formé de deux systémes, le systéme hémal et
périnémal (Boell, 1955).

Le systeme hémal et le systeme périhémal présentent une analogie avec le sang des
vertébrés et forment un réseau de communication a travers le tissu connectif et
(Boell, 1955). Ils semblent permettre le transport de molécules complexes et des gaz
(Hickman et al., 1996).
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Le systeme endocrinien est présent chez les astéries avec les deux fonctions
endocrine et exocrine. Dans chaque bras on trouve deux gonades qui libérent des
ovules ou des spermatozoides, selon le sexe, dans I’eau. Comme elles liberent aussi
des hormones qui contrdlent I’équilibre osmotique et la reproduction (Hickman et al.,
1996).

1.4. Réle écologique, biologique et pharmaceutique des "étoiles de mer"*
1.4.1. Réle écologique

Les astéries jouent un rdle essentiel dans I'écosysteme marin. Ce sont des "espéces
clés": "prédateurs clés de voate". Elles se nourrissent particulierement des moulles,
et limitent ainsi leur nombre de facon a ce que ces organismes n’excluent pas les
autres espéces de la communauté.

La disparition des "étoiles de mer" pourrait mettre en péril I'équilibre de I'écosysteme
marin, car n'étant plus mangés par les étoiles de mer ces mollusques augmentent
considérablement (Cain et al., 2006). De plus, les larves des astéries sont un
composant important du plancton qui forme un élément de base dans la chaine
trophique marine (Cain et al., 2006).

Les especes d’astéries de genre Astropecten ont la particularité de remuer le sable.
En effet, Astropecten irregularis est trés active et elle se déplace sur les fonds
sableux des oceans en tamisant le sable a la recherche de la nourriture (Boell, 1955).

1.4.2. Le r6le biologique

De nombreux invertébrés (petites crustacés et gastéropodes) vivent soit en symbiose
soit en parasite avec les "étoiles de mer".

Une "étoile de mer" qui a un bras abime cherche la “crevette arlequin™ (Hymenocera
picta) qui coupe le bras abimé, et gagne un repas. L'étoile de mer est ainsi
débarrassée de bras abimé qui pourra régénérer plus tard, car la crevette arlequin ne
la tue pas. C’est une symbiose (Boell, 1955).

La crevette-nettoyeuse des étoiles de mer (Periclimenes soror) est une crevette
mimétique de son hote (étoile de mer). Elle vit sur le tégument de certaines astéries
principalement les espéces qui appartiennent a lI'ordre des Valvatida, et elle se nourrit
de débris de nourriture ou des micro-organismes qui essaieraient de s'accrocher au
tégument (Boell, 1955).

Les étoiles de mer sont aussi la cible de parasitisme. Le protozoaire Orchitophrya
stellarum parasite les organes reproducteurs males des "étoiles de mer™ de la famille
des asteriidae, particulierement les espéces de genre Asterias (Asterias rubens,
Asterias forbesi) ou il se nourrit de leur sperme (Boell, 1955).

Des gastropodes parasitent certaines étoiles de mer tropicales, plus particulierement
les espéces de genre Thyca (Thyca crystallina et Thyca pellucida). Ces parsites se
fixent par un disque de fixation circulaire sur la gouttiere ambulacraire des astéries
de genre Linckia (Linckia laevigata) (Carton, 1974).
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L’annélide polychete de la famille des Amphinomidae: Pherecardia striata est un
parasite de I’étoile de mer Acanthaster planci. Cette espece s’infiltre dans la blessure
de I’étoile de mer pour la dévorer de I'intérieur (Boell, 1955).

1.4.3. Role pharmaceutique

La recherche des molécules "pharmaceutiques” dans le milieu marin est assez
récente, et date des années 1950 (Nigrelli, 1952; Yamanouchi, 1955; Guido et al.,
1965). Et étant donné la large diversité chimique et les nombreuses activités
biologiques des molécules découvertes, la pharmacopée s’intéresse actuellement au
développement de nouveaux médicaments a partir de produits naturels marins. En
effet, les investigations sur les métabolites secondaires (saponines) des invertébrés
marins (éponges, holothuries et astéries) ont abouti a des reésultats importants (Ebada
et al., 2010; Odintsova et al., 2011). Les informations sur la diversité structurelle, la
distribution taxonomique, les activités biologiques et les réles pharmaceutiques de
ces substances ont été passée en revue par (Ebada et al., 2010; Naruse et al., 2010;
Odintsova et al., 2011).

Les saponines (glucosides de stérol) des "étoiles de mer" sont caractérisées par une
grande diversité chimique. Elles se différencientt par I’agencement de leur partie
glycone et aglycone et par la substitution de groupement sulfate (D’Auria et al.,
1993; Kornprobst, 2005; Maier, 2008). Elles présentent des hétérogénéités
structurelles entre les genres, entre les espéces et entre les organes de méme individu
(Maier, 2008; Demeyer et al., 2014). Les saponines de polyhydroxysteroides et les
asterosaponines sont les composants majeurs des astéries tandis que les saponines
macrocycliques sont principalement présentes chez le genre Echinaster (Kornprobst,
2005; Maier 2008) (voir plus loin, p. 50).

Les saponines des astéries ont une action menbranolytique forte (voir plus loin, p.39)
(De Marino et al., 1998; Maier, 2008). Une telle activité des glycosides de stérol est
la conséquence de nombreuses activités pharmaceutiques (I’activité antibactérienne,
I’activité antifongiques et I’activité anti-inflammatoire) (Mackie et al., 1977; Voogt
et Rheenen, 1982; De Marino et al., 1998).

Les saponines isolées a partir de I’"étoile de mer" Novodinia antillensis sont des
inhibiteurs de canaux a sodium. Ces canaux agissent dans la perception de la douleur
et les saponines qui les inhibent sont vues comme un nouveau type d’analgésique
(Yang et al., 2007).

1.5. Péche, commercialisation et consommation

La valeur marchande des astéries est bien inférieure a celle des holothuries. Elles
sont souvent vendues séchées aux touristes sur les littoraux balnéaires du fait de leur
forme particuliére et la beauté de leurs couleurs.

La consommation des astéries est déconseillée car elles peuvent accumuler des
toxines dans leurs chairs, et leur valeur nutritive et gastronomique est quasiment
inexistante. Cependant, les especes de la famille Asteriidae sont occasionnellement
consommees frites dans plusieurs pays asiatiques.
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I1. Substances marines actives
11.1. Généralité

Différents groupes d’invertébrés marins produisent des substances spécifiques qui
leurs servent comme un agent défensif contre les prédateurs, les parasites et les
infections, ou un agent de communication chimique (interspécifique,
intraspécifique). Certains de ces composés ont des propriétés intéressantes qui
pourraient étre potentiellement exploitées en pharmacologie (Dunlap et al., 2007).

En effet, les organismes marins sont susceptibles de renfermer des substances actives
aux propriétés inflammatoires, anticancereuses, antipaludéennes etc.

Un bilan récent des substances actives marines realiseé par Goulletquer (2012) a
démontré que prés de 20 000 molécules dorigines marines sont bien décrites, dont
plus de 5000 sont utilisées dans différentes applications (médcine, beauté).

Prinsep et al., (2004); Dunlap et al., (2007) ont rapporté que 22 produits naturels
marins sont maintenant en essais cliniques. La majorité d'entre eux ont des effets
anticancéreux potentiels, d'autres ont un potentiel avantage dans la thérapeutie de
I'inflammation, de la douleur, et la maladie d'alzheimer (Prinsep et al., 2004; Dunlap
et al., 2007).

Les premiéres substances importantes découvertes dans le milieu marin en 1950 par
Bergmann et Feeny sont deux nucléosides inhabituels, la spongouridine (Fig.13. 1) et
la spongouthymidine (Fig. 13. 2) de I’éponge des caraibes Cryptotethya crypta
(Bergmann et Feeny, 1950). Ces nucléosides possédent de bonnes activités tumorales
et antivirales (Bergmann et fenny, 1950; 1951). Plus tard, la spongouridine a été
découverte sous forme de metabolites naturels de la "Méditerranee gorgones™
Euniicella cavolinii (Dunlap et al., 2007).
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Figure 13: Premieres molécules naturelles marine.

(D’aprés Dunlap et al., 2007).

actives d’origine marine ont été isolées.

La figure (14) montre la répartition des substances isolées en fonction des
organismes.
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Figure 14: Distributions des produits naturels marins par phylums.

Le tableau 2 synthétise par phylum I’ensemble des substances les plus actives et
leurs intereets.

(D’apres Blunt et al., 2009).
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Tableau 2: Substances actives isolées des especes marines.

Phylums Substances isolées  Intéréts bibliographies
Bryozoaires Bryostatines Effets Anticancereux; Prinsep et al.
(Ectoprocta) (lactones Famille de la protéine (2004).
macrolides) kinase C modulateurs. Dunlap et al.
(2007).
Trindade-Silva
et al. (2010).
Eponges I'ara-A Activité antiviral: Laport et al.
(vidarabine), e L'herpés simplex;  (2005).
e Virusde
I'encéphalite.
Activité contre le
paludisme;
Activité contre la
tuberculose;
Activité antifongique,
Activité antivirale.
Spongistatins Effet anticancéreux. Dunlap et al.
(2007).
Mycalamides Inhibent la synthése des Dunlap et al.
A B protéines provoquant (2007).
I'apoptose;
Activite antibiotique
potentiel.
Luffariellolide Effet anti-inflammatoire; Ebada et a.l
(2010).
Chondropsin Inhibent l'accroissance des Dunlap et al.
tumeurs. (2007).
Isocyanoterpenes Inhibe la croissance des Paul et al.
kalihinol A bactéries Bacillus subtilis, (2007).
et kalihinol F Staphylococcus aureus et
Candida albicans,
Effets antifongiques contre
Mortierella ramannianus,
Pennicillium
chrysogenum .
Manoalide Effets antibiotiques contre Ebada et al.
Streptomyces pyogenes et (2010).

Staphylococcus aureus.

a0
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Tableau 2 (suite): Substances actives isolées des espéces marines.

Phylums Substances isolées Intéréts bibliographies
Tuniciers Paplidine peptide Effet  potentiel  contre Ebada et al.
Leucémie lymphoblastique (2010).
aigué.
Ecteinascidin 743 Activité anti tumorale: Ebada et al.
(ET 743) Cancer du sein; (2010).
Cancer rénale. Molinski et al.
Sarcomes des tissus mous (2009).
Comme: ostéosarcomes;
mésothéliomes;
leiomyosarcomas et
liposarcomes.
Didemnine B Efficacité pour le traitement Mayer et
du cancer du pancréas chez Gustafson
des modeles animaux. (2008).
Gastéropodes  Dolastin Remede pour le sarcomes Dunlap et al.
des tissus mous, pour le (2007).
mélanome et cancers du Mayer et
poumon. Gustafson
(2008).
Prialt Traitement de la douleur Molinski et al.
(premier chronique de la moelle (2009).
médicament épiniére,
approuvé aux Etats-
Unis en 2004)
Echinodermes  Glycoside de Activite antibactérienne Van Dyck et
tri terpene Activité antifongique al. (2009).
Glycoside Activite antitumorale D'Auria et al.
stéroidique Activité antiviral (1993).

Activité anti-inflamatoire

Maier (2008).
Rodriguez et
al. (1993%)
Stonik et al.
(1986 ).

’Rodriguez et al., 1993 in Hostettman et Mastron, 1955.

3Stonik et al.,1986 in Hostettman et Mastron.
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Il est a noter que peu de meétabolites secondaires d’origine marine sont utilisés
comme medicaments. Actuellement quatre medicaments d’origine marine sont
commercialisés. La trabectédine (Yondelis) (Fig. 15) issue de I’ascidie Ecteinascidia
turbinata (Rinehart et al., 1990), a obtenue en juillet 2007 son autorisation de la mise
sur le marché AMM. La cytarabine (Aracytine) et la vidarabine (Vira-AR2),
respectivement antitumoral et antiviral, elles sont issues de I’eponge Tectitethya
cripta (Mcintosh et al., 1982). Le ziconotide (Prialt) (Fig.16) est un analgesique isolé
du mollusque Conus magnus (Mcintosh et al., 1982).

X

Figure 15: Molécule d’origine marine mise sur le marché,

trabectédine (yondelis) (D’aprés Rinehart et al., 1990).

|
H-N-CKGKGAKCSRELMYDCCTGSCRSGKC-CONH,

Figure 16: Molécule d’origine marine mise sur le marché, Ziconotide (prialt)
(D’apres Mcintosh et al., 1982).

11.2. Saponines

Les saponines sont distribuées dans une large variété d’especes. Découvertes a
I’origine dans les végétaux supérieurs, ou elles sont tres répondues. Plusieurs
chercheurs ont identifié ces substances dans des organismes marins tels que les
holothuries (Nigrelli, 1952; Yamanouchi, 1955), les "étoiles de mer" (Guido et al.,
1965; Mackie et Turner, 1970) et les éponges (Thompson et al., 1985).
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Elles sont considérées responsables de nombreuses propriétés pharmacologiques, et
elles forment le point de départ de I’hémi-synthese des medicaments stéroidiens
(Sparg et al., 2004; Estrada et al., 2000).

Dans les 30 derniéres années, les informations sur la diversité structurelle, la
distribution taxinomique, I’activité biologiques et les réles pharmacologiques de ces
substances ont été hien examinées.

11.2.1. Définition et structure des saponines

La définition classique des saponines est baseée sur leurs activités superficielles
(activités de surface), ce sont des hétérosides qu’ont des propriétés tensioactives dans
les solutions aqueuses (abaissement de la tension superficielle) et apyrogenes
(pouvoir moussant). En effet, le nom saponine dérivé du latin sapo (le préfixe) qui
signifie mousse du fait qu’elles peuvent former une mousse stable dans des solutions
aqueuses (Jorg et al., 2011). Cette propriété est due au caractere amphotére des
saponines (Hostettmann et Marston, 1995) (Fig. 17).

O'J\‘(\
“90-COCHj
CH,OH

"OH

Figure 17: Caractere amphotere des saponines.
(D’aprés Hostettmann et Marston, 1995 [modifier]).

Les saponines sont maintenant plus commodément définies sur la base de leur
structure moléculaire, a savoir les glucosides de triterpene ou les stéroides.
(Hostettmann et Marston, 1995).

Les saponines sont des glycosides, de poids moléculaire élevé, constituées de deux
parties différentes. Un oligosaccharide polaire, forme la partie glycone, lié¢ a une
partie non-saccharide ou aglycone (D’Auria et al., 1993) (Fig. 18; Fig. 19).
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Les oses de la partie glycone sont de nature trés diverse, oses banales et (ou) acides
oroniques (glycuroniques ou galacturoniques). La partie aglycone s’appelle la génine
et appartient a deux types structuraux, les stéroides ou les triterpénoides apolaires
(Sandvoss et al., 2001; D'Auria et al., 1993). De ce fait, la nomenclature utilisée
pour les saponines distingue les saponines triterpénoides (triterpéne) et les
saponines stéroidiques.

OH
]
= |
=
v B
= o
S =
. S =
Groupement 2 -
R =1 V=
sulfate s
<z
CHzOH HO3S0 Z
o}
OH
H
(e}
OH

Glycone

Figure 18: Structure moléculaire des saponines.
(D’apres Naruse et al., 2010 [Modifier]).

Les deux parties glycone ou aglycone peuvent étre substituées par un ou plusieurs
groupements sulfates (Maier, 2008) (Fig. 19). Le groupement sulfate joue un role
important sur I’activité des saponines, il stabilise les fonctions hydroxyles (Maier,
2008) et participe aussi a I’activite hémolytique sur les érythrocytes (Kalinin et al.,
1996).
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Figure 19: Représentation schématique des différentes parties des saponines.
(D’apres D’Auria et al., 1999; Sandvoss et al., 2001[Modifier]).
11.2.2. Classification des saponines

La classification des saponines est basée sur le type de la génine (partie glycone).
Elles peuvent étre divisées en trois classes importantes, selon Hostettmenn et
Marston (1995):

e Glycosides de triterpéne;

e Glycosides stéroides;

e Glycosides stéroides d’alcaloides.

Les saponines triterpénoides sont les plus communes et on les rencontre chez les
dicotylédones angiospermes (Sparg et al., 2004) et chez les holothuries (Van Dyck
et al., 2009). Le glycone de ces saponines a un hydroxyle du type B en position C3
substitué par une chaine osidique. Les positions Cy3, Co4, Cag, Cog, Cgzo sont
fonctionnalisées sous forme hydroxyle, aldéhyde ou acide carboxylique. Les
carbones Cz, C7, Cu1, Cis, Ci6, Ca1, Coz peuvent étre hydroxylés. Les genines
triterpéniques en Cgo (30 atomes de carbone) sont dérivées des nmoyaux o ou
amyrine pentacyclique, ou parfois du noyau dammarann tétracyclique
(Hostettmenn et Marston, 1995) (Fig. 20).
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Figure 20: Glycosides de triterpene.A: B-Amyrin type (oleananes); B: a-Amyrin
type (ursanes); C:Lupeol type (lupane).

(D’aprés Hostettmann et Mastron, 1995[Modifier]).

Les saponines stéroidiennes se rencontrent presque exclusivement dans les
monocotylédones angiospermes (Sparg et al., 2004) et chez les "étoiles de mer"
(Maier, 2008; D'Auria et al., 1993). Les génines stéroidiques en C,; sont dérivées
du noyau spirostane (six cycles), dans quelques cas le groupe hydroxyle se situe a la
position 26 (C ) et s’engage dans une liaison glycosidique, ainsi la structure de
I’aglycone reste pentacyclique, cela représente un squelette du type furostane (Fig.
21. C).

Figure 21: Glycosides stéroides. A: Cholestan, B: Spirostan, C: Furostan.

(D’apres Hostettmann et Mastron, 1995 [Modifier]).
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Certains auteurs distinguent un troisieme groupe appelé: amine stéroidienne
(Glycosides stéroides d’alcaloides) (Sparg et al., 2004) (Fig. 22).

Figure 22: Représentation conventionnelle des glycosides stéroides d’alcaloides. A:
Solanide, B: Spirostan.

(D’apres Hostettmann et Mastron, 1995 [Modifier]).
11.2.3. Biosynthése des saponines

Les saponines triterpénoides et les saponines stéroidiennes ont une origine
biosynthétiqgue commune le squaléne (six unités isoprénes) (Hostettman et Marsron,
1995; Kerr et Chen, 1995; Stonik et al., 1999). Elles sont dérivées du squaléne par
I’intermédiaire de Squaléne-2,3-époxydes, suivi d’une cyclisation concentrée
(Hostettman et Marston, 1995). En effet, le squaléne est le précurseur des isomeres
cycloarténol; lanostérol et parkéol.

Pour la biosynthése des stéroides, le squaléne se cyclise en lanostérol (a une double
liaison entre le Cq et le Cy1). Le lanostérol se réarrange pour donner le cholestérol
qu’est le précurseur des saponines steroidiques (Hostettman et Marsron, 1995; Kerr
et Chen, 1995; Stonik et al., 1999).

Dans le cas des triterpénes le squaléne est le précurseur de parkéol (a une double

liaison entre Cg et Cg) et I’holostanol qui sont a I’origine des saponines
triterpénoidiques (Hostettman et Marsron, 1995; Kerr et Chen, 1995; Stonik et al.,
1999).

Il est a noter que pour les deux classes des saponines, a savoir les saponines
triterpénoides et les saponines stéroidiennes, beaucoup de travaux restent a effectuer
afin de clarifier les intermédiaires de la biosynthese et la classification des molécules
insaturées en Co-C1; et Cg-Cg (Maier, 2008; Stonik 1999).

La figure 23 est une représentation hypothétique de la biosynthese des stéroides et
triterpénoides.
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Figure 27 : Représentation schématique de la biosynthése des stéroides et de
triterpénoide. Selon, Maier (2008); Stonik et al., (1999); Hostettman et Marston
(1995) et Kerr et Chen, (1995).
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11.2.4. Propriétés des saponines

Dans les solutions aqueuses le caractere amphotére des saponines définit ses
propriétés physico-chimiques notamment la solubilite et la formation d’une mousse
stable (Tyler et al., 1981%.

Les saponines sont solubles dans I’eau, I’alcool, le chloroforme, le benzene, I’acétate
éthylique. Le glycone est soluble dans I’eau et I’alcool dilué et insoluble dans les
solvants organiques apolaires. La sapogénine est insoluble dans I’eau, mais soluble
dans des solvants organiques.

La formation des mousses stables est la caractéristique principale des saponines. En
effet, la présence des saponines est mise en évidence par la formation de cette
mousse stable (Steinner et Holtzem, 1955°) et le mécanisme de sa formation selon la
littérature n’est pas clair (Hostettmann et Marston, 1995).

11.2.5. Activités des saponines
11.2.5.1. Activité membranolytique

L activité membranolytique est I’activité principale reconnue pour les saponines. Les
saponines provoquent la lyse des cellules des champignons, des virus, et des
bactéries, grace a leurs propriétés tensioactives. (Hostettmann et Martson, 1995;
Kalinin et al., 1996; Jorg et al., 2011). En effet, les saponines avec le cholestérol des
membranes cellulaires et I’ergostérol des membranes fongiques (Fig. 24) forment des
complexes qui générent des petits canaux solitaires et qui deviennent de plus en plus
larges avec de fortes doses (Stonik et al., 1999; Jorg et al., 2011) (Fig. 25). Cette
capacité spécifique a contribuée a leur usage dans les recherches physiologiques
(Authi et al., 1988; Chio et al., 2001; Plock et al., 2001).

Figure 24: Structure moléculaire de cholestérol et de I’ergostérol.
(D’aprés Hostettmann et Martson, 1995).

* Tyler et al., 1981 in Sparg et al., 2004.
5 Steinner et Holtzem, 1955 in Hostettmann et Martson, 1995.
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Le mécanisme de la formation des complexes par I’activité membranolytique
s’effectue comme suit:

Les saponines s’integrent dans la membrane gréce a leur partie hydrophobe
(sapogénines). Dans la membrane, elles forment des complexes avec les stérols, qui
par la suite, s'accumulent en plaques grace a l'interaction de leurs résidus
saccharidiques (orienté a la phase externe de la membrane) (Armah et al., 1999°).
L’interférence stérique de ces fractions saccharidiques provoque la courbure de la
membrane conduisant ensuite soit a:

e La formation de pores dans la membrane (Stonik et al., 1999; Jorg et al.,
2011) (Fig. 25. A);

e La formation des protubérances hemi-tubulaires dans la membrane (Keukens
etal., 1995")
(Fig. 25. B);

e La formation de compléxe avec les stérols intégrés a la membrane (Lin et
Wang, 2010 ?)

(Fig. 25. C).
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Figure 25: Modele schématique des mécanismes moléculaires des activités des
saponines sur les membranes.

(D’apres Jorg et al., 2011[Modifier]).

® Armah et autres, 1999 in Jorg et al., 2011.
’ Keukens et autres, 1995 in Jorg et al., 2011.
® Lin et Wang, 2010 in Jorg et al., 2011.
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Les effets de la formation de ces complexes sur la cellule selon Stonik et al. (1999);
Jorg et al. (2011) sont:

e La Modification de la permeabilité, de la stabilité et de la microviscosité des
membranes ce qui induit a terme la lyse de la cellule;

e La modification des interactions lipide-protéine ce qui rend les enzymes
membranaires notamment I’ATP ase inactive;

e L’inhibition de transport actif provoque la libration des substances de faibles
poids moléculaires (K+, phosphore inorganique) vers I’extérieur de la cellule.

11.2.5.2. Activités pharmacologiques

Un grand nombre d’effets biologiques et de propriétés pharmacologiques des
saponines (propriété hémolytique, antitumorale, anti-inflammatoire, antifongique,
antibactérienne, antivirale, ichtyotoxique, cytostatique et antinéoplasique) résultent
de leurs propriétés tensioactives (Kerr et Chen 1995; Prokof’eva et al., 2003; Caulier
etal., 2011).

11.2.5.2.1. Activité hemolytique

L’activité hémolytique est intensivement étudiée. Elle a été rapportée la premiere
fois par Kobert en 1887°. Elle désigne la capacité des saponines & causer la lyse des
érythrocytes des mammiferes (Bangham et Horne 1962; Dourmashkin et al.,
1962 % Chwalek et al., 2006; Jorg et al., 2011).

Le potentiel hemolytique des saponines est affecté par toutes les caractéristiques de
sa composition chimique, la structure de la partie aglycone (Voutquenne etal.,
2002; Gauthier et al., 2009), le nombre des saccharides de la chaine latérale et la
longueur de la chaine latérale (Voutquenne et al., 2002; Chwalek et al., 2006) le
type et la variation de I’enchainement des unités de sucre dans la chaine
latérale (Chwalek et al., 2006) et la position de(s)groupement(e) sulfate(s)
(Kalinin et al., 1996).

11.2.5.2.2. Activité antitumorale

Selon Rao et Sung (1995); De Marino et al. (1998); Podolak et al. (1998) les
saponines isolées des différentes plantes et animaux empéchent la croissance des
cellules cancereuses in vitro. Cet effet dépressif contre les cellules cancéreuses n’est
pas lié a I’activité hémolytique et peut avoir lieu par des mécanismes tres divers et
tres complexes (destruction des érythrocytes) (Mimaki et al., 1998).

11.2.5.2.3. Activité antifongique

L activité des saponines contre les mycetes a été prouvée par plusieurs chercheurs
(Kim et al., 1998; Takechi et al., 1999; Wang et al., 2000; Delmas et al., 2000).

® Kobert,1887 in Hostettmann et Martson, 1995.
“Dourmashkin et al 1962 in Jorg et al., 2011.
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L activité fongique contre Trichoderma viride (champignon ascomycete de la famille
des Hypocreaceae) a été employée comme méthode d’identification des saponines
(Kim et al., 1998).

Le mécanisme principal suggéré pour I’activité antifongique des saponines est leurs
interactions avec I’ergostérol des membranes fongiques (Stonik et al., 1999).

Selon Takechi et al. (1999) les saponines stéroidiques montrent une activité
antifongique plus importante que les saponines triterpénoides.

11.2.5.2.4. Activité antivirale

Les saponines sont capables de mettre des virus hors tension, a titre d’exemple
I’acide oleanolic de sapogénines de triterpénoide empéche la réplique de virus de
I'immunodéficience humaine (HIV1), en empéchant I’activité de protéase de HIV1
(Mengoni et al., 2002).

Les saponines stéroidiques de Asterias forbesi, Acanthaster Planci et Asterina
pectinifera sont capables d’inhiber la multiplication de virus d’influenza
(Hostettmann et Martson, 1995).

Andersson et al. (1989) ont démontré que les saponines de Crossaster papposus
inhibent la formation de plaque du virus de la pseudo-rage.

11.2.5.2.5. Activité antibactérienne

Plusieurs recherches ont démontré que les saponines des plantes leur servent de
protection contre les attaques bactériennes. L’activité antimicrobienne est répondue
dans les deux types de saponines (stéroidiques et triterpénoide).

Certaines saponines ne montrent aucun effet contre les bactéries Gram négatif, mais
montrent une faible activité contre les bactéries Gram positif (Amnisimov et al.,
1980). Exemple: (i) Chowdhury et al. (1987 ') ont prouvé que les saponines
triterpénoides d’ Hydrocotyle asiatica (plante herbacée de la famille des Apiaceae)
montrent une activité contre les bactéries causant la diarrhée (Salmonella, Shigella,
Escherichia colli); (ii) Les saponines stéroidiques isolées de Dracaena mannii (une
plante arbustive de la famille des Dracaenaceae) inhibent la prolifération de
staphylococcus aureus et de streptococcus pyogenes (Bactéries Gram positif), et
n’ont pas un effet sur les bactéries Gram négatif (Okunjii et al., 1990%); (iii) les
recherches de Minale et al. (1982) et Andersson et al. (1987; 1989) ont démontré que
les astérosaponines sont actives sur staphylococcus aureus (Gram positif) et inactives
sur Escherichia colli (Gram négatif).

11.2.5.3. Activité cytotoxique

Il a été clairement prouve par plusieurs chercheurs que I’activité cytotoxique des
saponines des invertébrés marins sur les autres animaux est considérable.

En effet, les saponines d’holothuries et d’astéries sont connues par leurs effets
d’immobiliser le sperme de I’oursin et d’inhiber le développement des ceufs fertiles
(Amnisimov et al., 1980; Nobuhiro et al., 1984).

1 Chowdhury et al., 1987 in Hostettmann et Martson, 1995.
12 Okunjii et al, 1990 in Hostettmann et Martson, 1995.
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Les saponines ont de nombreuses activités biologiques et plusieurs réles dans la
défense chimique (Mayo et Mackie,1976; Kubanek el al., 2002; Van Dyck et al.,
2009),la communication chimique (kairomone) (Van Dycket al., 2009) et la
reproduction (Mackie et al.,1977; Stonik et al., 1999) (Voir plus loin, p.45; 48).

11.2.6. Saponines des plantes

Les saponines des plantes sont tres exploitées par I’industrie, elles sont utilisées
comme additifs a la nourriture et aux produits de beauté (Jorg et al., 2011). Elles
peuvent étre exploitées comme des agents de déplacement de cholestérol des
produits laitiers (San Martin et Briones, 1999) et comme vermicides
botaniques (Jorg et al., 2011).

Les saponines des plantes possedent des activités pharmacologiques trés importantes
a savoir I’activité anti-inflammatoire (Tapondjou et al., 2008), anticancéreuse
(Saleem etal., 2010) et antifongique (Coleman et al., 2010).

11.2.7. Saponines des échinodermes

Dans I’embranchement des échinodermes qui referment cing classes (les Crinoides,
les Echinides, les Astérides, les Ophiurides et les Holothurides) seuls les
"concombres de mer" et les "étoiles de mer" contiennent systématiquement des
saponines (Prokof’eva et al., 2003).

De nombreuses recherches ont été effectuées sur les saponines des holothuries et
d’astéries. Matsuno et Ishida (1969); Yasumoto et al. (1966) ont fait état de la
distribution des saponines dans les différentes parties du corps des holothuries. Selon
ces auteurs les saponines sont présentes dans la totalité de I’holothurie a savoir les
organes digestifs, les muscles rétracteurs longitudinaux, I’épiderme, les vaisseaux
hémaux intestinaux, les organes génitaux et les tubes de Cuviers. Les "étoiles de
mer" ont des saponines plus particuliérement dans I'estomac, les podia, les gonades,
les caeca pyloriques et le tégument (Mackie et al., 1977; Garneau et al., 1989;
Demeyer et al., 2014) .

Chez les échinodermes deux classes des saponines ont été isolées, celles des
holothuries sont des glycosides de triterpéne (Van Dyck et al., 2009), et celles
des asteries sont des glycosides de stérol (D'Auria et al., 1993; Maier, 2008).

La partie glycone des saponines des holothuries et des astéries présente un ensemble
des disparités numériques, de compositions et d’enchainements, ce qui explique la
grande diversité des congéneres de ces molécules (Maier, 2008).

Les differences structurelles entre les saponines des holothuries et des astéries sont
synthétisées dans le tableau 3.
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Tableau 3: Différences structurelles entre les saponines des astéries et des holothuries.

Différences

Nombre de saccharide

Composition de glycone

Composition d’Aglycone

Biosynthése d’aglycone

Nombre de sulfate

Position de substitution de
sulfate

Etoile de mer

Holothurie

bibliographies

Un a six saccharides.

Le glucose, le quinovose, le
fructose, le xylose.

Aglycone de type stéroidique.

Le squaléne se cyclise en
lanosterol.

Lanosterol précurseur des
saponines steroidiques.

Un sulfate.

Sulfaté sur le carbone 3 (C3) de
la parie stéroidique et jamais
sur I’oligosaccharide.

Deux a six saccharides
Diglycosides a héxaglycosides.

Le quinovose, le xylose, le 3-O-
methylglucose et le 3-Omethylxylose.

Aglycone de type terpénoide.

Le squaléne se cyclise en parkéol.

Le parkéole se réarrange en I’holostanol.

L holostanol précurseur des saponines
triterpenoidiques.

Un ou plusieurs (deux ou trois), voir
aucun.

Sulfaté sur I’oligosaccharide.

D'Auria et al. (1993).
De Marino et al. (1998).

Maier (2008).

Hostettmann et Martson
(1995).

Kerr et al. (1995).
Maier (2008).

Van Dyck et al. (2009).

Hostettmann et Martson
(1995).
Maier (2008).

Kornprobst et al. (1998).

Maier (2008).

Kornprobst et al. (1998).

Maier (2008).
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11.2.7.1. Saponines des holothuries

Les saponines interviennent comme métabolites secondaires de défense chez les
holothuries. Van Dyck et al. (2009; 2010; 2011) ont demontré I’existence de
nombreux isomeéres de saponines qui ont un role défensif pour I’espece Holothuria
forskali. L’expression de ces isomeres differe selon I’état de stresse, I’hypothese est
que certaines saponines sont plus exprimées que d’autres lors du stress de I’animal
(Van Dyck et al., 2009; 2010; 2011). Les saponines des holothuries sont en quantité
plus importante dans les tubes de Cuvier que dans le téegument ou les autres organes
(Van Dyck et al., 2009). Ces molecules interviennent dans I’anti-prédation envers les
poissons, compte tenu de «mauvais gout» qui donne au tube de Cuvier expulsé a
I’extérieur en cas d’agression sous forme des filaments blanchatres (Van Dyck et al.,
2009; 2010; 2011).

Plusieurs études ont mis en évidence la participation des saponines dans la
communication chimique, ou elles agissent comme signal chimique (kairomone)
dans la reconnaissance héte-symbiote. Selon Caulier (2009) le crabe Lissocarcinus
orbicularis est capable de reconnaitre spécifiquement I’holothurie héte grace a la
reconnaissance de ses saponines.

Les saponines participent dans la régulation de la reproduction chez les holothuries.
Les saponines semblent agir sur la synchronisation du processus de maturation des
ovocytes en empéchant I’accumulation de Ca®*, ce qui inhibe la maturation
spontanée dans cette période (Stonik et al., 1999).

11.2.7.2. Saponines des asteries

Trois catégories de saponines ont été identifiees chez les "étoiles de mer", les
glycosides de polyhydroxysteroides, les asterosaponins et les saponines
macrocycliques (D’Auria et al., 1993; Maier, 2008). Les glycosides de
polydroxystéroides et les astérosaponines sont les deux types les plus répondus
chez les "étoiles de mer" tandis que les saponines macrocycliques sont présentes
chez le genre Echinaster (Kornprobst et al ., 1998; Maier et al., 2008). Ce qui fait
la différence entre les trios catégories c’est I’enchainement de la partie glycone,
I’enchainement de I’aglycone et la substitution par le groupement(s) sulfate (s)
(D’Auria et al., 1993; Kornprost et al., 1998; Maier, 2008).

Selon D’Auria et al. (1993); Kornprobst (2005); Maier (2008) les glycosides de
polyhydroxysteroides se caractérisent par une variabilité structurelle due a:

e La présence de nombreuses fonctions hydroxyles (Fig. 26);
e La présence de sulfate (s);

e Laprésence d’une instauration sur le stéroide;

e La composition de la partie aglycone;

e La composition de la partie oligosaccharide.
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Figure 26: Substitution des fonctions hydroxyle sur I’aglycone.
(D’apres D’Auria et al., 1993).

Les astérosaponines sont des pentaglycosides ou hexaglycosides stéroidiques
sulfatés, de haut poids moléculaire 1500 da (Dalton). Leur diversité structurelle est
moindre par rapport aux polyhydroxysteroides car le sulfate se substitue toujours en
C3 de I"aglycone, et la position des fonctions hydroxyle et de double liaison A*** ne
change pas (Maier, 2008).

Les saponines macrocycliques ont une structure différente des deux premieres
catégories. Elles présentent chez le genre Echinaster (D’Auria et al., 1993;
Kornprobst , 2005; Maier, 2008). Leur partie glycone est caractérisée par la présence
de trois saccharides formant un cycle entre le C3 et le C de I’aglycone d’ou le nom
saponine macrocyclique (D’Auria et al., 1993; Kornprobst, 2005; Maier, 2008).

Les différences structurelles entre les trois catégories des saponines sont reportées
dans le tableau 4.
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Tableau 4: Différences structurelles des saponines des astéries.

Différence

Nombre de saccharide

Composition

La liaison avec la partie
aglycone

Composition de I’aglycone
Présence de la fonction
hydroxyle

Position de la fonction
hydroxyle

Nombre de sulfate

Position de substitution de
sulfate

Glycosides de
polyhydroxysteroides

Astérosaponines

Macrocycliques

Bibliographies

Deux a trois saccharides.

B-D-xylopyranose méthylé
en position 2 ou 4.
B-L-arabinofuranose.
Xylofuranose.
Galactofuranose.
Fucofuranose.
Arabinopyranose.

Lié en C5 ou Cy,.
Aglycone polyhydroxyle
stéroidique.

Présente.

En C; toujours présente.
Observés aussi en Cg, Cg,
C15, C24.

Observée rarement en Cy,
CS, C7, C16.

Un ou aucun.

C3, C24-

Cing a six saccharides.

B-D-fucopyranose.
B-D-quinovopyranose.
B-D-xylopyranose.
f3-D-galactopyranose.
B-D-glucopyranose.
D-6-deoxy-xylo-hex-4-
ulose (DXHU).
a-L-arabinopyranose.
Lié en Cj.

Aglycone stéroidique
A-3B,60-
dihydroxysteroides
Présente.

EnCyet Cys.

Un groupe.

Cs.

Trois saccharides formant un
cycle entre le C; et Cg,

B-D-glucopyranose.
fB-D-galactopyranose.
Présence d’une fonction
acide glucuronique sur
I’oligosaccharide.

Entre C; et Cs.
A7,8-3B,6B-
dihydroxysteroide.

Présente.

/
Fonction sulfate
Absente.

Kornprobst (2005).

Minale et al. (1978; 1979; 1982).
Riccio et al. (1981).

Maier (2008).

D’Auria et al. (1993).
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11.2.7.2.1. Propriétés biologiques et pharmacologiques des saponines des astéries

Les saponines des "étoiles de mer " présentent des propriétés biologiques trés
importantes a savoir I’intervention dans la communication chimique et la
reproduction.

Plusieurs études ont mis en évidence la participation des saponines comme
kairomone dans les relations prédateur-proie. En effet, les saponines de I’épiderme
de certaines astéries (Leptasterias polaris, Marthasterias glacialis et Asterias rubens)
sont chimiodétectées par les coquilles St-Jacques (Pecten maximus) (Thomas et
Gruffydd, 1971), les oursins (Sphaerechinus granularis) (Ghyoot, 1991) et les
mollusques (Buccinum undatum) (Makie et al., 1968; Harvey et al., 1978 ). La
détection des saponines par ces espéces provoque des réactions de fuite qui
deviennent d’autant plus importantes avec I’augmentation de la concentration des
saponines dans I’eau de mer (Thomas et Gruffydd, 1971).

Plusieurs chercheurs ont démontré que la quantité des saponines dans les gonades
des "eétoiles de mer" présente de forte variation saisonniere, ce qui hypothétise
I’intervention de ces molécules dans la reproduction des "étoiles de mer" (Ikegami et
al., 1972 a; b; Gilgan et al., 1976; Mackie et al., 1977; Voogt et Huiskanps, 1979;
Naruse et al., 2010).

Les autres propriétés fonctionnelles des saponines des "étoiles de mer™ a savoir les
propriétés biologiques et pharmacologiques sont résumees dans le tableau 5.

Il est trés important de noter que les étoiles de mer et les holothuries sont immunisées
contre leurs saponines, car leurs stérols membranaires comprennent une double
liaison en C7, contrairement aux stérols des membranes cellulaires et fongiques qui
ont une double liaison en Cs (Maier, 2008).
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Tableau 5: Propriétés fonctionnelles des saponines des astéries.

Propriétés

Bibliographies

Propriétés biologiques

Propriétés
pharmaceutiques

Role dans la digestion.
Role dans la reproduction.
Réle dans la signalisation
chimique et communication
chimique interspécifique.
Activité répulsive montrée
par d’autres organismes
marins.

Activité cytotoxique.
Anomalies dans le
développement précoce des
larves des oursins.
Activité ichthyotoxique.
Activité antinéoplasique.
Activité antivirale.
Activité antifongique.
Blocus phrénique de nerf
diaphragme du rat.
Activité anti-
inflammatoire.

Activité hémolytique.

Activité antibactérienne.
Activité antifongique.

Garneau et al. (1989).
Kisha et al (2001).
Mackie et al. (1977).
Naruse et al. (2010).
Makie et al. (1968).
Harvey et al. (1987).

Thomas et Gruffydd
(1971).
Harvey et al. (1987).

Nigrelli et al. (1967).

Mackie et al. (1977).
Nigrelli et al. (1967).
Andersson et al. (1989).
Nigrelli et al. (1967).

Friess (1972).

Mackie et al. (1977).

Mackie et al. (1975;1977).
Voogt et huishkamp
(1979).

Voogt et Rheenen (1982).
Voogt et Groot (1983).
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1.2.7.2.2. Saponines d’Echinaster sepositus

Les saponines d’Echinaster sepositus au méme titre que les saponines des especes
du genre Echinaster font partie de la catégorie des saponines macrocycliques
(D’Auria et al., 1993; Kornprobst, 2005; Maier, 2008). Le glucoside stéroidien major
d’Echinaster sepositus est nommé Sepositoside A: 33-HYDROXY-5,-
CHOLESTA 8,14-DIEN-23-ONE (Minale et al., 1978). Il présente 80% du
mélange total de saponine avec un poids moléculaire de I’ordre de 899,02 da
(Dalton) (De Simone et al., 1979) (Fig. 27).

X

H
<* o 0" l Aglycone
O*H?
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Acide glucuronique B-D- galactopyranose B-D- glucopyranose

\ )
|

Glycone

Figure 27: Sepositoside A, saponine d’Echinaster sepositus.
(D’aprés Minale et al., 1982 [Modifier]).

Selon Minale et al. (1978; 1979; 1982); De Simone et al. (1979) les caracteéristiques
structurelles les plus remarquables de la sepositoside A sont:

e La présence de trois saccharides, dans la partie glycone, qui forment un cycle
entre le C3 et le Cg de I’aglycone;

e L’absence de la fonction sulfate;

e Laprésence d’un acide glucuronique sur I’oligosaccharide lié au Cg;

e Laprésence d’un aglycone du typeA”®-3pB,6p-dihydroxysteroide.
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Chez Echinaster sepositus la saponine majeure Sepositoside A est accompagnée par
trois saponines mineures (Minale et al., 1979; De simone et al, 1979) (Fig. 28). Ces
saponines sont caractérisées par:

e La spécificité de Sepositoside A (Les trois saccharides de la partie glycone
forment un cycle entre le C3 et le Cg de I’aglycone);

e La présence de la fonction époxyde sur le C,; et C,3 de I’aglycone (aglycone
22, 23-epoxystéroide).

A: Composé le plus polaire

27-nor-24&-methyl-22(R)-chloro-5a-cholesta-8, 14-diene-33,23(S)-diol

Figure 28: Glycone des saponines mineures d’Echinaster sepositus.

(D’aprés Minale et al., 1982 [Modifier]).
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I. Matériel biologique
I.1. L’""étoile de mer™ Echinaster sepositus

L "étoile de mer" étudiée dans ce mémoire est Echinaster sepositus (étoile de mer
rouge), car elle est commune dans les petits fonds en méditerranée. Du point de vue
biotope, elle vit de 0 a 40 m de profondeur sur les roches, dans les bancs de moules,
et dans I’herbier de posidonie (Grimas et al., 2004; Augier, 2010).

Sur les cotes algériennes Echinaster sepositus est inventoriée par plusieurs auteurs
(Koehler, 1969; Grimas et al., 2004; Grimas et al., 2010; Boumediene et Bouras,
2014). Elle fait partie de la biocénose de I’horizon moyen (5-13 m) (Boumediene
Bouras, 2014) et elle est rencontrée sur des fonds hétérogénes des étages
médiolittoral et infralittoral, notamment dans I’herbier a posidonie.

Echinaster sepositus a été identifiée par Retzius, 1783, elle appartient & I’ordre des
Spinulosida. Et tous les individus de cet ordre sont caractérisés par de petits piquants
a disposition irréguliere, des tubes ambulacraires brisés qui se termine chacun par
une ventouse, des plaques marginales peu développées, squelette tres délicat a
décrire, et I’absence totale des pédicellaires (Clark et Mah, 2001). Cependant cette
espece qui posséde une coloration rouge (rouge brique ou rouge orangé) et de longs
bras peut étre confondue par les non systématiciens avec d’autres especes possédant
eux aussi des colorations voisines, et de longs bras.

Echinaster sepositus ressemble aux deux autres "étoiles de mer" rouges visibles en
méditerranée: Ophidiaster ophidianus et Hacelia attenuata (appartiennent a I’ordre
des Valvatida), et ressemble aussi a une autre astérie possédant des colorations et des
formes de bras assez variables a savoir Asterias rubens (qui appartient a I’ordre des
Forcipulatidé) tres repandue au Nord-Est de I’océan Atlantique (Koehler, 1969).

La figure 29 montre ces quatre especes.

Afin de déceler les hétérogénéités morphologiques qui facilitent I’identification
d’Echinaster sepositus une eétude synthétigue d’un ensemble des donnés,
particulierement les données morphologiques des quatre espéces, qui s’est avérée
importante.

L’ensemble de ces données sont présentées dans le tableau 6.



http://doris.ffessm.fr/fiche2.asp?fiche_numero=670
http://doris.ffessm.fr/fiche2.asp?fiche_numero=546

Matériels et méthodes

Asterias rubens Hacelia attenuata

Figure 29: Les étoiles de mer rouge.

(Source des photos: http://doris.ffessm.fr/; http://www.planete-homeo.org/asterias-rubens-angor).
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Tableau 6: Caractéristiques des "étoiles de mer", Echinaster sepositus, Ophidiaster ophidianus, Hacelia attenuata et Asterias rubens.

Caractéristiques

Espeéces

Bibliographies

Echinaster sepositus
Retzius, 1783

Ophidiaster ophidianus
Lamark, 1846

Hacelia attenuata
John Edward Gray, 1840

Asterias rubens
Linnaeus, 1758

Classification

Ordre Spinulosida Valvatida Valvatida Forcipolatida
Perrier, 1884 Perrier, 1884 Perrier, 1884 Perrier, 1884

Famille Echinasteridae Ophidiasteridae Ophidiasteridae Asteriidae
Verrill, 1870 Verrill, 1870 Verrill, 1870 Gray, 1840

Genre Echinaster Ophidiaster Hacelia Asterias
Miiller & Troschel, 1840 | L. Agassiz, 1836 Gray, 1840 Linnaeus, 1758

Distribution Méditerranée (Algérie), | Méditerranée (Algérie), Méditerranée (Algérie), Nord- Est de

Géographique Atlantique Est Atlantique Est Nord de I’atlantique I’atlantique

Profondeur De0a40m De5a30m De 50 a 150 m De 0a200 m
signalée a 250 m Rarement a 100 m

Morphologie

externe

La couleur Pour les quatre espéces la face orale est un peu plus claire que la face aborale

Rouge intense:
Rouge brique, rouge
orangeé plus ou moins
foncée

Rouge carmin tres vif ou
rouge orangé

Rouge écarlate (grands
individus)

Rouge jaunatre petits
individus)

Orange, blanc jaunatre,
jaune grisatre, Rouge
vif, rouge grisatre,
violet foncé et tous les
intermédiaires entre ces
colorations

Longueur de
I’espece

7 & 10 cm, atteindre 15
a20cm

18 a4 20 cm, atteindre 25
cm

547 cm, atteindre 20 cm

12 a 15 cm, dépasse 20
cm

disque central

Petit

Petit

Un peu gros
gu’Ophidiaster ophidianus

Variable (petit ou
grand)

Boell (1955).

Boumediane et
Bouras (2014).

Harmelin et
Ruitton (2010).

Koehler (1969).
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Tableau 6 (suite): Caractéristiques des "étoiles de mer", Echinaster sepositus, Ophidiaster ophidianus, Hacelia attenuata et Asterias rubens.

Espeéces Bibliographies
Caractéristiques Echinaster sepositus | Ophidiaster ophidianus | Hacelia attenuata Asterias rubens

Radius Nombre 6av7 5a6 5a6 4a9

Longueur (R)cm | 6a15 Plus de 5 Plus de 5 Variable Koehler (1969).

Forme Aplatie Cylindrique Elargie Large et courte

Mince et allongé

Forme Obtuse Arrondie Pointue -

d’extrémité Boell (1955).
Rapport R/r 6al5 8a10 5a6 Variable
Face dorsale
Piquants Nombre par - 8 - -

plaque

Forme Petite et courte Arrondie et percée Arrondie et percée Cylindrique

Hyman (1955).

Longueur 1.5cm - - -

Forme Obtuse - - Arrondie,

d’extrémité spinuleuse

Renflée, capitée
Disposition Irréguliere Réguliere (en rangée Réguliere (en rangee | Irréguliére
longitudinale) longitudinale)

Les aires Absentes Présentes Présentes Absentes

poriferes

intercalaires

Les pédicellaires | Absents Présents Présents Présents

R/r: Rapport entre la longueur des bras (R) et le diametre du disque central (r).
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Tableau 6 (suite): Caractéristiques des "étoiles de mer", Echinaster sepositus, Ophidiaster ophidianus, Hacelia attenuata et Asterias rubens.

Caractéristiques

Espeéces

Bibliographies

Echinaster sepositus

Ophidiaster ophidianus

Hacelia attenuata

Asterias rubens

Plaques Nombre de - - - la2
cardinales Piguants
Dorsales Nombre - 2 rangées carénales 2 rangées carénales | 1 rangée cardinale
1 rangée et 1 rangée latérale
latéro-dorsale latéro-dorsale 1 rangée cardinale
médiane
Forme des Grande - - -
Plague marginale | piquants
dorsale Nombres des - 2 2 1
piquants
Face orale
Piquants Forme Petite et courte Arrondie et percée Arrondie et percée | Cylindrique
Disposition Irréguliere 2 rangées latéro-ventrales. | 3 rangées latéro- Irréguliere
ventrales
Les aires Absentes Présentes Présentes Absentes
poriféres 1 rangée 2 rangees
intercalaires
Les Absents Présents Présents Présents
pédicellaires
Plaques
Plaques Forme des Grande - - Petite
marginales piquants
ventrales
Plaques Nombre des 3 - - la2
Adambulacraire | piguants
Disposition Irréguliére Réguliere Réguliere Irréguliére
2 rangees 2 rangees

Koehler (1969).

Boell (1955).

Hyman (1955).
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Le tableau ci-dessus qui synthétise I’ensemble des différences entre Echinaster
sepositus, Ophidiaster ophidianus, Hacelia attenuata et Asterias rubens permet de
déduire les caractéres d’identification d’Echinaster sepositus.

I.1.1. Caractéres permettant I’identification d’Echinaster sepositus
Les caracteres permettant I’identification d’Echinaster sepositus sont:
a) La forme des radius

Echinaster sepositus, Ophidiaster ophidianus, Hacelia attenuata et Asterias rubens
présentent tous des bras longs, et les différences se manifestent surtout au niveau de
I’extrémité des bras. Les bras d’Echinaster sepositus mincissent progressivement
jusqu’a I’extrémité qui devient obtuse. Cependant I’extrémité des bras est arrondie
chez Ophidiaster ophidianus et pointue chez Hacelia attenuata. Les bras d’Asterias
rubens ne présentent pas ces caractéristiques et sont ordinaires par rapport aux autres.

b) La disposition et la forme des piquants

Les piquants d’Echinaster sepositus au méme titre que ceux d’Asterias rubens
présentent des dispositions irréguliéres, contrairement a ceux d’Ophidiaster
ophidianus et de Hacelia attenuata qui sont disposees réguliérement en rangées
longitudinales et définissent des aires poriféres intercalaires (Tab. 6).

Entre Echinaster sepositus et Asterias rubens les piquants different les unes des
autres, (i) par leurs forme, courte et petite qui ne dépasse pas 1.5 mm avec une
extrémité obtuse chez Echinaster sepositus, et tant6t cylindrique avec des pointes
arrondies, et tantot renflé et capité chez Asterias rubens, (ii) par la présence des
pédicellaires, Asterias rubens porte de nombreux pédicellaires droits, (aussi bien sur
la face ventrale que dorsale), Echinaster sepositus est caractérisée par I’absence des
pédicellaires, (iii) par le rapprochement des piquants, les piquants d’Echinaster
sepositus sont tres rapprochés et ne sont pas reunis par groupe, mais ils suivent les
contours de réseau squelettique, ceux d’Asterias rubens ne sont pas rapprochés et
forment des intervalles nus, le premier est entre la plaque marginale dorsale et la
plaque marginale ventrale, et le deuxiéme est entre la plaque marginale dorsale et la
plague adambulacraire.

¢) Plaques dermiques

Chez Echinaster sepositus les plaques dorsales (carénales et marginales) sont
difficiles a distinguer, cependant chez Asterias rubens elles forment des rangees
longitudinales bien apparentes. Et on distingue la plaque carénale médiane de la
plaque carénale latérale par une disposition peu sinueuse des piquants.
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Chez d’Ophidiaster ophidianus et Hacelia attenuata les piquants dorsales sont aussi
disposés en rangées, deux rangées carénales et une latéro-dorsale définissent la
plaque carénale dorsale, et deux autres rangées definissent la plaque marginale
dorsale.

La plaque adambulacraire Chez Echinaster sepositus est formée de trois piquants.
Cependant, chez Asterias rubens est peu irréguliére et elle est formée de deux
piquants par plaque parfois un piquant, avec des alternances irréguliéres. Et chez
Ophidiaster ophidianus et Hacelia attenuata les plaques adambulacraires sont
formées de deux rangées de piquants.
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Il. Zoned’étude

11.1. Caractéristiques de la méditerranée

La Méditerranée est une mer intercontinentale, située entre I’Afrique, I’Europe et
I’Asie, et s'étend sur une superficie d'environ 2.5 millions de kilomeétres carrés. Elle
communique avec I’océan atlantique, de I’Ouest, par le détroit de Gibraltar (largeur
14 km, et profondeur estimée a moins de 286 m); avec la mer noir, de I’Est, par les
détroits du Dardanelles (moins de 200m de profondeur) et du Bosphore (moins de 50
m de profondeur) et avec la mer Rouge par le canal de Suez.

Elle s’étend sur 4000 km d’Est en Ouest, et sur 800 Km de Nord au Sud entre le Golf
de Génes et la Tunisie, et seulement surl38 Km entre la Sicile et la Tunisie. Elle se
présente comme un ensemble de deux bassins orientale et occidentale séparés par le
détroit de la Sicile.

La méditerranée est une mer relativement profonde (la profondeur moyenne est
estimée a 1500 m). La profondeur maximale de la méditerranée atteint 5121 en mer
lonienne au creux de la fosse de Matapan (Grece). Son plateau continental est
relativement réduit n’excédant pas les 200 m de profondeur.

La méditerranée est influencée par un climat tempéré au Nord (les cOtes
européennes) et par un climat aride au Sud et a I’Est (les cotes Africaines et Moyen-
Orientales). L’aridité de climat se conjugue avec I’effet des vents pour générer une
évaporation intense qui crée sur le bassin un déficit en eau. En effet le bilan
d’évaporation positif fait de cette mer semi-fermée un bassin de concentration
(Millot et Taupier, 2005).

11.1.1. Circulation oceéanique générale et les principales masses d’eau dans le
bassin méditerranéen

La mer Méditerranée est connue par son déficit hydrique, lié a un phénomene
d’évaporation non compensé par les précipitations et les apports fluviaux. Ce déficit
hydrique est de I’ordre de 0.7 m/an (Millot et Taupier, 2005) il est compensé par un
flux d’eau Atlantique (31600 Km®/ans) entrant par le détroit de Gibraltar. Cette eau
ayant une salinité de 36.15 PSU recouvre pratiquement toute la mer d’Alboran. A ce
niveau, les caractéristiques initiales de I’eau Atlantique se modifient. Celle-ci se
transforme en une eau plus dense et d’une salinité plus élevée (eau méditerranéenne)
dénommée Eau Modifiée d’origine Atlantique (MAW: Modified Atlantic Water). A
la sortie de cette mer, la circulation est pratiguement permanente, dirigée d’abord
vers les cOtes espagnoles (2°Ouest), puis change de direction vers les cotes
algériennes pour les longer d’Ouest vers I’Est en prenant la dénomination de
"courant algérien™ (Millot et Taupier, 2005).

Ce courant suit les cotes Est Algériennes jusqu’au détroit de Sicile. A ce niveau il
remonte vers le Nord-Ouest en suivant la cote Nord de la Sicile et les cotes
Italiennes, puis il prend deux directions différentes, vers I’Ouest dans le golfe de
Génes et sur les coOtes de Provence, vers le Sud Ouest dans les cotes d’Espagne ce qui
forme dans le bassin occidental un circuit en sens inverse des aiguilles d’une montre
(Pinardi et Masetti, 2000).

Entre la Tunisie et la Sicile le courant se dirige vers I’Est le long des cotes de la
Libye et I’Egypte, au Port-Said (Nord-Est de I’Egypte) il remonte vers le Nord et le
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Nord-Ouest le long des cbtes Palestinienne et syrienne. Au niveau des cotes de I’Asie
mineure (Anatolie) il se dirige vers I’Ouest (Pinardi et Masetti, 2000).

En mer Egée il remonte vers le Nord puis vers le Sud sous I’effet des courants
Dardanelles trés puissants qui s’écoulent de la mer Noir. De ce fait, le courant est
dirigé vers le Sud au niveau des cotes Grecques. Au cap Matapan une branche de
courant se dirige a I’Ouest et remonte la mer lonienne, et I’autre branche se dirige
vers le sud le long des cotes Sud de la Sicile en fermant ainsi le circuit oriental
(Conan et Millot, 1995).

Selon Conan et Millot (1995); Millot et Taupier (2005) les principales masses d’eau
de la Méditerranée sont (Fig. 30):

¢ MAW (Modified Atlantic Water): Eau Modifiée d’origine Atlantique, elle
constitue I’essentiel du courant algérien qui est défini comme une veine de 30
a 40 Km de largeur et de 150 a 200 m d'épaisseur. C’est de I’eau océanique
qui est modifiée dans la mer d’Alboran, par interaction avec I'atmospheére et
le mélange avec les eaux méditerranéennes. Elle est caractérisée par des
températures variables en surface (15 a 23°C), et des salinités variant de 36.5
a 38 PSU (Millot et Taupier, 2005). Ce courant circule d’Ouest en Est avec
des vitesses maximales de I'ordre 80-100 cm/s. Et Il génére des upwellings
cotiers plus ou moins intenses prés des cotes (Millot et Taupier, 2005).

e WIW (Winter Intermediate Water): Eau Hivernale Intermédiaire, formée
dans le plateau continental du golfe du Lion et dans la mer Ligure lors de
convections hivernales. Elle se situe entre 150 et 250 m, avec un minimum
relatif de température (de 12.65 a 13.20°C) et une salinité d'environ 38.3 PSU
(Chouiki et al., 1993; Benzohra et Millot, 1995). Ce courant forme une veine
d’eau entre la MAW et la LIW (Levantine Intermediate Water: Eau
Intermédiaire Levantine) qui se retrouve dans le bassin algérien (Benzohra et
Millot, 1995a; b).

e LIW (Levantine Intermediate Water): Eau Intermédiaire Levantine, pénetre
dans le bassin occidental par la mer Tyrrhénienne, au détroit de Sicile et
contribue aux flux sortant du bassin oriental. Elle circule sous les eaux
atlantiques modifiées de surface entre -250 a -300 m et entre -500 et -600 m.
Elle est reconnaissable par des maxima relatifs de température potentielle de
13.2 a 14°C.

e DW (Winter Mediterranean Deep Water): Eau Méditerranéenne Profonde,
se forme au cours d'hivers rigoureux par le mélange de LIW et MAW.,
L’eau Méditerranéenne Profonde plonge dans la zone centrale du golfe du
Lion pour tapisser le fond du bassin occidental. Elle est située sous LIW et
identifiable vers 600-700 m par des faibles températures variant de 12.75 a
12.90°C et une salinité qui varie entre 38.42 et 38.47 PSU.

e BW (Bottom Water): Eau de Fond, ayant une épaisseur de quelques
centaines de metres. Episodiquement, elle se situe prés du fond. Elle est
relativement plus chaude et plus salée que I’eau profonde.
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WIW: Eau Hivernale Intermédiaire.

CIW: Eau de Crétoise Intermédiaire.

LIW: Eau Levantine Intermédiaire.

TDW: Eau Dense Tyrrhénienne.

WMDW: Eau Profonde du bassin Ouest Méditerranéen.
EMDW: Eau profonde du bassin Est Méditerranéen.

Ocean Data View

Figure 30: Circulation globale en Méditerranée (Daprés Millot, 1999%).
11.2. Caractéristiques de la zone d’étude
11.2.1. Baie d’Alger

La marge Algérienne est située au Sud de bassin méditerranéen Nord-Occidental.
Elle est de direction Sud Ouest—Nord Est (SO-NE), et s’étend de Marsat Ben M’Hidi
a I’Ouest au Cap Roux a I’Est sur 1640 km. Elle se présente comme une succession
de baies et de golfes séparés par des régions trés escarpées (Grimas, 2010) (Fig. 31).

L’espéce d’Astérie étudiée est prélevée au niveau de la baie d’Alger. La baie
d’Alger s’inscrit dans la partie centrale de la cote algérienne (région d’Alger) qui
regroupe d’autres baies, la baie de I’El Djamila et la baie de Bou Ismail (Fig. 31).

13 Millot, 1999 in Grimass, 2010.
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11.2.1.1. Situation géographique

La baie d’Alger s’étend de cap Matifou (Bordj EI- Bahri), a I’Est, a la pointe
Pescade (Rais Hamidou), & I’Ouest, sur une superficie de 180 Km?. Elle est délimitée
au Nord par la mer Méditerranée (avec une longitude Est 03°.14°.50 a 03°.00°.40 et
une latitude nord 36°.49°.35 a 36°.49°.50) et au Sud par la plaine de la Mitidja (Fig.
32)
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Figure 32: Délimitation de la baie d’Alger.
11.2.1.2. Bathymétrie de la baie d’Alger

La baie d’Alger est caractérisée par une morphologie sous marine réguliére sans
accedent topographiques majeurs. En effet le plateau continental est trés étroit au
niveau de la pointe Pascale et le cap Matifou mais s’élargi au centre de la baie. De
pointe Pescade au cap Matifou le talus continental passe d’une fagon rectiligne.

Ce talus continental ne dépasse pas I’isobathe 120 m (Caulet, 1972; Leclaire, 1972).
Les isobathes sont réguliéres et paralléles a la c6te, et la distance qui sépare deux
isobathes est d’environ 6 milles descendante en pente douce et uniforme de 0 a -100
m. L’isobathe 50 m est a 4.1 Km de la c6te, celui de 100 m est a 7.6 Km, quant a
celui 1000 m il ne se trouve qu’a 12.1 Km de la cbte (Coulet, 1972; Leclaire, 1972)
(Fig. 33).
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Figure 33: Carte bath;fmétrique de la baie d’Alger (D’aprés Leclaire, 1972).

11.2.1.3. Sédimentologie

Selon Maouche (1987), la repartition générale des sédiments en fond de la baie
d’Alger est fonction de la bathymétrie, et montre trois principaux faciés qui se
succedent de la cote vers le large (Fig. 34) :

Facies sableux

Les facies sableux sont caractérisés par la présence des sables fins d’origine
terrigéne dans les petits fonds, des sables moyens dans la bordure Ouest, ou
ils forment des bandes étroites paralleles au rivage, des sables grossiers dans
la bordure Est ou ils sont mélangés aux faciés pélitiques.

Ces fasciés se limitent a la bordure littorale, ils sont entre -10 m et -35 m de
profondeur au niveau des émissaires et en prolongement des caps, ou ils
s'étendent a des profondeurs plus importantes, au centre de la baie;

Faciés carbonates

Les faciés carbonatés caractérisés par des graviers organogenes et des
formations grossieres carbonatées (coquilles entieres, fragments des Bivalves
et des Gastéropodes), localisés dans des zones trop réduites du plateau
continental qui font suite aux bordures rocheuses Ouest (jusqu’a -35 et -50 m)
et Est de la baie, ainsi qu’aux hauts fonds rocheux de secteur Est de la baie
(au droit du cap Matifou).
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La fraction carbonatée représente 30 a 35 % du sédiment total dans la bordure
Ouest (Pointe Pascade), elle peut étre supérieure a 35 % dans la bordure Est
et dans le haut fond du Matifou. Elle constitue plus de 50 % des sédiments de
la baie d’Alger.

e Facies pélitiques
En baie d’Alger, on observe un envasement central avec 75 a 95 % des
fractions pélitiques. En effet, les vases pures sont localisées dans la partie
centrale et septentrionale de la baie, tétmoignagent d'un envasement important
de ce secteur. Les vases sableuses et les sables envases constituent 70 % des
dépdts superficiels de la baie d’Alger, et assurant le passage progressif des
sables fins infralittoraux aux vases pures.
La fraction pelitique apparait a partir de -10 m de profondeur ou elle
représente 10 %, son pourcentage augmente pour atteindre plus de 50 % dés
-25 m (-35m au droit des oueds), a -30 m (-50 m au droit des oueds) cette
fraction représente 75 % et plus souvent 95 % (Bachari et al., 2004).
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Figure 34: Carte sédimentaire de la baie d’Alger (Maouche, 1987).

11.2.1.4. Réseau hydrographique

Oued EIl Harrach et oued Hamiz sont les deux cours d’eau qui alimentent la baie
d’Alger. lls prennent leurs sources d’eau dans I'atlas Blidéen et traversent la plaine
de Mitidja avant de déboucher en mer. Le régime hydrographique de ces oueds est
tres irrégulier. 1ls sont caractérisés par un long étiage de six mois et des crues d’hiver
et de printemps soudaines et fortes (LEM, 1998).

e Qued El Harrach

Il englobe les oueds Djemaa, Smar a I’Est et Terro a I’Ouest. Son bassin versant
couvre une superficie de 970 km? 1l coule du Sud vers le Nord pendant la majeure
partie de I’année et se déverse au centre de la baie d’Alger.

Cet oued prend I’aspect d’un égout a ciel ouvert a son arrivée dans la mer (Bachari et
al., 2004).
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e QOued El Hamiz

Les principaux effluents de ce cours d’eau sont oued Segia et oued Barek. Son
bassin versant a une superficie de 160 km? et son débit est irrégulier
pratiquement nul en été, et relativement important ou moment des pluies. Il se
déverse a I’Est de la baie prés du cap Matifou.

11.2.1.5. Facteur météorologique

e Lesvents

Le régime des vents et leur vitesse dans la baie d'Alger ont été étudiés par plusieurs
chercheurs Leclaire (1972); Caulet (1972); Maouche (1987). Selon Maouche (1987)
le régime et la vitesse des vents dans la baie d’Alger sont caractérisés par un régime
saisonnier:
» En éteé, les vents de secteur Nord-Est (NE) sont les plus fréquents, leur vitesse
se répartisse entre 1 et 30 nceuds;
» En hiver, les vents dominants sont de secteurs Ouest-Sud Ouest (O-SO), leur
vitesse est de 6 & 10 nceuds.
» En automne, les vents de secteurs Sud- Sud Est (S-SE) sont observés, Ces
vents sont moins fréquents en hiver, leur vitesse est de 6 & 10 nceuds.

Ces vents agissent sur la circulation des eaux superficielles, le transport et la
dispersion des apports terrigénes fins et des éléments polluants (Maouche, 1987).

e Latempérature

Selon le Laboratoire d’étude Maritime LEM (2012), la baie d’Alger se distingue par
deux périodes dans le cycle saisonnier annuel:
» La premiere période est chaude, s’étale de mai a octobre avec un maximum
de température enregistrée en mois d’aout (39.2°C);
» La deuxieme période est relativement froide, couvre les autres mois de
I’année avec un minimum de température enregistrée en mois de février.

e Lapluviométrie

Dans la baie d’Alger, selon les moyennes mensuelles des pluies enregistrées par le
Laboratoire d’étude Maritime (LEM, 2012) on peut noter I’existence de deux
saisons:

» Une saison humide qui s’étale du mois de septembre au mois de mai avec
une moyenne mensuelle de précipitation 31.40 mm, cette moyenne augmente
progressivement jusqu’au mois de décembre ou elle atteint un maximum de
104.54 mm, puis elle diminue graduellement jusqu’au mois de mai avec une
moyenne mensuelle de 31.36 mm.

» Une saison seche qui s’étale du mois de juin ou mois d’aolt, avec une
moyenne mensuelle de 13.18 mm. Le mois de juillet est le plus sec avec une
moyenne mensuelle de précipitation de 1.73 mm.
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11.2.1.6. Facteurs hydrodynamiques

Les facteurs hydrodynamiques (houles et courants) sont les facteurs responsables des
mouvements des masses d’eau et de la dynamique sédimentaire des petits fonds.

11.2.1.6.1. Houles

Selon Leclaire (1972); Caulet (1972) la direction de propagation de la houle dans la
baie d’Alger est liée a celle du vent, et suit ainsi le méme régime des vents qui est un
régime saisonnier.

En hiver, les houles prédominantes sont de direction Oest- Nord Oest (O-NO) avec
une période moyenne de 8 a 9 secondes (s). Des périodes supérieures a 10 s, pouvant
atteindre 13 secondes sont relevées lors de grandes tempétes. L’amplitude moyenne
de la houle d’hiver est de 2 a 3 m.

La longueur d’onde des houles d’hivers les plus fréquentes est de 150 a 170 m avec
une célérite de 14m/s.

En été, les houles sont de direction Nord-Nord Est (N-NE) avec une période
moyenne plus faible de 6 a 7 secondes et des amplitudes élevées de 0.5a 1 m.

Dans la baie d'Alger, les houles jouent un rdle trés important dans la dynamique
sédimentaire des petits fonds, notamment dans le transport et la dispersion des
apports terrigénes fins des oueds (EI Harrach et EI Hamiz). Comme elles permettent
le transport et la dispersion des polluants issus de lI'ensemble de I'agglomération
algéroise et des villes cotieres de la baie (Bakalem, 2008).

11.2.1.6.2. Courants

La baie d’Alger au méme titre que le bassin algérien se caractérise par la présence de
deux types de courant, les courants généraux et les courants cotiers (LEM, 1998).

e Les courants généraux (Atlantiques)

Il s’agit de I’eau d'origine atlantique qui pénetre en surface dans le bassin
méditerranéen par le détroit de Gibraltar. Cette eau océanique ne se melange pas
directement aux eaux méditerranéennes, du fait de gradient de densité a Gibraltar
entre les eaux Atlantiques (chaudes et peu salées) et les eaux Méditerranéennes
(froides et tres salées). Mais elle crée des veines de courant dans la tranche
superficielle jusqu’aux environs de - 200 m (Belsher et Houlgatte, 2000). Ces veines
de courant longent les cotes Nord-africaines sous la force de Coriolis, puis elles se
divisent en plusieurs branches (Beckers et al., 1997). L’une de ces branches se
progresse vers I’Est le long des cotes algériennes et constitue le courant algérien
(Benzohra, 1993). Ce courant géneral crée dans la plupart des baies algériennes un
contre courant littoral vers I’ouest (Benzohra, 1993). En effet, a partir de 1°Ouest,
le courant algérien peut genérer, par des processus adventifs des tourbillons
cycloniques et anticycloniques qui se déplacent en augmentant de dimension. Ces
structures hydrodynamiques induisent des contres courants affectent généralement
les baies (Millot et Taupier, 2005).
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Le contre courant, dans la baie d’Alger, engendré par le courant atlantique tourne
dans le sens des aiguilles d’une montre avec une vitesse moyenne en surface de
I’ordre de 0.3 km/h. A proximité du fond la vitesse de ces courants diminue trés
rapidement et devient pratiquement négligeable (LEM, 1998).

e Lescontres courants

La houle en contacte avec les irrégularités du fond donne lieu a des rouleaux
(courants coutiéres) qui provoquent la mise en suspension des particules, ce qui
favorisent leurs déplacements. Deux types de courants qui prennent naissance de la
zone de déferlement de la houle, les courants de retour et les courants de la dérive
littorale (Fig. 35) (LEM, 1998).

Selon Millot et Taupier (2005) I’intensité et la direction de ces courants sont liées a:
- L’amplitude et I’intensité de la houle;
- Latopographie de la plage sous-marine;
- Lagranulométrie des sédiments.

> Le courant de retour

Le courant de retour correspond & une zone de flot de retour vers la mer a partir du
courant existant au lieu de déferlement de la houle. Ces courants sont responsables
de la dispersion d’une partie des sediments cOtiers vers le large. Leurs vitesses
dépendent de I’énergie de la houle et de la pente de la plage (Millot et Taupier,
2005).

» Le courant de la dérive littorale

Le courant de la dérive littoral est un courant parallele a la cote qui permet la remise
en suspension et le transit des particules sedimentaires. Elle prend naissance au
niveau de la zone de déferlement de la houle (ou I’énergie est maximale), lorsque la
houle arrive avec une incidence oblique. La vitesse de ce courant est maximale pour
un angle d’incidence de 45 % a 50 % (Millot et Taupier, 2005).

D’une fagon générale, I’hydrologie de la baie est caractéristique des eaux atlantiques
dont la circulation varie en fonction du régime des vents. Dans la région de pointe
Pescade la baie est largement ouverte et recoit les eaux océaniques qui s’écoulent a
des vitesses moyennes de trois nceuds avec un maximum en décembre et un
minimum en juillet et aolt (Millot et Taupier, 2005).
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Figure 35: Bilan des courants de dérive littoral et dynamique sédimentaire
dans la baie d’Alger (D’apres LEM, 1998).

11.2.1.7. Origine des masses d’eau de la baie d’Alger

Boulahdid et al. (2003) ont conclu a partir du diagramme température-salinité que la
baie d’Alger et le siege d’un mélange de trois masses d’eau d’origines différentes:
e Une eau superficielle ayant les caractéristiques de I’eau Atlantique
Iégerement mélangée avec I’eau de la Méditerranée le long de son parcours
(Eau Modifiée d’origine Atlantique: MAW). Cette eau constitue I’essentiel
du courant Algérien (Chouikhi et al., 1993);
e Une eau qui remonte d’une profondeur de I’ordre de 100 m au centre de la

baie.
e Une eau continentale non négligeable qui adoucit en partie les eaux de la

baie.

11.2.1.8. Source de pollution

La baie d’Alger recoit les rejets urbains, industriels et portuaires de I’agglomération
algéroise. Ces rejets arrivent directement (émissaires urbains) ou indirectement (le
port d’Alger, L’oued El Harrach et d EI Hamiz) dans le milieu marin.

e Lesémissaires urbains

Une multitude d’égouts d’origine urbaine et industrielles sont drainées vers le port ou
la baie d'Alger par a un réseau d'assainissement complexe (environ soixante-dix
points de rejets) (Bakalem, 2004*) (Fig. 36). Les émissaires urbains les plus
importants sont ceux de Bab EIl Oued, Hussein Dey et Bordj El Kiffan.

1“Bakalem, 2004 in Mennad, 2008.
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e Leportd’Alger

Le plus important en Algérie par son activité commerciale. Le port d’Alger est situé
dans la partie Ouest d’Alger avec une superficie de 185 hectares (ha). Il recoit de
nombreux égouts provenant de la ville. Diverses installations industrielles y sont
implantées (huileries, centrales thermiques etc).

e | ’oued El Harrach et d El Hamiz

Ils traversent la plaine de Mitidja, lieu d’une intense activité agricole. lls drainent
vers la mer toutes les eaux usées domestiques, agricoles et industrielles des zones
qu'elles traversent.
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Figure 36: Rejets d'eaux usées dans la baie d'Alger (D’aprés Bakalem, 2004%).
11.2.1.9. Macro faune benthiques de la baie d’Alger

Les composantes biologiques des fonds algériens sont peu connues, notamment la
composante benthique et plus particulierement le macro zoobenthos (Bakalem, 2008;
Grimas, 2010).

Les travaux sur la macrofaune benthique de la baie d’Alger sont rares. En effet, les
travaux les plus anciens sont relatifs a I’étude de benthos des fonds chalutables. Les
travaux récents sont portés essentiellement sur les peuplements de substrat meuble,
cependant les peuplements de substrats durs n’ont fait I’objet que de rares travaux
(Tab. 7). La macrofaune benthique des milieux portuaires a été également étudiée
par plusieurs chercheurs, a titre d’exemple en site les travaux de Bakalem et Romano
(1985%°): Bakalem (2008); Grimas (2010).

L’essentiel des travaux qui ont porté sur la macrofaune benthique de la baie d’Alger

sont synthétises dans le tableau 7.

15 Bakalem, 2004 in Mennad, 2008.
16 Bakalem et Romano 1985 in Bakalem, 2008.
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Tableau 7: Bibliographie des travaux relatifs a la macrofaune benthique de la baie d’Alger.

Chercheurs Les travaux réalisés Bibliographies
1. Lestravaux réaliseés sur la macrofaune benthique des substrats meubles
Danois (1925) Prospecte les fonds de la baie d’Alger Bakalam (2008).
Décrit sommairement les peuplements benthiques de sédiments fins de la baie d’Alger
Spack (1931) Prospecte les fonds chalutables de la baie d’Alger

Données sur la bionomie benthique des fonds chalutables

Vaissiére et Fredj (1963)

Prospectent les fonds meubles de la baie d’Alger
Données tres fragmentés sur la bionomie benthique des fonds meubles

Petit (1972)

Prospecte les fonds de la zone de Tamentfoust (Est de la baie d’Alger)
Données tres fragmentés sur la bionomie benthique de la zone de Tamentfoust

Bakalem et Romano (1978).

Etudié la macrofaune benthique des substrats meubles

Bakalem et Romano
(1978™.

Bakalem (1979)

Etudié la macrofaune benthique des substrats meubles (- 5 a 100 m de profondeur)

Etablit la carte biosédimentaire de la baie d’Alger

Décrit sur les fonds de la baie d’Alger 5 peuplements benthiques:

le peuplement des sables fins envasés (FV); le peuplement des vases sableuses & (VS); le peuplement
des vases pures (VV);le peuplement des graviers envasés

Bakalem (1979).

Messili (2004)

Décrit la biologie, I’écologie et la dynamique de population de Venus gallina de sables infralittoraux
de la baie d’Alger

Messili (2004).

Bakalem (2008)

Etudié la Macrofaune benthique des substrats meubles (0 & 120 m de profondeur)
Cartographie des peuplements macrobenthiques
Evalué la densité ou/et la biomasse de la macrofaune benthique

Grimas (2010)

Etudie la richesse spécifique ainsi que la structure taxonomique de la macrofaune benthique des
substrats meubles des c6tes algériennes (0 a 120 m)

Grimas (2010).

2. Les travaux réalisés sur la macrofaune benthigue des substrats durs

Abada-Boudjema (1983)

Décrit Ié dynamique de deux populations de moules Mytilus galloprovincialis (Lmk.) et Perna perna
(L.) de Bordj El Kiffan (Est de la baie)

Bakalam (2008).

Boubezari (1992)

étudie des peuplements moulieres de la région d’Alger

Boubezari (1992).

Semroud (1992)

Etudie I’écosystéme a Posidonia oceanica et les échinodermes de I’herbier a Posidonia oceanica

Semroud (1992).

Soualili (2008)

Etudie les populations naturelles d’oursin comme un indicateur biologique de la pollution dans le
milieu marin

Soualili (2008).

17 Bakalem et Romano, 1978 in Bakalem, 2008.
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Sur I’ensemble de ces travaux ceux qui traitent les échinodermes, dans la baie
d’Alger sont encore plus rares. Dans la littérature, on trouve que quelques synthéses
qui portent sur les echinodermes de I’herbier a posidonie (Semroud, 1992). Et
d’autres qui s’intéressent aux échinodermes, particulierement les oursins, comme
étant des indicateurs biologiques de la pollution du milieu marin (Soualili, 2008). En
effet, les échinodermes de la cbte algérienne n’ont fait I’objet que de tres peu de
travaux. Les plus anciens sont ceux de Seurat (1932); Pallary (1898, 1935);
Dieuzeide (1933); Llabador (1941); Devries (1957).'

Les travaux les plus récents ont été a I’initiative de Mezali (2008). Les travaux menés
par ce chercheur portent sur les holothuries aspidochirotes (Holothuroidea:
Echinodermata) et traitent différents aspects, la phylogénie et la systématique des
populations des holothuries aspidochirotes, la dynamique et la nutrition des
populations des holothuries aspidochirotes. A ces travaux s’ajoutent les données de
Grimas (2010) et Bakalem (2008) sur les échinodermes. Selon ces derniers
chercheurs le groupe des échinodermes apparait de moindre importance que les
autres groupes tant sur le plan de la richesse spécifique que sur le plan numérique
(2.73 % de la biodiversité totale).

La cote algérienne dans sa globalité n’a pas fait I’objet d’étude portante sur les
Astérides (classe d’échinoderme étudié dans ce mémoire). Les seules données
passees en revue portent sur les espéces d’astéries inventoriees par plusieurs auteurs
a savoir Koehler (1969); Grimes et al. (2004); Bakalem (2008); Boumediene et
Bouras (2014). Les especes d’astéroides les plus communes dans les cOtes
algériennes sont présentées dans le tableau 2 en annexe 2.

11.3. Localisation de station de prélévement et échantillonnage

Dans le but d’étudier les saponines d’Echinaster sepositus un certain nombre
d’especes ont été collectees (120 individus) avec des prélevements mensuels réalisés
de septembre 2013 a septembre 2014. Les espéces étudiées provenaient d'une récolte
faite en plongée sous marine dans la baie d’Alger au niveau de la pointe Pescade
(Fig. 37) entre 5 & 10 m de profondeur. Le choix de cette station tient compte de ses
caractéristiques, un site exposé aux houles et aux vents des secteurs Nord-Ouest et
Nord-Est, mais protégé naturellement par les deux ilots de pointe Pescade (formé
d’une petite crique). Ce qui facilite le prélevement et I’échantillonnage. Les
coordonnées geéographiques et les principales caractéristiques de la station
d’échantillonnage sont rapportés dans le tableau 8.

Tableau 8: Situation géographique et les caractéristiques de site d’échantillonnage.

Situation geographique de la station étudiée Direction des vents et des houles
Nom Localisation | Coordonnees Vents Houles
- géographique
.2 | Pointe Baie d’Alger | 3°1 de longitude | E hiver: En hiver:
(‘,3; pescade Est et 36° 49 de | Nord-Ouest Nord-Ouest
latitude Nord. En été: En été:
Nord-Est Nord-Est

18 Seurat (1932); Pallary (1898, 1935); Dieuzeide (1933); Llabador (1941); Devries (1957) in
Bakalam, 2008.
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La figure 37 renseigne sur la localisation de site qui a fait I’objet de la présente
étude.

- — — ]
L]0 12 4 -} 8 10
t_ Kilomatras E
R k

T T T T T T T T
e e bl yeee TR Eale ol FiFIee Eala ol

* Station de prélevement

Figure 37: Localisation de la station de prélevement.
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Aprés le préléevement, les individus d’astéries sont mis séparement dans des sachets
en plastique préalablement étiquetés et contenant de I’eau de mer. lls sont transportés
au laboratoire pour procéder a I’étude de leurs saponines. Au laboratoire, les
spécimens récoltés ont été conservés dans une solution de méthanol a 70 %.

I11. Précautions méthodologiques

Le matériel utilisé lors de I’extraction et de purification des saponines est en verre
(Tab. 3, annexe 2) mais jamais en plastique, car une matiére plastique est soluble
dans un solvant ou un mélange de solvant ayant un parameétre de solubilité voisine,
ce qui représente un risque de présence des traces de plastique dans les extraits de
saponines. Dans le but d’éviter tout risque et source de contaminations la verrerie
ainsi que le matériel de dissection sont lavés avant et aprés chaque utilisation avec du
détergent, rincée plusieurs fois avec de I'eau distillée et avec de I'acide chlorhydrique
HC1 (70 %), puis rincés soigneusement encore une fois avec de l'eau distillée et
séchés a I’étuve.

L’extraction des saponines se fait par différents solvants organiques (Tab. 4, annexe
2). Les solvants organiques sont trés dangereux, ils peuvent étre absorbés par les
voies respiratoires (grace a leur volatilité), voies cutanées (quel que soit I'état de la
peau), voies digestives (absorption accidentelle), ce qui provoque des effets nocifs
sur plusieurs organes, notamment la peau, les poumons, le systeme nerveux central et
périphérique, les reins et le foie. Les solvants sont inflammables et peuvent
engendrer des risques d’incendie et d’explosion. De ce fait, plusieurs précautions ont
été prises en considération lors des manipulations a savoir le port des gants de
protection et un masque de protection respiratoire, I’aération de laboratoire pendant
et apres les manipulations, la manipulation est faite loin des sources de chaleur (bec
Bunsen par exemple), le solvant utilisé n’est jamais jeté dans I’évier, le solvant
récupéré est stocké au laboratoire dans des récipients en verre conditionnés au
préalable et étiquetés, pour qu’ils seront collectés par la suite par des sociétés
spécialisées. Les mémes précautions ont été prises lors de la manipulation de sang.

IV. Traitement au laboratoire

L’identification et la vérification taxonomique de I’espéece étudiée, ainsi que I’étude
biométrique des individus récoltés se sont avérés trés importantes, vu le manque des
travaux sur les astéeries en Algérie.

IV.1. Reconnaissance de I’espéce (identification)

Cette etape s’est avérée primordiale pour confirmer I’espece étudiée:
Echinaster sepositus car elle est souvent confondu avec Ophidiaster ophidianus,
Hacelia attenuataest et Asterias rubens (voir plus haut, p. 52).



http://www.rst-sante-travail.fr/rst/dms/dmt/ArticleDMT/VuDuTerrain/TI-RST-TF-170/tf170.pdf
http://www.csb.gov/assets/1/19/Barton_Case_Study_-_9_18_2008.pdf
http://www.sapros.ch/images/supplier/220/pdf/44071_f.pdf
http://doris.ffessm.fr/fiche2.asp?fiche_numero=670
http://doris.ffessm.fr/fiche2.asp?fiche_numero=546
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La reconnaissance de I’espece étudiée est opérée en deux étapes principales:

e Traitement des photos (photo- interprétation);
e FEtude de la morphologie externe de I’espéce.

IVV.1.1. Photos interpreétation

Elle est effectuée a I’ceil nue par des observations des photos prises au fond et au
laboratoire, puis la détermination de I’espece en se référant a une documentation
specialisée Beoll (1955); Hyman (1955); Koehler, (1969); Gothel (1996); Augier
(2010).

De nombreux sites internet ont été consultés pour la vérification de I’espece
notamment: http://doris.ffessm.fr; http://www.webplongee.com.

Les photos ci-dessous illustrent la photo interprétation.

Figure 38: Photos d’Echinaster sepositus fournies par le MATEV®.

9 Photos d’Echinaster sepositus fournies par le MATEV in Atialla et Behlouli, 2013.
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IV.1.2. Etude de la morphologique externe

La détermination des astéries est faite grace a I’examen exterieur du corps (Boell,
1955) qui fournit des renseignements importants sur:

La couleur;

Le nombre et la taille des bras;

La forme des bras (stellée, pentagonale, cylindrique ou aplatie);
La disposition des tubes ambulacraires deux ou quatre rangées;
Le développement des plaques marginales;

Le recouvrement des plaques.

1VV.2. Taxonomie

La position systematique de I’espece est vérifiée en se référant a des bases de
données taxonomiques standardisées, pour les différents groupes taxonomiques:
L’ERMS (European Register of Marine Species: www.marbef.org/data/erms.php)
et le WoRMS (World Register of Marine Species: http://www.marinespecies.org)
Ces bases des données sont des registres de références taxonomiques qui regroupent
des milliers d’informations taxonomiques, notamment benthiques. Ils sont
activement mis a jour par un comité de rédaction de la taxonomie, composé des
experts mondiaux sur la taxonomie.

Les étapes a suivre pour realiser cette actualisation par le World Register of Marine
Species sont résumées dans la figure 39.
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Figure 39: Les étapes de vérification taxonomique effectuees par WoRMS.
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IVV.3. Mesure biométrique

Au laboratoire, une série de mesure a I’aide d’une régle graduée est réalisée sur
chaque individu récolté. La longueur des bras (R) comptée depuis la bouche juste a
I’extrémité des bras, et le rayon du disque centrale (r), de chaque individu, sont
mesurés. Le rapport R/r est calculé.

D’autre part, une mesure pondérale est effectuée pour chaque individu pour
déterminer le poids humide du corps (Pt) a I’aide d’une balance du type ACCULAB
VICON a 0.1 g de précision (Fig. 40).

Figure 40: Mesures effectuées sur I’"étoile de mer" Echinaster sepositus.
IV.4. Dissection

Afin d’isoler les 5 organes (le tégument aboral, le tégument oral, I’estomac, les
gonades et les caeca pyloriques) qui font objet d’extraction des saponines, nous
avons procédé a la dissection des étoiles de mer.

La dissection des étoiles de mer est une opération délicate qui nécessite beaucoup de
précaution, afin de ne pas endommager les différents organes.

Pour réussir la dissection il faut:

e Rincer I’"étoile de mer" plusieurs fois avec de I’eau courante pour enlever
les impuretés, avant de commencer la dissection;

e Placer I’individu a disséquer sur la face orale (ventrale) dans la cuve de
dissection;

o Reperer la plague ambulacraire sur la face aborale.

Lors de la dissection la partie orale des individus est séparée de reste du corps par
des incisions latérales, de part et d'autres de chaque bras. L'incision debute a 1'inter-
rayon vers I'extrémité du rayon et ce le plus prés possible de la partie orale pour
éviter d'endommager les organes. La partie aborale et les caeca pyloriques sont
prélevés en sectionnant les mésentéres, qui attachent les caeca pyloriques a la partie
aborale et en coupant les canaux pyloriques. Les gonades sont enlevées apres avoir
sectionné le gonoducte avec une paire de ciseaux fins.

Ainsi, les étoiles de mer ont été séparées en cinq compartiments anatomiques, le
tégument aboral, le tégument oral, I’estomac, les gonades et les caeca pyloriques
(Fig. 41). Chaque organe est pese, puis conservé dans le méthanol a 100 % et stocké
au congélateur a 4 °C.
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Echinaster sepositus Partie aborale Partie Orale

L’étoile de mer séparée en deux parties: Partie aborale; Partie orale

Estomac

Y
A

Tégument oral

Caeca pyloriques

Tégument aboral

Figure 41: Dissection de I’"étoile de mer" et différents compartiments anatomiques
isolés. (Image©DAHMOUNE. B).
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IV.4.1. Indice gonadosomatique

Dans notre étude nous visons a étudier les fluctuations saisonnieres de la teneur des
saponines dans les gonades d’Echinaster sepositus. De ce fait, I’indice
gonadosomatique des especes récolteées est calculé.

L’indice gonado-somatique (IGS) est le poids des gonades (Pgo) en gramme (g) par
rapport au poids corporel total (Pt) en gramme (g). Il est calculé par la formule
suivante:

1GS(%) = "%g) £ 100%.rrrrrrrrrrre, (01)

V.  Extraction des saponines

Les saponines sont extraites des différents organes de I’astérie Echinaster spositus
selon la procédure d’extraction établie par Van Dyck et al. (2009).

La figure 42 montre la procédure générale d’extraction et de purification des
saponines.
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Figure 42: Procédure générale d’extraction et de purification des saponines.
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V.1. Broyage, filtration et évaporation

En vue de réaliser les extractions, les cinq compartiments corporels isolés (le
tégument aboral, le tégument oral, I’estomac, les gonades et les caeca pyloriques) des
individus sont broyés séparément dans le méthanol a 70% au moyen d’un outil de
dispersion (homogénéisation ou broyeur manuel). Ensuite, chaque broyat est filtré au
moyen d’un papier filtre Wattman n° 1 monté sur un entonnoir relié a une pompe a
vide.

Afin de changer le solvant, les extraits obtenus sont roto-évaporés au moyen de roto-

évaporateur Buchi (R-120) a basse pression dans un bain marie & 30 °C pendant une
a deux heures (jusqu’a I’évaporation de méthanol). Les résidus sont récupérés dans le
méthanol & 100% et sont conservés a 4 °C, apreés avoir ajusté le volume d’eau a 10 %
(Fig. 43).

Tégument coupé a I’aide Broyage manuel Broyage mécanique
d’une lame de bistouri

Extraits récupérés Evaporation

Figure 43: Broyage, filtration et évaporation des extraits.
(Image©DAHMOUNE. B).
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V.2. Purification par séparation densitomeétrique

Dans cette étape trois extractions liquide-liquide ont été realisees, au départ de
I’extrait méthanolique récupéré apres la filtration et I’évaporation, en augmentant a
chaque fois la polarité du solvant d’extraction (n-hexane 0.09 D, dichloromethane
1.60 D, chloroforme 1.04 D) (Lide, 2009), afin de purifier les extraits et de retirer le
maximum de composants indésirables (Fig. 44).

V.2.1. Premier partitionnage

Le premier partitionnage avec la solution méthanol eau (90: 10) et le n-hexane est
réalisé, afin d’éliminer les composés les plus apolaires que les saponines (graisses,
acides gras).

Un volume équivalent de I’hexane est ajouté a la solution méthanol eau, le mélange
est agité vigoureusement et laissé dans une ampoule a décanter pour permettre la
séparation des phases. Une fois les deux phases sont bien distinguées, I’extrait
methanolique est récupére (phase inférieure) et son volume est mesuré, I’hexane
(phase supérieure) est eliminé.

Le volume d’eau est ajusté a 20 % de la phase méthanolique. Nous avons ainsi une
solution méthanol eau (80: 20).

V.2.2. Deuxiéme partitionnage

Le deuxiéme partitionnage a été réalisé entre la solution méthanol eau (80: 20) et le
dichloromethane, pour éliminer les composés de polarités intermédiaires entre les
acides gras et les saponines.

Dans cette nouvelle séparation densimétrique la phase récupérée est la phase
supérieure (phase méthanolique) et celle éliminée est la phase inférieure
(dichlorométhane).

Le volume d’eau est ajusté a 40 % de la phase méthanolique. Nous avons ainsi une
solution méthanol eau (60: 40).

V.2.3. Troisiéme partitionnage

La derniere separation a été réalisée entre la solution méthanol eau (60: 40) et le
chloroforme (pendant 24 h), afin d’éliminer les composés de polarités intermédiaires
entre les acides gras et les saponines.

Les saponines restent dans le méthanol (1.70 D) phase supérieure.

L’extrait méthanolique final récupéré est roto-evaporé puis re-dissout dans I’eau bi-
distillée.
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Premiére partitionnage
avec le n-hexane

Deuxiéme partitionnage Troisieme partitionnage
avec le dichlorométhane avec le chloroforme

Série de séparation densitométrique

Récupération des extraits Evaporation

Figure 44: Purification des extraits des saponines d’Echinaster sepositus par séparation densitométrique.

(Image©DAHMOUNE. B).
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V.3. Chromatographie en phase liquide

La chromatographie en phase liquide est la methode utilisée pour purifier les
mélanges bruts des saponines obtenues des différentes structures anatomiques
d’Echinaster sepositus (Fig. 45. A).

La chromatographie est réalisée a I’aide d’une colonne de chromatographie (NS
12.5; 2.5 mm, lenz) contenant des billes d’amberlite XAD-4 préalablement lavée
avec le méthanol et avec I'eau bi-distillée (Fig. 1, annexe 2).

Notre échantillon est dépose manuellement sur le sommet de la colonne, ensuite il est
lavé avec de I’eau distillée pour éliminer les sels inorganiques puis par du méthanol
(100 %) pour déecrocher les saponines des billes. La phase méthanolique recueillie
est évaporée dans les mémes conditions que précédemment puis dissoute dans 5 ml
d’eau bi-distillée.

V.4. Séparation densitométrique avec I’iso-butanol

Une derniére séparation liquide-liquide avec I’iso-butanol est effectuee, pour
améliorer la pureté des extraits de saponines (Fig. 45. B).

On ajoute 5 ml d’iso-butanol aux 5 ml d’eau bi-distillée contenant I’extrait. Le
mélange est agité vigoureusement et laissé reposer dans une ampoule a decanter
pendant deux a trois heures, afin de permettre la séparation des phases.

Les saponines migrent dans la phase supérieure correspondant a la phase
isobutanolique de 1.66 D (Lide, 2009), cette phase est récupérée dans des tubes a
essai en verre et stockée au congélateur a 4°C. La phase inférieure correspondant a
I’eau (de densité 1) est éliminée.

Il est a noter que I’ajout d'une petite quantité de I’iso-butanol, lors de toutes les
évaporations, empéche la formation de mousse qu'ont tendance a produire les
mélanges des saponines en solution dans du méthanol et particulierement dans du
méthanol aqueux (Fig. 46).
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Chromatographie
liquide

Extrait méthanolique

Les extraits récupérés

Extrait

butanolique

Séparation densitométrique
avec I’iso-butanol

Extrait récupéré Solvant récupéré
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Figure 45: Purification des extraits de saponines d’Echinaster sepositus. A: Chromatographie liquide, B: séparation avec I’iso-butanol.

(Image©DAHMOUNE. B).
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Figure 46: Saponification des extraits de saponines au cours de I’évaporation.
(Image©DAHMOUNE. B).

V.5. Détection des saponines
V.5.1. Test de saponification

Dans le but de prouver que I’extraction des saponines a partir des différents organes
d’Echinaster sepositus (le tégument aboral, le tégument oral, I’estomac, les gonades
et les caeca pyloriques) est réussie, le test de saponification est effectué et I’indice
de mousse est calculé.

Les saponines sont caractérisées par leur pouvoir moussant en solution aqueuse
qu’on peut exprimer par I’indice de mousse (IM) (Bruneton, 1999).

Pour obtenir la mousse une série des dilutions est préparée (10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %) en introduisant dans 10 tubes a essai 1 a 10
ml de I’extrait de chaque comartiment anatomique, en complétant le contenant a 10
ml avec de I’eau bi-distillée. Ensuite chaque tube est agité pendant 15 secondes dans
le sens de la longueur a raison de deux agitations par secondes. Aprés 15 min de
repos, la hauteur de mousse formée au niveau de chaque tube est mesurée (Fig. 47).

Série des dilutions Agitation

Figure 47: Test de saponification des extraits des saponines d’Echinaster sepositus.
(Image©DAHMOUNE. B).
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Le tube N dans lequel la hauteur de mousse est de 1 cm sert de base au calcul de
I’indice.

L’indice de mousse (IM) est calculé par la formule suivante:

IM =1000/N............. )

N: nombre de tube dans lequel la hauteur de mousse est égale ou supérieure a 1 cm.

V1. Activité des saponines

Il est & noter que pour les essais de I’activité hémolytique et antibactérienne décrits
en dessous, les extraits des saponines utilisés sont ceux obtenus a partir des individus
échantillons durant le mois de février. Car ce sont des individus matures selon
I’indice gonadosomatique.

Les extraits gonadiques des autres individus d’Echinaster sepositus récoltés sont
utilisés pour I’étude de I’activité hémolytique et de la variation saisonniere de la
teneur des saponines dans les gonades.

L’étude de la variation saisonniére de la quantité des saponines gonadiques est
effectuée sur I’ensemble de la population (sans distinction entre mal et femelle) vu le
nombre important des individus récoltés 121 individus.

VI1.1. Activité hémolytique

L’une des méthodes précédemment utilisées pour la quantification des saponines
s'articule sur I’évaluation de I’activité hémolytique de ces substances (Yasumoto et
al., 1966; Mackie et al., 1977).

Le pouvoir hémolytique des saponines de chaque organe a éeté évalué selon la
méthode décrite par Apers et al. (2001) sur le sang des souris de laboratoire.

Cette méthode consiste en trois étapes, la préparation de sang, la préparation des
échantillons des saponines et le test d’hémolyse (Fig. 48).

VI.1.1. Préparation de sang (Erythrocytes 2 %)

Le pouvoir hémolytique est évalué sur une suspension d’érythrocytes (2 %) des
souris de labouratoire dans une solution du tampon phosphate salin (PBS),
préalablement préparée (Fig. 2, annexe 2).

Une quantité de sang brut citraté (10 ml) est lavée avec du PBS (40 ml) dans un
flacon de 50 ml, puis centrifugée pendant 15 minutes a 10000 t/min au moyen d’une
centrifugeuse (Modele Segma 1-15).

Le surnageant résultant est éliminé et la centrifugation est renouvelée puis arrétée des
que le surnageant est devenu clair et sans couleur. Ensuite le surnageant résultant est
éliminé et le culot est récuperé dans une solution de PBS (chaque 1 ml de culot est
récupére dans 49 ml de PBS ce qui forme une suspension d’érythrocytes a 2 %).
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V1.1.2. Preparation des échantillons des saponines

Afin de tester I’effet hémolytique des saponines, des concentrations différentes ont
été préparées pour chaque extrait issu de chaque compartiment anatomique
d’Echinaster sepositus.

Les extraits sont solubilisés avec différents volumes de PBS (tampon phosphate
salin) suivant la concentration approximative souhaitée 0 % (Temoin: le PBC), 25 %,
50 %, 75 % et 100 % (Extrait brut).

V1.1.3. Test d’hémolyse

Le pourcentage d’hémolyse provoqué par les extraits de saponines préparés
préalablement est évalué comme suit:

e Une quantité de suspension d’érythrocytes 1980 pul est mélangée avec 20 pl
d’extrait de saponine préalablement préparé dans des tubes eppendorf. Les
tubes sont délicatement retournés pour bien mélanger les échantillons. Les
échantillons sont incubés a une température de 20°C.

e Apres le temps d’incubation souhaité (5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 60
min, 80 min, 100 min et 120 min) les tubes contenant les échantillons sont
centrifugés pendant 10 min a 10000 t/min.

e Le surnageant de chaque échantillon est récupéré et sa densité optique est
mesurée a 540 nm, en utilisant comme témoin un blanc sans extrait (PBS), a
I’aide d’un spectrophotometre (modele 7305, JENWAY).

V1.1.3.1. Cinétique d’hémolyse

Pour déterminer le temps d’incubation optimal des globules rouges des souris avec
les saponines d’Echinaster sepositus. La cinétiqgue d’hémolyse est étudiée a
différents temps d’incubation a savoir 5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 60 min, 80
min, 100 min et 120 min.

V1.1.3.2. Effet de la concentration

L activité hémolytique est exprimeée par I’indice hémolytique. L’indice hémolytique
(IH) est calculé a partir de la concentration minimale qui cause I’hémolyse compléte
des globules rouges par la formule suivante (Fusetani et al., 1984):

V: Le volume total de la solution dans le tube a essai (ml);
P: Le pourcentage des saponines dans la solution (%);
s: le volume de la solution des saponines (ml).

Ainsi pour déterminer I’indice hémolytique, I’activité hémolytique de chaque extrait
de saponine est évaluée a différentes concentrations: 25 %, 50 %, 75 %, 100 %.
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Figure 48: Test d’hémolyse des extraits de saponine sur les érythrocytes des souris.
(Image©DAHMOUNE. B).
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V1.1.3.3. Effet de la température sur I’activité hémolytique

Pour déterminer I’effet de la température sur 1’hémolyse des globules rouges, des
essais hémolytiques sont effectués sur les globules rouges des souris, en variant la
température d’incubation (20°C, 25°C, 37°C et 45°C).

e Récapitulatif des essais hémolytiques

Le tableau 9 résume I’ensemble des conditions opératoires pour le test d’hémolyse.

Tableau 9: Diapositive expérimental du test d’hémolyse.

Cinétique Effet de la Effet de la
concentration | Température
Nombre d’échantillons 8 4 4
Par extrait Par extrait Par extrait
Origine d’extrait de Tab, TO, CP, | Tab, TO,CP, | T.ab, TO, CP,
saponine E, G. E G E,G
Temps d’incubation (min) | 5, 10, 20, 40,
60, 80, 100, 60 60
120
Vitesse de 10000 10000 1000
Centrifugation (t/min)
Temps de centrifugation 10 10 10
(min)
Volume des érythrocytes 1980 1980 1980
pl
Volume de saponine pl 20 20 p 20
Concentration de 25, 50, 75, 100 | 25, 50, 75, 100 100
saponine (%)
pH de solution 7.4 +0.05 7.4 +0.05 7.4+ 0.05
T°C 37+05 20, 25, 37, 45 37
+05

Tab: Tégument aboral, TO: Tégument oral, CP: Caeca pylorique, E: Estomac, G:

gonad.
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V1.2. Activité antibactérienne
V1.2.1. Souches bactériennes testées

Le choix des bactéries a été porté sur trois souches courantes en pathologie humaine,
Staphylococcus aureus (Bactérie Gram positif), Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa (Bactéries Gram négatif). Ces espéces sont caracterisées
par leur résistance naturelle a divers agents antimicrobiens.

Ces souches sont des souches hospitaliéres, elles ont été fournis par le laboratoire de
microbiologie de I’hopital de Ain Tadlesse de Mostaganem (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli) et le service d’infection de centre hospitalo-universitaire (CHU) de
Tizi Ouzou (Pseudomonas aeruginosa).

Staphylococcus aureus: (Bactérie Gram positif)

Staphylococcus aureus (staphylocoque doré) tend a se regrouper en amas comme
tous les staphylococcus. C'est une bactérie qui a un pouvoir pathogene chez I'nomme.
Elle apparait souvent lors d'infections a la suite d'opérations chirurgicales.
Escherichia coli: (Bactérie Gram negatif)

C'est une bacteérie qui intervient dans un grand nombre d'infection chez I'nomme. Elle
est capable de coloniser les muqueuses et de produire des toxines. Elle est présente
naturellement dans nos intestins sans conséquence nefaste, elle devient pathogéne
dans nos urines.

Pseudomonas aeruginosa: (Bactérie Gram negatif)

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif se comporte comme des
bactéries opportunistes.

Le tableau 10 résume les caractéres morphologiques et biochimiques des germes
testes.

V1.2.2. Milieu de culture
Suivant les méthodes employées, et selon les souches bactériennes choisis, nous
avons utilisé les milieux de cultures suivant la gélose nutritive (GN), la gélose de

Mueller Hinton (MH), le bouillon nutritif (BN) et I’eau physiologique.

La composition de ces milieux est décrite dans les tableaux 5 et 6 en annexe 2.
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Tableau 10: Caracteres morphologiques et biochimiques des germes testés.

Caracteres morphologiques

Caracteres biochimiques

Espece bactérienne

Gram

Aspect morphologique

Catalase

Coagulase

oxydase

Pigment

Staphylococcus aureus

Positif

Coccus en grappe de

Raisins

(Pieri et Kirkiacharian, 1992)

Positive

Positive

Escherichia coli

Négatif

Coccobacille

(Pieri et Kirkiacharian, 1992)

Négative

Pseudomonas aeruginosa

Négatif

Bacille

i BTN .
(Pieri et Kirkiacharian, 1992)

Positive

Pyocyanine
et
Pyoverdine
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V1.2.3. Préparation de I’inoculum

Les tests antibiotiques doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes (en phase de
croissance exponentielle), d’ou la nécessité de réactiver chaque souche bactérienne
testée (Bassole et al., 2001).

La préparation de I’inoculum s’effectue en deux étapes, la préparation de la pré-
culture et la préparation de la suspension bactérienne (Fig. 49).

e Préparation de pré- culture

Chague souche est ensemencée dans un bouillon nutritif (BN). Puis elle est incubée a
une température de 37°C pendant 24 h. Ensuite ces souches bactériennes (souches de
24 h) ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive,
pendant 18 h a 37°C.

e Préparation de la suspension bactérienne

A partir des cultures jeunes sur GN, on préléve 3 a 5 colonies identiques et bien
isolées dans 5 ml d’eau physiologique et stérile, et on agite pendant quelques
secondes au vortex.

Lajustement de la suspension & une concentration de 10° & 10° UFC/mI (UFC: Unité
Formant une Colonie) est réalisé a I’aide d’un spectrophotometre réglé sur une
longueur d’onde de 650 nm (Bassole et al., 2001).

V1.2.4. Etude de I’activité antibactérienne

Pour évaluer [I’activité antibactérienne des saponines isolées des différents
compartiments anatomiques d’Echinaster sepositus, nous avons adopté la méthode
de diffusion en milieu solide ou méthode des disques.

V1.2.4.1. Méthode de diffusion en milieu solide

La méthode de diffusion en milieu solide appelée aussi antibioaromatogramme a
pour objectif la mise en évidence de I’activité antimicrobienne.

Le principe de la méthode repose sur la diffusion de produit antimicrobien, en milieu
solide, a partir d’une zone source d’antibiotique dépose a la surface de la gelose sur
une boite de Pétri. Elle consiste a mesurer le diametre de la zone d’inhibition de la
croissance microbienne autour de disque, ce qui traduit I’effet du produit
antimicrobien sur la cible. La mesure de la zone d’inhibition a lieu apres 24 h
d’incubation a 37°C (Bassole et al., 2001).

e L’ensemencement

Dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre, le milieu de culture gélose Mueller
Hinton (MH) est coulé aseptiquement sur une epaisseur de 4 ml et laissé refroidir et
solidifier sur la paillasse. Par la suite, Chaque boites de Pétri est inoculé avec 1 ml de
la suspension microbienne fraichement préparée (L’ensemencement est effectué dans
les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum) a I’aide d’un réateau (Fig.
49).
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Ensemencement des bactéries
dans le boulions nutritif

Ajustement de la concentration

Préparation du pré culture bactérienne
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Apreés incubation

37°C (18 h)

Repiquage dans la gélose nutritif

Préparation de la suspension bactérienne

Repiquage dans I’eau physiologique

Escherichia coli

Figure 49: Préparation de I’inoculum bactérien.

(Image©DAHMOUNE. B).
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e Dépdt des disques

Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman N°, avec un diamétre de 6
mm. Ils sont stérilises dans des tubes a essai dans I’autoclave.

Chaque disque est imbibé de 20 ul de la solution de saponine (Andersson et al.,
1989) en mettant seulement en contact le bout du disque, celui-ci va absorber
progressivement I’extrait jusqu’a son imprégnation totale. Par la suite, le disque est
déposé a la surface du milieu ensemencé a I’aide d'une pince stérilisée au bec
Bunsen.

Le dépdt des disques doit étre a 15 mm du bord de la boite de Pétri avec une distant
entre eux pour éviter la fusion des zones d’inhibition.

Dans les boites témoins les disques sont imbibés dans I’iso-butanol.

L’expérience est répétée trois fois pour chaque extrait et pour chaque bactérie pour
s’assurer du bon déroulement de la méthode.

e Lalecture

Apres 24 h d’incubation a 35°C, la lecture est effectuée par la mesure de la zone
d’inhibition autour de chaque disque, a I’aide d’une regle graduée, a I’extérieur de la
boite fermée.
Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peuvent étre
symbolisés, par des signes, d’apres la sensibilité des souches (Ponce et al., 2003):

e Non sensible ou résistante (-): diametre < 8 mm;

e Sensible (+): diametre compris entre 9 a 14 mm;

e Tres sensible (++): diamétre compris entre;
e Extrémement sensible (+++):diamétre > 20 mm.

V1.2.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice uniquement pour les
extraits des saponines d’Echinaster sepositus qui ont présenté une activité
antibactérienne importante, lors de I’étude sur le milieu solide.

V1.2.5.1. Méthode de dilution en bouillon

Le but des méthodes de dilution en bouillon est de déterminer la concentration la plus
faible de I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie testée.
Le principe de la méthode consiste a réaliser des dilutions des extraits, les incorporer
dans le bouillon nutritif, et tester sur ce milieu les souches bactériennes.

Dans cette méthode la détermination de la concentration minimale inhibitrice est
effectuée par la mesure de la turbidité introduite par la croissance des germes éetudiés.
La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus petite concentration, pour
laquelle il y avait I’absence de turbidité (Moroh et al., 2008).

e Préparation de la gamme des dilutions

Pour chaque extrait testé, des dilutions ont été préparées avec le diméthyle solfo-
oxyde (DMSO) (Andersson et al., 1989).
La gamme des dilutions préparées est de 20 %, 40 %, 60 %, 80 % et 100 % (Fig. 50).
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e Ensemencement

Dans des tubes a essai 5 ml de bouillon nutritif (BN) est mélangé avec 1 ml de la
solution de saponine, puis le mélange est agité manuellement. Chaque tube est
ensemencé par 0.1 ml de I'inoculum de 18h (Cellule en phase de croissance
exponentielle) de concentration de 10° UFC/mI & I’aide de pipette Pasteur.

La densite optique de chaque tube est mesurée a 650 nm avant incubation.

Des témoins de croissance et de sterilité du milieu sont réalisés pour chaque souche
et chaque extrait. Chaque expérience est réalisée trois fois.

e Incubation et lecture

Les tubes sont incubés a 37°C pendant 18 a 24 h. La croissance bactérienne est
comparée a celle du témoin et la densité optique de chaque tube est mesurée une
deuxieme fois a 650 nm. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie par
la mesure de taux de survie.

e Taux de survie (S)

Le taux de survie est déterminé par I’intermédiaire de la densité optique mesuree au
spectrométre par la formule suivante:

S= (df di/ DF-Di)* 100......... (04)

df-di: Différence de la densité optique de la solution expérimentale ensemencée
avant (df) et aprés incubation (di) a 37°C pendant 18 a 24 h.

Df-Di: Différence de la densité optique de la solution témoin sans extrait avant (DF)
et apres incubation (Di) a 37°C pendant 18h a 24h.

La CMI est définie comme étant la plus petite concentration d’extrait pour laquelle le
taux de survie est égal a 0%.
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Méthode de diffusion en milieu solide

Culture bactérienne Ensemencement sur Disque imprégné de
jeune de 18h gélose Mueller Hinton saponine

Méthode de dilution en bouillon

Gamme des dilutions des Culture bactérienne
extraits des saponines jeune de 18h

,,,,,,
1 1711

Incubation

Ensemencement de I’inoculum bactérien dans des solutions de BN
contenant les différentes concentrations de saponine

Mesure de densité
Optique

Figure 50: Activité antibactérienne des extrais des saponines.
(Image©DAHMOUNE. B).
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Résultats et discussion

I. Description de I’espéce étudiée
I.1. Morphologie externe

L’identification de I’espéce d’Asteroidea (Echinaster sepositus) étudiée est basée sur
la photo-interprétation, et I’étude de la morphologie externe des individus récoltés.
Les photographies réalisees in situ et/ ou au laboratoire ont pleinement attribué a la
vérification de I’espéce. Selon Boell (1955); Hyman (1955) la forme, la couleur du
corps, la taille et le nombre des bras sont parmi les criteres d’identification des
asteries.

Pour les individus récoltés:

e La couleur du corps est rouge brique sur la face aborale, il prend une couleur
plus claire sur la face orale. Cette coloration passe dans le solvant de
conservation (méthanol);

e La forme du corps est pentagonale (5 bras), avec des bras mince, allongés et
arrondis sur face ventrale (Fig. 51);

e L ’extrémité des bras est obtuse (Fig. 51).

L’examen extérieur des deux faces dorsale et orale des spécimens récoltés a permis
de fournir des renseignements importants sur le nombre, la forme et la disposition
des piquants au niveau des plagues dermiques.

Les piquants sur la face dorsale du corps sont trop petits et trés rapproches, ils
forment un réseau trés irrégulier et lache, limitant de nombreux espaces. Ils sont un
peu plus grands au niveau des plaques marginales a savoir la plaque marginale
dorsale et ventrale, et sont trés nombreux au niveau de cette derniere. Sur la face
ventrale la plaque adambulacraire est formée de trois piquants.

Les tubes ambulacraires sont disposes en deux rangées (Fig. 51), ils se terminent par
une ventouse. Ces données morphologiques sont en accord avec ceux validées par
Ludwig (1897%°) pour la description externe d’Echinaster sepositus. Ce qui confirme
pertinemment que I’espéce étudiée est Echinaster sepositus.

2% udwig, 1897 in Koehler, 19609.
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Radius minces
et allongés

Extrémité obtuse
des radius

Deux rangées de tube
ambulacraires

Piquants

Figure 51: Caractéristiques de I’"étoile de mer" Echinaster sepositus.

A: face aborale, B: Face orale. (Image©DAHMOUNE. B).

L’identification de I’espece a été vérifiée par le Pr. Mezali (Enseignant chercheur au
département des sciences de la mer et de I’aquaculture, université Abedelhamid lbn
Badis de Mostaganem) en collaboration avec le personnel du laboratoire de biologie
des organismes marins et biomimitisme (Université de Mons, Belgique).

1.2. Actualisation taxonomique

La vérification taxonomique effectuée par le WoRMS (World Register of Marine
Species) démontre qu’Echinaster sepositus est une espece valide a plusieurs
synonymes, et son statut taxonomique est: « Alternate representation: représentation
alternative » en général, dans ce cas, le nom du genre et de I’espéce est maintenu, et
dans la majorité des cas le nom du genre est rajouté avant celui de I’espéce entre
parentheses: Echinaster sepositus (Retzius, 1783) représentée par:

Echinaster (Echinaster) sepositus (Retzius, 1783).
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Il.  Données biométriques

Les échantillons prélevés sont de taille et de poids moyens, de I’ordre de 17.7 cm
(£0.12) et de 68.9 g (£0.7) respectivement (Tab. 11; Tab. 7, annexe 3).

Le diametre du disque central (r) des individus étudiés est de I’ordre de 18.46 mm
(£0.03) en moyenne, et la longueur de leurs bras (R) est de 11.92 cm (x0.22) en
moyenne. Le rapport R/ r varie entre 4.8 et 7.10 cm, avec une valeur moyenne de
I’ordre de 6.41 cm (£0.22).

Le plus grand individu est prélevé au mois d’avril avec un poids corporel de I’ordre
de 79.8 g, une longueur des bras de I’ordre de 14.9 cm, un diameétre du disque central
de 2.1 cm et un rapport R/r de 7.09. Le plus petit individu est prélevé au mois d’aout
avec un poids corporel de 42.1 g, une longueur des bras de I’ordre de 7.2 cm, un
diamétre du disque central de 1.5 cm et un rapport R/r de 4.8.

Les variances mensuelles moyennes des poids corporels, de la longueur des bras, de
diamétre du disque central et de rapport R/r des individus étudiés sont représentées
dans le tableau 11.
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Tableau 11: Variantion mensuelles des poids corporels, de la longueur des bras, et de diamétre du disque central

de la population d’Echinaster sepositus etudiés.

Mois de prélévement

Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier Février Mars Avril Mai Juin Juillet Aoute Septembre
Poids 63.69 68.73 72.84 74.96 78.06 77.61 78.46 7869 6792 6267 5399 51.73 65.05
En (9) (x0.57) (x0.70) (x0.76) (£0.37) (x0.75) (x0.47) (x0.55) (£0.54) (x0.58) (£2.02) (x0.48) (1.92) (x0.24)
Longueur 10.96 11.85 12.67 (13.3) 14,23 14.2 14.46 14.05 11.76 (10.77) 7.98 7.42 11,41
Desbras (£0.18) (+0.09) (£0.29) (+0.2)  (#0.09) (+0.4) (#0.124) (+0.4) (#0.05) (+0.51) (+0.3) (£0.22) (+0.09)
(R) cm
Rayondu 1.71 1.79 1.91 1.97 2.09 2.08 2.08 2.09 @77y (1.72) (1.52) (151) (1.79)
disque (x0.02) (x0.02) (£0.02) (x0.04) (x0.02) (£0.03) (x0.03) (£0.02) (x0.04) (£0.04) (x0.04) (x0.02) (x0.04)
central
(r) cm
Rapport 6.41 6.62 6.63 6.76 6.81 6.83 9.95 6.72 6.65 6.26 5.25 4.91 6.49
R/r (x0.1) (x0.1) (x0.12) (x0.19) (x0.13) (x0.16) (x0.09) (#0.12) (x0.14) (x0.14) (x0.14) (x0.14) (x0.19)
Effectifs 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

R/r: rapport entre la longueur du bras et le rayon du disque central.
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I11. Détection des saponines

I11.1. Indice de mousse

Le test de saponification est effectué pour prouver la réussite de I’extraction, et pour
déceler la présence des saponines dans les différents extraits obtenus a partir des
différents compartiments anatomiques d’Echinaster sepositus (le té¢gument aboral, le
tégument oral, I’estomac, les gonades et les caeca pyloriques).

L agitation des cing extraits obtenus respectivement a partir du tégument aboral, du
tégument oral, de I’estomac, des gonades et des caeca pyloriques provoque la
formation d’une mousse importante. La mousse formée est due a la saponification
des extraits testés. Ce résultat reflete la présence des saponines dans les différents
extraits d’Echinaster sepositus.

La mousse formée par les saponines d’Echinaster sepositus est représentée dans la
figure 52.

Figure 52: Saponification des extraits des saponines d’Echinaster sepositus.
(Image©DAHMOUNE. B).

La hauteur de mousse formée au niveau des tubes dépasse 1 centimétre. En effet,
pour tous les extraits et toutes les dilutions, la hauteur de mousse est supérieure a 4
cm. Elle est entre 7.5 cm et 8 cm pour I’extrait obtenu a partir des gonades, entre 7.2
cm et 8 cm pour I’extrait obtenu a partir de tégument aborale, entre 6.7 cm et 8 cm
pour I’extrait obtenu a partir de tégument orale, entre 5.5 cm et 8 cm pour les extraits
obtenus a partir d’estomac et des caeca pyloriques (pour les concentrations de 10 %
et 100 % respectivement) (Tab. 12).

L’indice de mousse calculé pour les cing extraits testés est de 100 % (Tab. 12).

Ces résultats confirment bien la présence des saponines dans les extraits obtenus a
partir des différents organes d’Echinaster sepositus (le tégument aboral, le tégument
oral, I’estomac, les gonades et les caeca pyloriques). En effet, la présence des
saponines dans I’"étoile de mer" Echinaster sepositus est antérieurement décelée par
Minale et al. (1979); De simone et al. (1981); Minale et al. (1979).
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Tableau 12: Hauteurs de mousse formée et valeurs de I’indice de mousse calculé.

Origine
de I’extrait Concentrations des extraits dans les tubes a essais (%) IM
(%)

e 10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90% 100 %
(&)
é Gonade 7.5 8 8 8 8 8 8 8 8 8 100 %
S
ﬁ Tégument aborale 7.2 7.8 8 8 8 8 8 8 8 8 100 %
3
S
f Tégument orale 6.7 7.3 7.8 8 8 8 8 8 8 8 100 %
f
3
% Estomac 55 6.2 6.7 7.5 8 8 8 8 8 8 100 %
T

Caeca pyloriques 5.5 6 6.5 7.2 8 8 8 8 8 8 100 %

Effectifs 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

IM: indice de mousse.

La hauteur de mousse moyenne est de I’ordre de 8 cm pour I’extrait gonadique, de 7.9 cm (£0.16) pour I’extrait obtenu a partir du tégument oral,
7.78 cm (£0.31) pour I’extrait obtenu a partir du tégument aboral; 7.93 (£0.75) pour I’extrait obtenu a partir d’estomac et 7.52 cm (+0.63) pour
I’extrait obtenu a partir des caeca pyloriques.




Résultats et discussion

V. Activité des extraits de ssaponines d’Echinaster sepositus

IV.1. Activité hémolytique

L’analyse des résultats des tests d’hémolyse réalisés, montre une activité
hémolytique remarquable vis-a-vis des saponines obtenues a partir des différents
compartiments anatomiques d’Echinaster sepositus a savoir le tégument aboral, le
tégument oral, les caeca pyloriques, I’estomac et les gonades.

IV.1.1. Cinétique d’hémolyse

Afin de déterminer les conditions opératoires optimales de I’activité hémolytique des
saponines d’Echinaster sepositus en particulier le temps d’incubation, la cinétique
d’hémolyse des érythrocytes (a 2 %), des souris de laboratoire, a été étudiée pour les
extraits de saponines d’Echinaster sepositus a différents temps d’incubation (5 min,
10 min, 20 min, 40 min, 60 min, 80 min, 100 min, 120 min).

Les figures 53 et 54 représentent respectivement la cinétique d’hémolyse et le
pourcentage hémolytique provoqués par les différentes saponines isolées a partir
d’Echinaster sepositus.

0,9 -
=&—Cinétique d'émolyse
0,8 - (Gonade)
b} 0/7 n O 2R e
3 == Cinétique d'hémolyse
=] 0,6 - (Tégument aborale)
© 05 - o .
e ’ Cinétique d'hémolyse
g 0,4 - (tégument orale)
0 o3 - . ,
’ Cinétique d'hémolyse
0,2 - ( Estomac)
0,1 - == Cinétique d'hémolyse
0 - : : : : : : : : . ( Caeca pylorique)
0 5 10 20 40 60 80 100 120
Temps d'incubation (min)

Figure 53: Cinétique d’hemolytique produite par les saponines obtenues a partir
d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %. Temps
d’incubation: 5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 60 min, 80 min, 100 min et 120 min.
pH= 7.4. La concentration est de 50 %.
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Figure 54: Pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines d’Echinaster
sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %. Temps d’incubation:
5 min, 10 min, 20 min, 40min, 60 min, 80 min, 100 min et 120 min. pH= 7.4. La
concentration est de 50 %.

1V.1.1.1. Effet de temps d’incubation sur I’activité hémolytique

Les résultats obtenus a I’issue des expériences, présentés dans les figures 53 et 54
montrent que les courbes obtenues pour les cing extraits des saponines présentent les
mémes allures, et un temps d’incubation identique de 60 minutes.

Dans le processus d’hémolyse des globules rouges on distingue deux phases:

e Durant la premiére phase (de 5 a 60 min) (Fig. 53), la densité optique

enregistrée apres 5 min d’incubation est de 0.18, de 0.16, de 0.08, de 0.13 et
de 0.09 pour les extraits des saponines obtenues respectivement a partir des
gonades, du tégument aboral, du tégument oral, d’estomac et des caeca
pyloriques. Une augmentation trés importante de densité optique est notée
apres 60 min d’incubation, elle est de 0.81 pour I’extrait gonadique, de 0.72
pour les saponines du tégument aboral, de 0.69 pour les saponines du
tégument oral, de 0.67 pour les saponines de I’estomac et de 0.57 pour les
saponines des caeca pyloriques.
Ces resultats indiquent une relation corrélative entre [ activité
hémolytique et le temps d’incubation (I’activité hémolytique produite
par les extraits des saponines d’Echinaster sepositus augmente en
fonction du temps d’incubation.
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e La deuxiéme phase (60 minutes a 120 minutes) présentée par un palier
pratiquement horizontal ou I’hemolyse des globules rouges par les saponines
atteint son maximum (Fig. 53; Fig. 54).

Cette action hémolytique des saponines sur les globules rouges semble étre due a la
capacité specifique des saponines a former des pores dans les membranes cellulaires
(Al Izzi et al., 1992; Stonik et al., 1999; Jorg et al., 2011). Les pores formés sont le
résultat de I’affinité de la partie de I’aglycone des saponines avec les stérols de la
membrane, en particulier le cholestérol (Glauert et al., 1962; Mackie et al., 1975,
1977) avec lesquelles ils forment des complexes insolubles (Bangham et Horne,
1962).

L"™étoile de mer" est résistante & cette réaction car ses stérols membranaires sont
différents du cholestérol (Mackie et al., 1977). lls comprennent une double liaison
en C; contrairement aux stérols des membranes cellulaires et fongiques qui ont une
double liaison en Cs (Mackie et al., 1977; Maier, 2008).

IV.1.1.1.1. Temps d’incubation identique pour tous les extraits de saponine

Le temps d’incubation nécessaire pour atteindre un maximum de lyse des globules
rouges est de 60 minutes.

Au vu des résultats du pourcentage d’hémolyse, (Tab. 8; 9; 10; 11; 12, annexe 3;
Fig. 54) le temps d’incubation ne correspond pas a I’hémolyse compléete des
érythrocytes, puisque le pourcentage d’hémolyse n’est que de 59.72 % pour I’extrait
de saponine obtenue a partir des caeca pyloriques, de 69.45 % pour I’extrait de
saponine obtenue & partir de I’estomac, de 72.35 % pour I’extrait de saponine
obtenue a partir du tégument oral, de 74.73 % pour I’extrait de saponine obtenue a
partir du tégument aboral et de 84.73 % pour I’extrait de saponine obtenue a partir
des gonades.

Par ailleurs, I’extension de ce temps jusqu’a (120 minutes) ne conduit pas a une
amélioration du pourcentage d’hémolyse (Tab. 13). Ce qui justifie bien la prise en
compte de ce temps d’incubation pour I’étude de I’effet de la concentration d’extrait
de saponine et de la température d’incubation, sur I’hémolyse des globules rouges
par les saponines d’Echinaster sepositus.
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Tableau 13: Pourcentages d’hémolyse des globules rouges par les saponines
d’Echinaster sepositus a 60 min et a 120 min d’incubation.

Origine de Pourcentage d’hémolyse a 60 | Pourcentage d’hémolyse a 120
saponine min min

25% 50% 75% 100% [25% 50% 75% 100 %

Gonade 62.99 8473 9743 99.99 | 62.99 8473 97.43  99.99

Tégument 5299 7473 96.68 99.85 | 52.99 7473 96.68  99.85

Aborale

Tégument 5934 7235 96.47 99.782 | 59.34 7235 9647  99.78
orale

Estomac  58.89 69.46 9429 99.685 | 58.89 69.45 94.40  99.68

Caeca 58.27 59.72 7235 99.67 | 5837 5941 7.35  99.78
pylorique

Total des 20 20

essais

IV.1.1.2. Cinétique d’hémolyse et variation de la concentration des extraits

Afin de confirmer le choix de temps d’incubation de 60 min, pour les expériences qui
suivent (effet de la concentration et effet de la température sur I’activité
hémolytique) differentes concentrations de saponine (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) ont
été testées sur les globules rouges des souris a différents temps d’incubation, pour
chaque extrait.

e Extraits des saponines obtenues a partir des gonades d’Echinaster
sepositus

Les pourcentages d’hémolyse provoqués par les extraits de saponines des gonades
d’Echinaster sepositus sont présentés dans la figure 55.
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Figure 55: Pourcentages d’hémolyse provoqués par I’extrait de saponine obtenue a
partir des gonades d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont
employés a 2 %, pH=7.4. Les concentrations utilisées sont de 25 %, 50 %, 75 % et
100 %.

D’apres la figure 55, I’extrait de saponine obtenue a partir des gonades d’Echinaster
sepositus a montrer une importante activité hémolytique. En effet, pour toutes les
concentrations testées (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) les taux d’hémolyse augmentent
en fonction du temps d’incubation et enregistrent deux phases, la premiere phase de
5 min a 60 min; la deuxiéme phase de 60 min a 120 min.

Durant la premiére phase, et a 5 minutes d’incubations des taux d’hémolyse allant de
11.28 % a 41.3 % ont été enregistrés (pour des concentrations de I’ordre de 25 % et
de 100 % respectivement). Une augmentation trés importante de [’activité
hémolytique a été notée apres 60 minutes d’incubation, les pourcentages d’hémolyse
enregistrés sont de I’ordre de 44.30 % et de 99. 47% (pour des concentrations de
I’ordre de 25% et de 100 % respectivement) (Tab. 8; annexe 3).

Durant la deuxiéme phase, le pourcentage d’hémolyse des érythrocytes des souris,
par les saponines gonadiques, ne montre pas une amélioration significative avec
I’augmentation du temps d’incubation. A 60 minutes les pourcentages d’hémolyses
enregistrés sont de I’ordre de 62.99 %, de 84.73 %, de 97.43 %, de 99.98 % (pour
des concentrations de I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et de 100 % respectivement). Les
mémes pourcentages sont enregistrés a 80 min, 100 min et 120 min d’incubation
(Fig. 55; Tab. 13; Tab. 8, annexe 3).

Les résultats obtenus indiquent que le temps d’incubation optimal des globules
rouges des souris avec les saponines gonadiques d’Echinaster sepositus est de 60
minutes.
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e Extraits des saponines obtenues a partir du tégument aboral d’Echinaster

sepositus

Les taux d’hémolyse obtenus suite a I’incubation des globules rouges des souris avec
les saponines de tégument aboral, sont représentés dans la figure 56.
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Figure 56: Pourcentages d’hémolyse provoqués par I’extrait de saponine obtenue a
partir du tégument aboral d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont
employés a 2 %, pH=7.4. Les concentrations utilisées sont de 25 %, 50 %, 75 % et
100 %.

D’apres la figure 56, nous enregistrons a 5 minutes d’incubation des pourcentages
d’hémolyse de I’ordre de 10.24%, de 16.87%, de 23.39 et de 35.50% % (pour les
concentrations des extraits de I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et 100 % respectivement).
Ces pourcentages augmentent aprés 60 minutes d’incubation, pour atteindre 52.99 %
pour un extrait de 25 % de concentration, 74.73 % pour un extrait de 50 % de
concentration, 96.67 % pour un extrait de 75 % de concentration et 99.85 % pour
I’extrait brut (100 %). Au-dela de 60 minutes d’incubation (80 min, 100 min, 120
min) on remarque que le pouvoir hémolytique des saponines de tégument aboral sur
les globules rouges des souris ne change plus. (Fig. 46; Tab. 9, annexe 3). Ce qui
indique que le temps d’incubation optimal des globules rouges des souris avec
les saponines de tégument aboral d’Echinaster sepositus est de 60 minutes.

Extraits des saponines obtenues a partir du téegument oral d’Echinaster
sepositus

La figure 57 présente les pourcentages d’hemolyse engendrés par les saponines
isolées a partir de téegument oral d’Echinaster sepositus.
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Figure 57: Pourcentages d’hémolyse provoqués par I’extrait de saponine obtenue a
partir du tégument oral d’Echinaster sepositus. Les globules rouges sont employés a
2 %, pH=7.4. Les concentrations utilisées sont de 25 %, 50 %, 75% et 100 %.

D’apres I’allure de la figure 57, I’activité hémolytique de I’extrait de saponine
obtenue a partir du tégument oral suit le méme modele d’évolution montré par les
saponines des gonades et de tégument aboral. En effet, les pourcentages d’hémolyse
enregistrés a 5 minutes d’incubation sont de 7.14 %, de 8.38 %, de 9.52 %, del11.96
% (pour des concentrations de I’ordre de 25%, de 50 %, de75% et de 100 %
respectivement). Une augmentation trés importante de I’activité hémolytique a été
notée apres 60 minutes d’incubation, des taux d’hémolyse allant de 59.34 % a 99.78
% ont été enregistrés (pour des concentrations de I’ordre de 25% et de 100 %
respectivement). Au-dela de 60 minutes d’incubation (80 min, 100 min et 120 min)
les taux d’hémolyse ne varient plus. (Fig.57; Tab. 10, annexe). Ces résultats
indiquent que le temps d’incubation optimal des globules rouges des souris avec
les saponines de tégument oral d’Echinaster sepositus est de 60 minutes.

Extraits des saponines obtenues a partir de I’estomac d’Echinaster sepositus

Les pourcentages d’hémolyse provoqués par les extraits de saponines isolées a partir
de I’estomac d’Echinaster sepositus sont présentés dans la figure 58.
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Figure 58: Pourcentages d’hémolyse provoqués par I’extrait de saponine obtenue a
partir d’estomac d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont
employés a 2 %, pH=7.4. Les concentrations utilisées sont de 25 %, 50 %, 75 % et
100 %.

Les résultats obtenus des extraits des saponines de I’estomac d’Echinaster sepositus
montrent que le processus d’hémolyse des globules rouges des souris, est en fonction
du temps d’incubation, au méme titre que les extraits isolés a partir des gonades, de
tégument aboral de tégument oral.

Les pourcentages d’hémolyse enregistrés entre 5 et 60 minutes d’incubation
augmentent d’une valeur minimale de I’ordre de 8.38 % (pour une concentration
d’extrait de 25 %) a une valeur maximale de I’ordre de 99.68 % (pour une
concentration d’extrait de 100 %) (Fig.58; Tab. 11, annexe3). Au-dela de 60
minutes d’incubation (80 min, 100 min, 120 min) les taux d’hémolyse ne montrent
plus de variation. Ces resultats indiquent que le temps d’incubation optimal des
globules rouges des souris avec les saponines de I’estomac d’Echinaster sepositus
est de 60 minutes.

Extraits des saponines obtenues a partir des caeca pyloriques d’Echinaster
sepositus

La figure 59 représente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
isolées a partir du tégument oral d’Echinaster sepositus.

Les résultats enregistrés dans la figure 59 montrent que les pourcentages
hémolytiques provoqués par les extraits des saponines des caeca pyloriques,
augmentent en fonction du temps d’incubation. Une activité hémolytique de I’ordre
de 7.86 % a €été notée pour une concentration de 25 % et en un temps d’incubation de
5 minutes.
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Cette activité augmente pour atteindre des valeurs maximales a 60 minutes
d’incubation, les taux d’hémolyse enregistrés sont de I’ordre de 58. 27 %, de 59.72
%, de 72.35 % et de 99.69 % (pour des concentrations de I’ordre de 25 %, de 50 %,
de 75% et de 100 % respectivement). Ces valeurs ne varient plus a 80 min, 100 min
et a 120 min d’incubation (Fig.59; Tab.12, annexe 3).

Ce qui indique que le temps d’incubation optimal est de 60 minutes pour les
extraits des saponines isolées a partir des caeca pyloriques.
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Figure 59: Pourcentages d’hémolyse provoqués par I’extrait de saponine obtenue a
partir des caeca pyloriques d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris
sont employés a 2 %, pH=7.4. Les concentrations utilisees sont de 25 %, 50 %, 75 %
et 100 %.

Les figures 55; 56; 57; 58; 59 confirment le choix du temps d’incubation de 60
minutes pour les études qui suivent (effet de concentration et effet de tempeérature sur
I’activité hémolytique). En effet, au-dela de 60 minutes pour toutes les
concentrations de chaque extrait il n’y a aucune amélioration significative dans le
pourcentage d’hémolyse (Tab. 13). Ce choix repose entre autres, sur les données de
la littérature rapportant les études de I’activité hémolytique des saponines des
"étoiles de mer".

S’intéressant aux saponines issues de Pycnopodia helianthoides, Asteria forbesi,
Patiria miniata, Pisaster ochraceous, et Pisaster brevispinus Guido et al. (1965) ont
utilisé un temps d’incubation d’une heure pour évaluer I’activité hémolytique des
saponines isolées de ces especes.

En étudiant I’activité cytotoxique et hémolytique des glycosides stéroidiques de
I’""étoile de mer" Mediaster murrayi, Nina et al. (2003) ont utilisé une heure comme
temps maximum d’incubation.
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IVV.1.2. Effet de la concentration sur I’activité hémolytique

Les pourcentages d’hémolyse de chaque extrait de saponine d’Echinaster sepositus
provoqués suite a I’incubation des globules rouges pendant 60 min, a différentes
concentrations sont représentés dans la figure 60.
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Figure 60: Pourcentages d’hémolyse provoqués par les extraits de saponine
d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %. Temps
d’incubation: 60 min. pH= 7.4. Les concentrations sont de 25 %, 50 %,75 %, 100 %.

L’allure des courbes montre, dans un premier temps que I’augmentation de la
concentration des saponines induit a une augmentation de la capacité hémolytique.

D’aprés les résultats obtenus, on note pour une concentration de 25 % un
pourcentage hémolytique de I’ordre de 62.99 %, 52.99 %, 59.34 %, 58.89 %, 58.27
% (pour les extraits de saponine obtenus respectivement a partir des gonades, du
tégument aboral, du tégument oral, de I’estomac et des caeca pyloriques). Ce
pourcentage d’hémolyse augmente jusqu’a 99 % pour une concentration de 100%
(extrait brut), il est de I’ordre de 99.98 % pour les saponines des gonades, de 99.85 %
pour les saponines du tégument aboral, de 99.78 % pour les saponines du tégument
oral, de 99.68 % pour les saponines de I’estomac et de 99.67 % pour les saponines
des caeca pyloriques.

Ces résultats nous amenent a déduire:

e Que I’activité hémolytique est proportionnelle aux concentrations des
extraits de saponine d’Echinaster sepositus. En effet, plus la
concentration des saponines est élevee plus I’effet hémolytique est
important.
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e Et que les saponines d’Echinaster sepositus possédent un pouvoir
hémolytique trop fort, car le pourcentage hémolytique est fortement éleveé
sous I’effet d’une concentration de I’ordre de 25 % d’extrait avec un taux
d’hémolyse dépassant les 50 % (pour un temps d’incubation de 60 min). Et
I’extrait brut provoque une lyse totale des globules rouges et libération
d’hémoglobine, avec un indice hémolytique de 1 pour les saponines des
différents organes.

Les diverses études réalisées par Guido et al. (1965); Mackie et al. (1975; 1977)
Nina et al. (2003) sur les saponines des "étoiles de mer" confirment que les
saponines des astéries montrent une forte activité hémolytique. Takechi et al.
(1992%1); Takechi et tanaka (1995°%) ont rapporté dans leurs travaux que I’activité
hémolytique des saponines stéroidiques est plus importante que celle des saponines
triterpénoides. Ce qui peut justifier les taux d’hémolyse élevés provoques par les
saponines d’Echinaster sepositus.

Selon la littérature, I’activité hémolytiqgue des saponines est exprimée par la
concentration qui provoque 50 % d’hémolyse (Nina et al., 2003, Mackie et al.,
1975).

Le tableau 14 représente ces concentrations pour les différents extraits a différents
temps d’incubation.

2! Takechi et al., 1992 in Masayuki et al., 1996.

22 Takechi an tanaka, 1995 in Masayuki et al., 1996.
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Tableau 14: Activité hémolytique des saponines d’Echinaster sepositus,

concentration provoquant 50 % d’hémolyse a différents temps d’incubation.

Temps d’incubation (min)

Origine de 60 40 20 10
saponine
[C] Hémolyse [C] Hémolyse [C] Hémolyse [C] Hémolyse
d’extrait en % d’extrait en % d’extrait en % d’extrait en %
% % % %
G 25 62.99 50 66.45 50 58.17 75 54.13
Tab 25 52.99 50 63.65 50 62.21 75 47.72
TO 25 59.34 50 59.21 50 46.06 100 52.69
E 25 58.89 50 55.07 50 46.99 100 64.07
CcP 25 58.27 50 44.30 50 30.95 100 52.68
Total des 5 5 5 5
essais

Selon les résultats portés dans le tableau 14, & 10 min d’incubation 50 % d’hémolyse
est provoqué par une concentration de 75 % pour les saponines des gonades et de
tégument aboral, et par une concentration de 100 % pour les saponines issues de
tégument oral, estomac et caeca pylorique. En revanche, a 60 minutes d’incubation le
taux d’hémolyse de 50 % est provoqué par une concentration de 25 % pour les cing
extraits de saponine (extrait des gonades, du tégument aboral, du tégument oral, de
I’estomac et de caeca pyloriques).

Ces resultats indiquent une relation proportionnelle entre I’activité hémolytique
et les concentrations des extraits de saponines, et entre I’activité hémolytique et
la durée de I’incubation de I’extrait de saponine avec les globules rouges.
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Ces résultats correspondent avec ceux obtenus par Guido et al. (1965); Mackie et al.
(1975; 1977); Nina et al. (2003). Ces chercheurs ont démontré dans leurs travaux sur
I’activité hémolytique des saponines des "étoiles de mer" que le pouvoir hémolyse
des saponines est influencé par le temps d’incubation et la concentration de
I’extrait.

IV.1.3. Effet de la température sur I’activité hémolytique

La température est un facteur important pour l'activité biologique des composés
amphiphiles (Prokof’eva et al., 2003; Chou et al., 1999). De ce fait, et afin de mieux
comprendre I’impact de la variation de la température sur I’hémolyse des globules
rouges des souris, par les saponines d’Echinaster sepositus, des essais ont été
effectués, en variant la température (20°C, 25°C, 37°C et 45°C).

Les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines de différents organes
d’Echinaster sepositus, suite a une incubation a différentes températures sont
représentés dans la figure 61.
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Figure 61: Pourcentages d’hémolyse provoqués par les extraits de saponine
d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %. Temps
d’incubation: 60 min. pH= 7.4. La concentration est de 50 %.

G: gobade, Tab: tégument abora, TO: tégument oral, E: Estomac, CP: Caeca

pylorique.

La figure 61 démontre que pour une concentration de 50 % des extraits de saponine
d’Echinaster sepositus, le pourcentage d’hémolyse a 20°C est de I’ordre de 36.746
%, 37.36 %, 37.263, 34.46 %, 29.91 % pour les saponines obtenues respectivement a
partir des gonades, du tégument aboral, du tégument oral, de I’ estomac et des caeca
pyloriques. Cette activité hémolytique augmente en fonction de la température
d’incubation.

Pour une tempeérature de 25°C, des taux d’hémolyse de I’ordre de 50 % ont été
enregistrés, a cette température les pourcentages d’hémolyse provoqués par les
saponines obtenus a partir des gonades, du tégument oral, du tégument aboral, de
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I’estomac et des caeca pylorique sont respectivement 55.274 %, 56.102 %, 56.102 %,
51.858 %, 45,854 %.

Pour une température de 37°C et 45°C, on note des taux d’hémolyse de I’ordre de 70
% pour les saponines de I’estomac et des caeca pyloriques et de I’ordre de 90 % pour
les saponines des gonades, du tégument aboral et oral.

D’apres ces résultats, on conclut qu’une augmentation de la température produit
une augmentation apparente de [I’activité hémolytique des saponines
d’Echinaster sepositus. Nina et al. (2003) ont abouti a la méme conclusion dans
leurs études portant sur les saponines isolées de I’"étoile de mer" Mediaster Murrayi.

Afin de confirmer cette conclusion nous avons effectué une étude comparative des
capacités hémolytiques des cing extraits de saponines a I’encontre des les globules
rouges des souris a différentes températures d’incubation et a différentes
concentrations.

Les résultats obtenus pour les différents extraits de saponines sont présentés
dans les figures 62; 63; 64; 65 et 66 et (Tab. 8;9;10;11;12, annexe3).

Extraits de saponines obtenues a partir des gonades d’Echinaster sepositus

La figure 62 représente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
isolées a partir des gonades d’Echinaster sepositus.
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Figure 62: Activité hémolytique de I’extrait de saponine obtenue a partir des
gonades d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %.
Temps d’incubation 60 min. pH= 7.4. Les concentrations sont de 25 %, 50 %, 75 %,
100 %.

D’apres les résultats représentés dans la figure 62, I’activité hémolytique exercee par
les saponines des gonades d’Echinaster sepositus a I’encontre des globules rouges est
en fonction de la température et de la concentration de I’extrait.
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En effet, pour une température d’incubation de 20°C [I’activité hémolytique
enregistrée est de I’ordre de 26.49 %, de 36.74 %, de 47. 71 % et de 49.99 % pour
des concentrations d’extrait de I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et 100 %
respectivement. Cette activité augmente avec I’augmentation de la température pour
atteindre des valeurs maximales a 47°C. A cette température les valeurs enregistrées
sont de I’ordre de 67.69 %, de 92.64 %, de 99.67 % et de 99.98 % pour des
concentrations d’extrait de I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et 100 % respectivement.
Ces résultats indiquent que pour une température d’incubation donnée, le
pourcentage hémolyse augmente avec I’augmentation de la concentration des
extraits des saponines des gonades.

Les résultats obtenus montrent aussi que pour chaque concentration d’extrait testée,
le pouvoir hémolytique augmente avec I’augmentation de la température
d’incubation (Fig. 62; Tab. 8, annexe 3). Exemple, pour une concentration de 25 %
d’extrait de saponine des gonades, le pouvoir hémolytique enregistré est de 26.49 %
pour une température d’incubation de 20°C, de 39.85 % pour une température
d’incubation de 25°C, de 62.96 % pour une température d’incubation de 37°C et de
67.69 % pour une température d’incubation de 45°C.

Ces résultats montrent I’effet combiné de la concentration des saponines des
gonades d’Echinaster sepositus et de la température d’incubation sur I’hémolyse
des globules rouges des souris.

Extraits de saponines obtenues a partir du tégument aboral d’Echinaster
sepositus

La figure 63 représente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
isolées a partir du tégument aboral d’Echinaster sepositus.
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Figure 63: Activité hémolytiqgue de I’extrait de saponine obtenue a partir du
tégument aboral d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont
employes a 2 %. Temps d’incubation: 60 min. pH= 7.4. Les concentrations sont de
25 %, 50 %, 75 %, 100 %.

119



Résultats et discussion

Les résultats enregistrés dans la figure 63 montrent que le pourcentage hémolytique
provoqué par les extraits des saponines du tégument aboral augmente avec
I’augmentation de la température d’incubation et avec I’augmentation de la
concentration d’extrait.

Pour une température de 20°C, on note des pourcentages d’hémolyses de I’ordre de
27.43 %, de 37.36 %, de 48.13 % et de 49.47 % (pour des concentrations d’extrait de
I’ordre de 25 %, de 50 %, 75 %, et de 100 % respectivement). Cette activité
augmente pour atteindre des valeurs maximales a une température d’incubation de
47°C. Les taux d’hémolyse enregistrés a cette température sont de I’ordre de 66.76
%, de 93.67 %, de 98.4 % et de 99.78 % (pour des concentrations de I’ordre de 25 %,
de 50 %, de75 % et de 100 %. Ces résultats indiquent que pour une température
d’incubation donnée, le pourcentage d’hémolyse augmente avec I’augmentation
de la concentration d’extrait des saponines de tégument aboral.

Les pourcentages d’hémolyse enregistrés pour les différentes concentrations
montrent que pour chaque concentration d’extrait testée, le taux d’hémolyse des
globules rouges des souris augmente avec I’augmentation de la température
d’incubation (Fig. 63; Tab. 9, en annexe 3). Par exemple, pour une concentration de
25 % de I’extrait des saponines de tégument aboral, les taux d’hémolyse enregistrés
sont de 27.43 %; de 39.95 %, de 60.96 % et 66.76 % (pour des températures
d’incubation de 20°C, 25°C, 37°C, 45°C respectivement).

Ces resultats montrent I’effet combine de la concentration des saponines de
tégument aboral d’Echinaster sepositus et de la température d’incubation sur
I’hémolyse des globules rouges des souris.

e Extraits des saponines obtenues a partir du tegument oral d’Echinaster
sepositus

La figure 64 représente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
isolées a partir du tégument oral d’Echinaster sepositus.
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Figure 64: Activité hémolytiqgue de I’extrait de saponine obtenue a partir du
tégument oral d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés
a2 %. Temps d’incubation: 60 min. pH= 7.4. Les concentrations sont de 25 %, 50 %,
75 %, 100 %.
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D’apres la figure 64, I’extrait de saponine obtenue a partir du tégument oral
d’Echinaster sepositus a montré une importante activité hémolytique qui dépend de
la température d’incubation et de la concentration d’extrait.

En effet, pour les concentrations testées (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) les taux
d’hémolyse enregistrés a 20°C sont de I’ordre de 26.39 %, de 37.26 %, de 48.02 %,
49.16 % respectivement. Une augmentation trés importante de I’activité hémolytique
est notée a une température de 47°C. Les pourcentages enregistrés pour les
concentrations testées (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) sont de I’ordre de 66.24 %, de
99.36 %, 99.26 % et de 99.88 % respectivement. Ces résultats indiquent que pour
une température donnée d’incubation le pourcentage d’hémolyse augmente
avec I’augmentation de la concentration de I’extrait des saponines du tégument
aboral.

Les résultats obtenus montrent aussi que I’effet hémolytique augmente pour chaque
concentration d’extrait avec I’augmentation de la température d’incubation (Fig. 64;
Tab. 10, annexe 3). Exemple, pour une concentration de 25 % d’extrait de saponines
du tégument oral, les pourcentages d’hémolyse notés sont de: 26.39 %; 39.85 %;
51.34 %; 66.24 % (pour des températures d’incubation de: 20°C; 25°C; 37°C; 45°C
respectivement).

Ces resultats montrent I’effet combiné de la concentration des saponines de
tégument oral d’Echinaster sepositus et de la température d’incubation sur
I’hémolyse des globules rouges des souris.

e Extraits des saponines obtenues a partir de I’estomac d’Echinaster
sepositus

La figure 65 représente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
isolées a partir d’estomac d’Echinaster sepositus.
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Figure 65 : Activité hémolytique de I’extrait de saponine obtenue a partir d’estomac
d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %. Temps
d’incubation: 60 min. pH= 7.4. Les concentrations sont de 25 %, 50 %, 75 %, 100 %.
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D’apres la figure 65, on note qu’a une température d’incubation de 20°C des
pourcentages d’hémolyse de I’ordre de29.39 %, de 34.46 %, de 47.09 % et de 49.780
% (pour les concentrations d’extrait de I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et 100 %
respectivement).

Ces pourcentages augmentent avec I’augmentation de la température d’incubation
pour atteindre a 47°C des valeurs de I’ordre de 73.99 % pour un extrait de 25 % de
concentration, de 86.63 % pour un extrait de 50 % de concentration, de 99.63 %pour
un extrait de 75 % de concentration et 99.78 % pour I’extrait brut (100 %). Ces
résultats indiquent que pour une température d’incubation donnée, le
pourcentage hémolyse augmente avec I’augmentation de la concentration de
I’extrait des saponines de I’estomac. Et pour chaque concentration testée les taux
d’hémolyse augmentent avec I’augmentation de la température (Fig. 65; Tab. 11,
annexe 3). En effet, pour une concentration de 25 % d’extrait des saponines
d’estomac, les pourcentages d’hémolyse notés sont de 25.39 %, 43.88 %, 58.89 %,
73.38 % (pour des temperatures d’incubation de 20°C, 25°C; 37°C, 45°C
respectivement)

Ces resultats montrent I’effet combine de la concentration des saponines de
I’estomac d’Echinaster sepositus et de la température d’incubation sur
I’hémolyse des globules rouges des souris.

e Extraits de saponines obtenues a partir des caeca pyloriques
d’Echinaster sepositus

La figure 66 présente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
isolés a partir des caeca pyloriques d’Echinaster sepositus.
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Figure 66: Activité hémolytique de I’extrait de saponine obtenue a partir des caeca
pyloriques d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employes a 2
%. Temps d’incubation: 60min. pH= 7.4. Les concentrations sont de 25 %, 50 %, 75
%, 100 %.

Les taux d’hemolyse enregistrés entre une température d’incubation de 20°C et de
45°C montrent que I’activité hémolytique de I’extrait de saponine obtenue a partir
des caeca pyloriques d’Echinaster sepositus est en fonction de la température
d’incubation et de la concentration des extraits.
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Pour une température de 20°C, les taux d’hémolyse sont de I’ordre de 28.91 %, de
29.91 %, de 35.71 %, de 35.71 %, de 49.27% (pour les concentrations d’extrait de
I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et 100 % respectivement). Pour une température de
47°C, les taux d’hémolyse sont de I’ordre de 72.76 %, de74.62 %, de 90.15 %, de
99.98 % (pour les concentrations d’extrait de I’ordre de 25 %, 50 %, 75 % et 100 %
respectivement). Ces taux d’hémolyse enregistrés indiquent que I’effet hémolytique
de chaque concentration testée augmente avec I’augmentation de la température
d’incubation (Fig. 66; Tab. 12, annexe). Pour une concentration de 25 % d’extrait
de saponine des caeca pyloriques, les pourcentages d’hémolyse notés sont de: 28.911
%; 42.5 %; 85.27 %; 72.76 % (pour des températures d’incubation de 20°C; 25°C;
37°C ; 45°C respectivement)

Ces résultats montrent I’effet combiné de la concentration des saponines des
caeca pyloriques d’Echinaster sepositus et de la température d’incubation sur
I’hémolyse des globules rouges des souris.

Le tableau 15 représente les concentrations des saponines qui provoquent la
libération de 50 % d’hémoglobines a différentes températures d’incubation, pour les
différents extraits testés.

Tableau 15: Concentration des saponines qui provoque la libération de 50 %
d’hémoglobine a différentes températures d’incubation.

Température d’incubation (°C)
Origine
Des 20 25 37 45

saponines [C] Hémolyse [C] [Hémolyse [C] Hémolyse [C] |Hémolyse

d’extrait en % d’extrait en % d’extrait en % d’extrait en %

% % % %

G 100 49.99 50 55.27 25 62.97 25 67.69
Tab 100 49.48 50 56.102 25 60.97 25 66.76
TO 100 59.17 50 56.102 25 51.34 25 66.25
E 100 49.79 50 51.86 25 48.89 25 73.39
CP 100 9.27 75 54.13 25 58.27 25 72.77

D’apres le tableau 15 on constate que la libération de 50 % d’hémoglobine, a 20°C
est induite par une concentration de 100 % (extrait brut) pour les cing extraits.
Cependant a 25°C, elle est provoquée par une concentration de 50 % pour les
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saponines obtenues a partir des gonades, de tégument aboral, de tégument oral et
d’stomac et une concentration de 75 % pour les saponines des caeca pyloriques.

A une température de 37°C et a 45°C I’hémolyse de 50 % des globules rouges est
provoquée par une concentration de 25 % pour tous les extraits de saponines
d’Echinaster sepositus.

La figure 67 représente les pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines
brutes (100 %) d’Echinaster sepositus a différentes températures (20°C, 25°C, 37°C,
45°C).

120

& Pourcentage
100 d'hémolyse a 20 °C

L ¥ Pourcentage
= & d'hémolyse & 25 °C

f&E, 60 u Pourcentage
e} n d'hémolyse a 37 °C

S H Pourcentage
20 d'hémolyse a 45 °C

G Tab TO E CP

Figure 67: Pourcentages d’hémolyse provoqués par les extraits des saponines
d’Echinaster sepositus. Les globules rouges des souris sont employés a 2 %. Temps
d’incubation: 60 min, 80 min. pH= 7.4. La concentration est de 100 %. G: Conade,
Tab: tégument aboral, TO: tégument oral, E: estomac, CP: Caeca pyloriques.

D’apres cette figure, nous observons une amélioration significative de la capacité
hémolytique des différents extraits a une concentration de 100 % quand la
température augmente de 37°C a 45°C (Tab. 16; Fig. 67).
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Tableau 16: Activité hémolytique des saponines d’Echinaster sepositus. A une
concentration de 100 % et des températures de 37°C, 45°C.

Température d’incubation (°C)
Origine de 37 45
saponines Concentration % d’hémolyse Concentration % d’hémolyse
des saponines % des saponines %

G 100 99.99 100 99.99
Tab 100 99.85 100 99.78
TO 100 99.78 100 99.88

E 100 99.68 100 99.78
Cp 100 99.98 100 99.99

Total des 5 5 5 5
ssais

G: Conade, Tab: tégument aboral, TO: tégument oral, E: estomac, CP: Caeca
pyloriques.

Ces résultats indiquent que [I’augmentation de la température produit une
augmentation du pouvoir hémolytique des saponines d’Echinaster sepositus sur les
globules rouges des souris, et demontre I’effet combiné de la concentration des
extraits et de la température d’incubation sur la capacité hémolytique des
saponines d’Echinaster sepositus.

En conclusion, nous avons démontré que I’activité hémolytique des saponines
des différents compartiments anatomiques d’Echinaster sepositus (gonade,
tégument aboral, tégument oral, estomac et caeca pylorique) dépend du temps
d’incubation, de concentration de I’extrait des saponines et de la température
d’incubation.

IV.1.4. Activité hémolytique et la teneur des saponines

Les méthodes précédemment exploitées pour estimer les teneurs des saponines des
"étoiles de mer" ont été dépendus de I'effet hémolytique des saponines (Mackie et
al., 1977; Yasumoto et al., 1966).

La figure 68 montre I’effet hémolytique des différents extraits de saponines issues
de différents organes d’Echinaster sepositus a savoir les gonade(G), le tégument
aboral (Tab), le té¢gument oral(TO), I’estomac (E), les caeca pyloriques (CP).
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Figure 68: Pourcentages d’hémolyse provoqués par les différents extraits des
saponines d’Echinaster sepositus. pH= 7.4. La concentration est de 100 % (extrait
brut), temps d’incubatio est de 60 min.

Cette figure permet d’émettre des conclusions sur les extraits les plus actifs et les
quantités des saponines présentes dans les différents organes d’Echinaster sepositus.
Un pouvoir hémolytique trés fort est enregistré pour les saponines des gonades
d’Echinaster sepositus avec un pourcentage d’hémolyse de I’ordre de 99.989 % (100
%) pour I’extrait brut suite a une incubation de 60 min, ce qui le caractérise comme
étant I’extrait le plus actif, suivi des extraits de saponine obtenus a partir du tégument
aboral et oral avec des taux d’hémolyse de I'ordre de 99.85 % et 99.78 %
respectivement.

Selon les résultats obtenus le degré de I’activité hémolytique de saponines étudiées
sera décrit selon le classement décroissant suivant:

Saponine des gonades > saponine du tégument aboral > saponine du tégument oral >
saponine de I’estomac > saponine des caeca pylorique. La quantité des saponines
dans les différents organes d’Echinaster sepositus suit le méme classement. Selon
Yasumoto et al. (1966); Mackie et al. (1977).

Cette différence dans le degré de toxicité des différentes saponines d’Echinaster
sepositus a I’encontre des globules rouges peut étre attribuée a:

e Laquantité des saponines dans les différents organes.

e La structure chimique des saponines qui reflete I’existence de grandes
diversités chimiques des molécules des saponines et une hétérogéneité inter —
organe importante.
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Les travaux realises par les différents chercheurs sur plusieurs especes d’astérie ont
démontré que les saponines ne sont pas réparties de fagon uniforme dans les
constituants anatomiques d'une méme espece et entre les différentes espéces.

En se référant a l'activité hémolytique des extraits, de fortes concentrations des
saponines ont été retrouveées dans I'estomac, les caeca pylorigues et les gonades chez
Asterias rubens (Yasumoto et al., 1966). Cependant VVoogt et Huiskamp (1979) ont
rapporté que les ovocytes d’Asterias rubens contiennent la plus forte concentration
de saponines. Selon les mémes auteurs les saponines sont absentes ou non
détectables dans le liquide périvicéral d’Asterias rubens. Chez Asterias murensis les
concentrations les plus élevées des saponines ont été retrouvees dans l'estomac et les
gonades (Yasumoto et al,. 1966). Chez Crossaster papposus les podia sont les plus
riches en saponines et chez Solaster endeca c’est les sillons des épines marginales
qui contiennent de fortes concentrations (Mayo et Mackie, 1976). Cependant chez
Asterias pianci des quantités comparables des saponines du méme type chimique
sont presentes dans les ceufs, les ovaires et dans I"étoile de mer™ entiere (Mackie et
al., 1975). Les études de Feder et Arvidsson (1967); Mackie et al. (1977) sur les
saponines de Martasterias glacialis ont montré que I'épiderme, les podia et lI'estomac
contiennent les plus grandes quantités de saponines.

Plusieurs auteurs ont émis des hypotheses pour expliquer cette répartition
quantitative des saponines dans les différents organes des "etoiles de mer" en se
basant sur le role des saponines dans ces organes. Mackie et al. (1975) suggerent que
la présence des saponines au niveau des gonades et des larves sert de défenses contre
les agents chimiques et contre la prédation par les poissons planctonophages. Ce qui
peut expliquer la présence des saponines en quantités élevées dans les gonades
d’Echinaster sepositus. La présence des teneurs élevées des saponines dans les podai
et I'épiderme, expliquent les réactions violentes d'évasion observées chez beaucoup
d'invertébrés marins en contact avec les "étoiles de mer", elles sont compatibles avec
le rdle des saponines comme systeme de défense contre les agents chimiques, contre
les prédateurs, les parasites et les micro-organismes (Mackie et al., 1977). Les
mémes auteurs suggerent que les saponines d’estomac et des caeca pyloriques
peuvent jouer un réle dans la solubilisation du cholestérol de la proie d’estomac et
des caeca pyloriques (Mackie et al., 1977).

En relation avec ces différentes fonctions biologiques, plusieurs chercheurs
ont suggéré que chaque organe posséde son propre mélange de saponine
(Mackie et al., 1977; Voogt et Van Rheenen, 1982; Voogt et Groot, 1983;
Garneau et al., 1989; Kisha et al., 2001). Les travaux de Demeyer et al. (2014) sur
I”’hétérogenéité inter-organes des saponines d’Asterias rubens ont confirmé cette
hypothese. Dans leurs etudes ces auteurs ont montré que chaque organe est
caractérisé par un mélange spécifique des saponines

L activité hémolytique des saponines est aussi corrélée avec leurs compositions et
structures chimiques. En effet, le potentiel hémolytique des saponines est affecté par
toutes les caractéristiques de sa composition chimique y compris (i) la structure de la
partie aglycone (Voutquenne et al., 2002; Gautier et al., 2009), (ii) le nombre des
saccharides de la chaine latérale et la longueur de cette cahine (Voutquenne et al.,
2002; Chwalek et al., 2006).
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(iii) le type et la variation de I’enchainement des unités de sucre dans la
chaine latérale (Chwalek et al., 2006) et la position de(s)groupement(e)
sulfate(s)(Kalinin et al., 1996).

Selon les données de la littérature et les résultats rapportés dans notre étude
concernant I’activité hémolytique d’Echinaster sepositus on peut émettre les
conclusions suivantes:

- La teneur en saponine est plus importante dans les gonades et les teguments.
Elles présentent une activité hémolytique importante ce qui peut justifier la
présence des saponines hémolytiques prédominantes dans les gonades et le
tégument;

- L’estomac et les caeca pyloriques présentent aussi des quantités importantes
de saponine avec une activité hémolytique importante mais inférieure a celle
des gonades et de tégument.

IV.1.5. Activité hémolytique des saponines et les fluctuations saisonniéres de la
teneur des saponines dans les gonades

Afin d’étudier la variation saisonniére de la teneur des saponines dans les gonades
d’Echinaster sepositus. Une étude comparative du pouvoir hémolytique des
saponines issues des gonades de différents individus d'Echinaster sepositus,
échantillonnés sur une période d’une année (de septembre 2013 a septembre 2014), a
été effectuée. L étude de la variation saisonniére des saponines gonadiques a éte faite
sur I’ensemble de la population sans distinction entre le mal et la femelle car
Echinaster sepositus est une espéce gonochorique mais présente un taux
d’hermaphrodisme important (Cognetti et Delavanlt, 1957).

La figure 69 montre les pourcentages d’hémolyse moyens provoques par les
saponines des gonades d’Echinaster sepositus.
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Figure 69: Pourcentages d’hémolyse provoqués par les saponines des gonades
d’Echinaster sepositus.
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D’apres la figure 69, nous observons que le pouvoir hémolytique des saponines des
gonades d’Echinaster sepositus sur les érythrocytes des souris differe d’un extrait a
un autre selon le mois de prélévement des individus.

Les saponines gonadiques des individus d’hiver montrent un pouvoir hémolytique
tres puissant de I’ordre de 99.33 % en moyenne, ce pouvoir hémolytique diminue
pour les extraits d’été avec des pourcentages d’hémolyse moyens de 87.80 %. Par
contre, les extraits d’automne sont plus actifs avec un pourcentage d’hémolyse
moyen de 95.35 %. Ces resultats reflétent la teneur des saponines au niveau des
gonades et leurs variations saisonniéres, ils montrent clairement que la teneur des
saponines dans les gonades est basse en été, augmente a partir du septembre pour
atteindre des teneurs maximales en hiver, puis diminue apres le mois d’avril.

Pour pouvoir expliquer ces résultats les indices gonadosomatiques moyens des
individus d’Echinaster sepositus échantillonnés sur une période d’une année sont
représentés sur la figures 70 et le tableau 17.
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Graphique 70: Variance mensuelle de I’indice gonadosomatique de la population
d’Echinaster sepositus étudiee.
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Tableau 17: Evaluation mensuelle de I’indice ganadosamtique moyen pour
I’ensemble de la population d’Echinaster sepositus étudiée.

Mois IGm Mois IGm Effectifs
Septembre 5.06 (x0.24) Mars 7.08 (x0.12) 10
Octobre 5.44 (£0.44) Avril 7.09 (x0.27) 10
Novembre 6.27 (£0.41) Mai 5.691 (£0.53) 10
Décembre 6.46 (+£0.53) Juin 3.51 (£0.18) 10
Janvier 6.60 (£0.53) Juillet 3.35 (+0.21) 10
Février 6.82 (£0.12) Aout 3.27 (x0.21) 10

Septembre 4.76 (x0.24) 10

IG m: indice gonadosomatique moyen

Le suivi mensuel montre que I’indice gonadosomatique augmente progressivement
en automne pour atteindre des valeurs élevées en hiver et en printemps, avec des
valeurs de 5.06 (£0.24) et de 7.09 (x0.27) en mois de septembre et mois d’avril
respectivement. Puis chute brutalement en été pour revenir a des valeurs relativement
élevées en automne, avec respectivement 3.51 (+£0.18) et 4.76 (+0.24) en mois de
mai et septembre.

D’apres Cognetti et Delavanlt (1957); Marsh et al. (1985); Riesgo et al. (2011) les
fluctuations de I’indice gonadosomatique d’Echinaster sepositus sont liées
directement a I’état de maturation des gonades. Selon ces auteurs la maturation des
gonades d’Echinaster sepositus est précoce, elle débute en automne et s’achéve en
début d’été. La chute de I’indice gonadisomatique en été avec une valeur moyenne
de 3,81(x0.08) indique une ponte chez la population d’Echinaster sepositus. En effet,
Selon Cognetti et Delavanlt (1957) et Marsh et al. (1985); Riesgo et al. (2011) la
ponte d’Echinaster sepositus se fait en été et peut s’étendre jusqu’au début
d’automne.

L analyse des résultats représenteés dans la figure 69 et 70 indiquent une corrélation
positive entre I’indice gonadosomatique, et la teneur des saponines dans les gonades.
D’aprés la figure 60, on peut conclure que les saponines sont présentes dans les

gonades d’Echinaster sepositus tout au long de I'année, alors que leur concentration
montre un modeéle de fluctuation saisonniere:

e Durant le mois de septembre jusqu’ au mois de janvier on marque une
augmentation de la concentration des saponines qu’est corrélé avec
I’augmentation de poids des gonades et par conséquent [I’indice
gonadosomatique grimpe au mois de septembre de 5.06 (+0.24) au 6.60
(x0.53) au mois de janvier.

e De mois du janvier jusqu’au mois d’avril la concentration des saponines
reste toujours élevée mais montre une légére diminution (pourcentage
d’hémolyse de I’ordre de 99.98 % pour les extraits de mois de janvier et de
99.24 % pour les extraits de mois d’avril). Tandis que [I’indice
gonadosomatique augmente toujours jusqu’au mois d’avril (Il est de 6.60
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(£0.53) au mois de janvier et de 7.09 (x0.27) au mois d’avril. Cognetti et
Delavanlt (1957); Riesgo et al. (2011) ont montré que durant cette période
(du moins de févriers a avril), les ovaires contiennent a la fois des ovocytes
en cours de croissance et des ovocytes en voie de maturation, cependant la
spermatogenese est bien établie en février et se poursuit en avril. Ces résultats
justifient I’augmentation de I’indice gonadsomatique, dans notre étude.

e Du mois d’avril au mois de juin, la concentration des saponines est basse
(activité hemolytique de I’ordre 94.74 %) et I’indice gonadosomatique chute
brutalement de 7.09 au mois d’avril a 3.51 en juin.

e De la mi-juin jusqu’a la fin aout et début septembre, la concentration des
saponines diminue (le pourcentage d’hémolyse diminue de 90.01 % pour les
extraits du mois de juin jusqu’a 89.53 % pour les extraits de mois du
septembre). Cependant le poids des gonades est toujours bas mais demeure
pratiguement inchange et en conséquent I’indice gonadosomatique est
constant de I’ordre de 3.51 (£0.18), de 3.35 (x0.21), de 3.27 (x0.18) pour le
mois de juin, juillet et aout respectivement. Durant cette période (juillet) et
selon Cognetti et Delavanlt (1960); Riesgo et al. (2011). Les ovaires
d’Echinaster sepositus ont expulsé la plupart des ovocytes mdrs, elles sont
susceptibles de contenir de jeunes ovocytes alors que la spermatogenése est
achevée. Ce qui peut expliquer les wvaleurs basses de [I’indice
gonadosomatique obtenues dans notre étude.

Des fluctuations saisonnieres au niveau de I’abondance des saponines dans les
gonades des "étoiles de mer" ont été démontrées par plusieurs auteurs. Voogt et
Huiskanp (1979) ont démontré que les saponines dans les gonades d Asterias rubens
sont de tres faibles concentrations aprés la ponte et qu'elles sont absentes durant le
reste de lI'année. En effet, la concentration des saponines chez Asterias rubens est
faible en été, augmente en automne, et elle est trés haute en hiver jusqu'a la ponte.
Selon Ikegami et Kamiya (1972 a); lkegami et al. (1972 b) le contenu en saponines
des ovaires atteint des valeurs minimales chez Asterias amurensi durant I'hiver.

Mackie et al. (1977) ont montré que la concentration des saponines dans les gonades

de Martasterias glacialis atteint son maximum en été durant la période de
reproduction.

Les données de littérature et nos résultats permettent d’y émettre 1I’hypothése
suivante: les saponines des gonades d’Echinaster sepositus semblent agir sur le
processus de reproduction de I’espéce. En effet, I’un des roles bien décrit des
saponines stéroidiques des "étoiles de mer" est leur intervention dans la réaction
acrosomique lors de la fécondation chez I’"étoile de mer™" Asterias amurensis. Cette
réaction fait intervenir 3 saponines, Co-ARIS | Co-ARIS Il et Co-ARIS I qui se
trouvent dans la zone pellucide des ovocytes (Naruse et al., 2010).
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1V.2. Activité antibactérienne
1V.2.1. Méthode de diffusion en milieu solide

Le tableau 18 résume I’ensemble des observations effectuees sur I’effet, des cing
extraits, des saponines D’Echinaster sepositus sur la croissance de souches
bactériennes testées.

Tableau 18: Sensibilité des bactéries aux saponines d’Echinaster sepositus.

Origine de I’extrait de saponines

Souches G Tab TO E CP

Sensible Résistante Résistante Résistante Résistante

Staphylococcus 1.54 cm - - - -
aureus

Escherichia coli Résistante Résistante Résistante Résistante Résistante
Pseudomonas Résistante Reésistante Résistante Résistante Résistante
aeruginosa

Les résultats ci-dessus concernent I’activité antibactérienne in vitro obtenue a I’aide
de la méthode de diffusion sur un milieu solide.

D’apres les résultats obtenus, il s’est avéré qu’aucune zone d’inhibition autour des
disques n’a été observée vis-a-vis Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Ces
bactéries possedent un potentiel de résistance trées élevé contre [I’action
antibactérienne des cinq extraits de saponine d’Echinaster sepositus. En revanche,
Staphylococcus aureus a montré une sensibilité a I’extrait de saponine des gonades
d’Echinaster sepositus.

Ces résultats concordent avec les travaux de Minale et al. (1982) qui ont testé I’effet
antibactérien des trois types des saponines des astérides (les glycosides de
polyhydroxystéroides, les astérosaponines, les saponines macrocycliques) sur les
bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Escherichia coli).

Leurs résultats ont indiqué que les saponines sont peu actives sur Staphylococcus
aureus (Gram positif) et non actives sur Escherichia coli (Gram négatif). La grande
résistance des bactéries a Gram négatif aux saponines peut étre liée en partie a la
complexité de I’enveloppe cellulaire de ces micro-organismes qui contiennent une
double membrane contrairement a la structure membranaire simple des bactéries
Gram positif.




Résultats et discussion

Les résultats obtenus ont montré aussi que les saponines du tégument aboral et oral,
d’estomac et des caeca pyloriques n’ont pas une activité antibactérienne. Par contre,
les saponines des gonades ont montré une activité antibactérienne modérée dont le
diametre de la zone d’inhibition est situé a 1.54 cm (Fig. 71).

Figure 71: Inhibition de prolifération de staphylococcus aureus par les saponines
gonadiques d’Echinaster sepositus.

La sensibilité des bactéries aux saponines est due a I’affinité de la sapogénine (la
partie glycone pour les stérols des membranes en particulier le cholestérol (Al Izzi et
al., 1992; Stonik et al., 1999; Jorg et al., 2011) avec lesquels se forment des
complexes insolubles (Bangham et Horne, 1962). Ces complexes générant des
canaux et des pores dans la membrane (Stonik et al., 1999; Jorg et al., 2011). Le
mécanisme d’action des saponines sur les membranes cellulaires est expliqué par
I’activité membanolytique des saponines (voir plus haut, p. 39).

La sensibilité variable de staphylococcus aureus vis-a-vis des saponines de différents
organes d’Echinaster sepositus nous permettent de suggérer que chaque organe
semble comprendre un mélange particulier d’isomeres de saponines.

Anderson et al. (1987; 1989) ont démonté que la Seposituside A d’Echinaster
sepositus n’a pas un effet antibactérien mais révele une activité cytotoxique
importante. Cependant ces derniers ont travaillé sur des saponines obtenues d’un
broyat d’un individu entier d’Echinaster sepositus et pas sur les extraits obtenus des
broyats d’organes bien ciblés (tégument, gonades, caeca pyloriques et d’estomac),
comme dans notre cas. Ce qui peut indiquer que les propriétés structurelles des
saponines des gonades sont un peu différentes des saponines des autres organes. En
effet, les mémes auteurs suggerent que la présence de groupement OH (fonction
alcool) en C 7 augmente I’activité antibactérienne.
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1V.2.2. Méthode de dilution en bouillon

Les résultats de la méthode de dilution en milieu solide sont motionnés dans le
tableau 19. Ce tableau montre les taux de survie de Staphylococcus aureus
déterminés par I’intermédiaire de la densité optique.

Tableau 19: Taux de survie de Staphylococcus aureus en présence des saponines
gonadiques d’Echinaster sepositus.

Concentration des saponines des gonades
20 % 40 % 60 % 80 % 100 %
La turbidité | +++ st Siidis T +
de tube
Taux de | 100 % 100 % 87 % 69 % 51 %
survie

+++: Tube trop trouble, ++: Tube trouble, +: Tube peu trouble.

Il est a noter que le témoin DMSO (diméthylsulfoxyde) n’a exercé aucune activité
inhibitrice, les colonies se développent normalement en sa présence.

D’apres les résultats on remarque que I’extrait brut inhibe la prolifération de
staphylococcus aureus a un pourcentage moyen de I’ordre 49 %. Ce qui indique
que les saponines testées ont un effet inhibiteur modéré vis-a-vis des
staphylococcus aureus. Ce résultat est en accord avec celui obtenu précédemment
dans la méthode de diffusion en milieu solide avec un diamétre de zone
d’inhibition de I’ordre de 1.54 cm.
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Conclusion

Notre étude s'est fixée comme objectif principal I’extraction des saponines
d’Echinaster sepositus et I’étude de leur activité hémolytique et antibactérienne.

Une démarche a été adoptée pour réaliser cette étude, elle consiste en une extraction
des saponines basée sur différentes techniques de chimie organique, afin d’isoler au
mieux les biomolécules actives d’Echinaster sepositus. Puis une détection des
saponines dans les extraits partiellement purifiés suivie d’une évaluation de leurs
capacités hémolytiques a I’égard des globules rouges des souris, en faisant varier
plusieurs parametres a savoir le temps d’incubation, la concentration et la
tempeérature d’incubation, et enfin une étude quantitative des saponines des cing
organes selectionnes (Tégument oral, tégument aboral, gonade, estomac), et une
étude des fluctuations saisonniéres de leur abondance dans les gonades a été
effectuée.

La nature des résultats obtenus dans ce travail ne nous permet pas d'établir une
conclusion unique et définitive, mais de présenter différentes conclusions possibles
dont la solution finale nécessite la continuité du travail.

Tout d’abord, I’indice de mousse nous a permis de confirmer qu'effectivement le
contenu des différents extraits était formé de saponines.

L’etude de I’activite hémolytique des saponines nous a permis de mieux comprendre
les fonctions biologiques des saponines. Lors des tests, nous avons constaté que
I’incubation des globules rouges avec les saponines d’Echinaster sepositus entraine
une libération d’hémoglobines qui se manifeste apres le contacte des globules rouges
avec les saponines. Cet effet dépend de la durée d’incubation, de la concentration de
I’extrait testé, et de la température. Les résultats obtenus indiquent une relation
proportionnelle entre I’activité hémolytique et la durée de I’incubation de I’extrait de
saponine avec les globules rouges, et indiquent aussi que I’augmentation des taux
d’hémolyse est positivement correlée avec I’augmentation de la concentration des
saponines, ainsi qu’avec I’augmentation de la température d’incubation.

Les performances d'’hémolyse des cing extraits de saponines sont déférentes.
L’ analyse des résultats de test d’hémolyse a démontré que les organes reproducteurs
(gonade) et le tégument présentent les extraits des saponines les plus actives qui
entrainent I’effet le plus important avec des taux d’hémolyse allant du 62.99 % a
99.98 % pour les saponines des gonades et du 52.99 % a 99.85 % pour les saponines
de tégument, ainsi que I’estomac et les caeca pyloriques présentent une activité
hémolytique importante mais inférieure de celle des gonades et de tégument.
Plusieurs hypothéses concluantes ont été tirées pour expliquer la différence de
performance telle que (i) la quantité des saponines dans les différents organes, (ii) et
la grande diversité chimique des molécules des saponines et leurs hétérogenéités
inter-organes.

L analyse quantitative réalisée par la détermination du pourcentage d’hémolyse des
globules rouges, produit par chaque extrait, démontre que les teneurs des saponines
sont relativement différentes dans les différents organes.
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Conclusion

La quantité des saponines dans les différents organes d’Echinaster sepositus est
décrite selon le classement décroissant suivant: Saponine des gonades > saponine du
tégument aboral > saponine du tégument oral > saponine de I’estomac > saponine
des caeca pyloriques. Cette distribution est probablement corrélée a leurs réles dans
les différents organes.

L’étude des fluctuations saisonnieres de I’abondance des saponines dans les gonades
démontre que leurs teneurs sont basses en été, augmentent en automne et sont tres
hautes en hiver jusqu'a la ponte. L’indice gonadosomatique suit le méme modeéle de
variation ce qui suggére une corrélation positive entre les deux entités (teneur des
saponines et indice gonadosomatique).

Les travaux menés par notre étude ont permis de mettre en évidence I’activité
antibactérienne des saponines étudiées. En effet, les saponines des gonades ont
exerceé une activité antimicrobienne a I’encontre de S. aureus par rapport aux
saponines de tégument, d’estomac et des caeca pyloriques.

Nous avons constaté que la sensibilité de S. aureus est modérée avec un taux de
mortalité de 49 %. En revanche les bactéries Gram négatif E.coli et Ps. aeruginosa
ont manifesté une résistance a I’égard des différents extraits des saponines testées.

En conclusion, la démarche pluridimensionnelle adoptée dans cette étude a permis de
comprendre un peu plus I’activité biologique des saponines d’Echinaster sepositus et
de déterminer relativement la quantité de chaque organe, et d’émettre des
conclusions importantes sur les fluctuations saisonnieres de leurs teneurs dans les
gonades.

En raison des résultats prometteurs qui ont été obtenus, ce mémoire ouvre de
nombreuses perspectives relatives a la recherche sur les saponines des astéries en
général et d’Echinaster sepositus en particulier, notamment:

e L’identification et la caractérisation par spectrométrie de masse du contenu
des saponines de I’"étoile de mer "Echinaster sepositus et la détermination de
I’hétérogenéité inter-organe de leur distribution;

e L utilisation des approches pertinentes pour élucider la ou les fonctions des
différentes saponines détectées dans chaque organe;

e L’étude des relations structure-fonction afin de mieux comprendre et
expliquer la variabilité inter-organe de la distribution des saponines;

e Des etudes plus pousseées de I’activité antibactérienne pour confirmer
I’efficacité ou non des saponines d’Echinaster sepositus;

e L’étude de I’aspect toxicologique des saponines isolées des astéries et la
détermination de leur mode d’action sur les communautés benthiques marines
qui sont des études d’actualité en écologie chimique;

e L’isolement de principe actif par des méthodes plus spécifiques de chimie.
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Glossaire

Activité antinéoplasique: la capacité d’un médicament a bloquer des mitoses
(divisions cellulaires). Les médicaments qui ont cette capacité sont employés en
thérapeutique anticancéreuse.

Activité ichtyotoxique: la capacité des toxines a empoisonner les poissons.
Analgésique: un médicament qui prévient ou diminue la sensation de douleur.
Apoptose: correspond a un suicide, ou mort cellulaire programmée.

Bionomie benthique: une discipline de I’écologie qui s’intéresse a I’identification,
la classification, la caractérisation des peuplements benthiques.

Cannibalisme: est une pratique qui consiste a consommer un individu de sa propre
espece.

Composés amphiphiles: composé organique portant a la fois un groupement
hydrophile (pouvant se lier a I’eau), et un groupement hydrophobe (qui n’aime pas
I’eau).

Courant: tout déplacement d'ensemble des particules d'un fluide. S'agissant de la
mer, mouvement permanent ou périodique des eaux, généralement dans le sens
horizontal, d0 a diverses causes telles que des différences de température, le vent, et
les marées.

Courant de dérive générale: courant océanique superficiel de faible vitesse et
affectant une grande étendue d'eau, provoqué principalement par le vent.

Courant de dérive littorale: la dérive littorale consiste en un déplacement effectué
par les vagues, le vent et les courants le long du rivage de matiéeres déposées sur les
littoraux (sable et graviers).

Courant de flot: mouvement horizontal de I'eau avec un decalage plus ou moins
important de la masse d’eau montante. Les courants de flot portent généralement vers
la cote.

Courant de retour (Contre-courant): courant secondaire de direction contraire a
celle du courant principal.

Dalton: Unité de mesure de masse des atomes, un dalton égal 1/12 de la masse d'un
atome de carbone 12.

Déferlement de la houle: Lorsque la houle approche de la cote (vague), la
diminution de la profondeur de I'eau entraine la réduction de la longueur d'onde de la
houle .Cette réduction de la longueur d'onde peut provoquer, la destruction totale ou
partielle de la vague: on assiste au déferlement.


http://www.aquaportail.com/definition-4643-vague.html

Glossaire

Dimorphisme sexuel: I'ensemble des différences morphologiques (forme, taille,
couleur) plus ou moins marquées entre les individus males et femelles d'une méme
espece.

Encephalite: désigne une inflammation de I'encéphale, partie du systéme nerveux
central situé dans la boite cranienne et comprenant les hémisphéres cérébraux, le
cervelet et le tronc cérébral.

Herpece simplexe: est une maladie virale contagieuse responsable d'affection de la
peau et des muqueuses caractérisée par une éruption vésiculeuse de boutons groupés.

Espéce clé de volte: une espece clé de volte englobe n’importe quel consommateur
ou prédateur relativement peu abondant, qui a une grande influence sur les
interactions entre les autres especes et par conséquent sur la richesse et I’abondance
des especes dans la communauté.

Espéce gonochorique: espece dans laguelle chaque individu n’a qu’un seul sexe
(mal ou femelle).

Ergostérol: stérol des membranes fongiques portant une double liaison entre les
atomes de carbone (C; et Cg) de la chaine latérale.

Erythrocyte: (du grec erythro : rouge et kutos : cellule) plus communément appelé
globule rouge faisant partie des éléments du sang, il assure le transport du dioxygene
(02) et du dioxyde de carbone (CO2).

Force de Coriolis: force d'inertie & prendre en compte pour étudier le mouvement
d’un corps par rapport a un repére (repere inertiel), par exemple par rapport a la
Terre dans les applications de la géodynamique et de la géophysique.

Phototropisme: la capacité d'un organisme a s'orienter par rapport a la lumiére. Si
I'organe s'oriente en direction de la lumiére, son phototropisme est dit positif, sinon
son phototropisme est négatif.

Fraction pélitique: fraction qui comporte de pélite (roche gréseuse constituee par
I’agglomération d’une poussiére de quartz et d’oxyde ferrique).

Géotropisme: orientation imposée par les champs de gravitation, en particulier par
la pesanteur.

Hermaphrodisme: désigne un phénomeéne biologique dans lequel l'individu est
morphologiquement male et femelle, soit simultanément soit alternativement.

Houle: oscillation réguliére de la surface de la mer, indépendante du vent local.

Liquide aquifere: ou liquide ambulacraire, caractérisé chez les astéries par la méme
composition de I’eau de mer avec des traces d’urée et d’ammoniaque.

Leucémie lymphoblastique aigué: est un cancer qui prend naissance dans les
cellules souches du sang. Les cellules souches sont des cellules de base, ou cellules
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Glossaire

meres, capables de se transformer en différents types de cellules qui ont des
fonctions distinctes.
Mélanome: cancer de la peau ou des muqueuses.

Metabolite secondaire: molécules qui n‘appartiennent pas au métabolisme primaire
(métabolisme indispensable a la nutrition) mais appartient au métabolisme
secondaire (se manifeste dans des compartiments particuliers ou a des moments
précis de la vie d’un organisme) comme les toxines des végétaux et des invertébrés
marins.

Mille: unité de longueur ancienne, 1 mille égale 1852 métres.

Nceud: unité de vitesse utilisée en navigation correspondant a un mille marin par
heure.

Paludisme: est une maladie potentiellement mortelle transmise par des moustiques
du genre Plasmodium.

Protandrique: une forme d’hermaphrodismecorrespondant a une acquisition des
caracteres sexuels males et femelles différée dans le temps.

Sarcome: c’est un cancer des tissus conjonctifs. Les tissus conjonctifs incluent les
nerfs, les muscles, les tendons, le cartilage, les os, les articulations et les vaisseaux
sanguins.

Stéréo tropisme: réaction d’adhérence d’un organisme avec un substrat solide.

Température potentielle: température estimée d’un fluide (ou d’un gaz) qui serait
soumis & une pression standard (1 bar).

Tourbillon: Partie d’une masse d'eau animée d’un mouvement de rotation, se
produit par exemple lorsqu’un courant passe au-dessus d’une obstruction, ou a la
limite de deux courants adjacents s'écoulant dans des sens opposes, ou en bordure
d'un courant permanent. Tourbillon cyclonique tourne dans le sens inverse des
aiguilles d’une montre. Tourbillon anticyclonique tourne dans le sens des aiguilles
d’une montre.

Tuberculose: est une infection bactérienne (Mycobacterium tuberculosis) pouvant
toucher de nombreux organes (tuberculose pulmonaire et osseuse).
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Annexe 1

1. Concentration des vingt éléments les plus abondants dans I’eau de mer

Les ordres de grandeur des concentrations des 20 élements les plus abondants dans
I’eau de mer apres I’hydrogene et I’oxygene sont reportés dans le tableau 1.

Le tableau montre que tous les halogenes sont présents dans I’eau de mer sous forme
d’ions halogénures et par ordre d’abondance, on trouve successivement:
CI>Br>F>lI.

Tableau 1: Concentration des vingt éléments les plus abondants dans I’eau de mer.

Ordre de grandeur Eléments ppm
(mg/kg de I’eau de mer
>10° Cl 18980
Na 10560
Mg 1275
de 10°a 10° S 885
Ca 400
K 380
de 10°42 10 Br 65
C 30
Sr 15
de 1041 B 5.00
Si 4.00
F 1.50
de 1210 N 0.7
Al 0.5
Rb 0.2
de 10410 Li, p 0.1
Ba, | 0.05
As 0,02

ppm: partie par million.
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Annexe 2
1. Les astéries de la cOte algérienne

Les espéces d’Astérides les plus communes en Algérie selon Koehler (1969);
Grimes et al. (2004); Bakalem (2008); Boumediene et Bouras(2014) sont

reportées dans le tableau 2.

Tableau 2: Les astéries de la cOte Algérienne.

Especes

Bibliographies

Echinaster (Echinaster) sepositus (Retzius, 1783)

Asterina gibbosa (Pennant, 1777)

Astropecten aranciacus (Linnaeus, 1758)
Astropecten bispinosus (Otto, 1823)

Astropecten irregularis (Pennant, 1777)

Astropecten irregularis- pentacanthus (Delle Chiaje,
1825)

Astropecten jonstoni Delle Chiaje, 1827

Astropecten spinulosus (Philippi, 1837)

Luidia sarsi Diben & Koren, 1845

Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816)

Marthasterias glacialis (Linnaeus, 1758)
Ophidiaster ophidianus (Lamarck, 1816)

Hacelia attenuata Gray, 1840

Grimas et al. (2004).

Boumediene et Bouras
(2014).

Grima (2004).

Derbal et Kara (2005).

Grimas et al. (2004.)
Bakalem (2008).

Grimas et al. (2004).
Grimas et al. (2004).

Grimas et al. (2004).
Grimas et al. (2004).
Grimas et al. (2004).
Grimas et al. (2004).

Grimas et al. (2004).
Boumediene et Bouras
(2014).

Grimas et al. (2004).
Boumediene et Bouras
(2014).
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2. Verrerie utilisée au laboratoire

Les manipulations au laboratoire dans le cadre de notre étude ont necessite la verrerie
suivante (Tab. 3).

Tableau 3: Inventaire de la verrerie utilisée au laboratoire.

Matériel Contenance Erreurs Fabriguant
(ml)
Béchers 25 - SILAX
50 - SCHOTT DURAN
100 - SCHOTT DURAN
250 - SILAX
800 - SILAX
Erlenmeyers 250 - SILAX
Eprouvettes 10 +0,2 RIVIERA
100 +1 RIVIERA
Pipettes 1 +0,01 RIVIERA
2 + 0,02 RIVIERA
5 + 0,045 HIRSCHMANN
TechColor, Allemagne
10 +0,1 RIVIERA
Matrat 100ml - SILAX

3. Produits chimiques utilisés au laboratoire

Les produits consommables utilisés durant ce travail sont résumés dans le tableau 4.

Tableau 4: Récapitulatif des caractéristiques des produits utilisés.

Formule Dénomination Fabriguant Contenance
NaCl Chlorure de sodium Sigma-Aldrich 5009
Na,HPO,.2H,0 Hydrogénophosphate de sodium,  Sigma-Aldrich 1 Kg
dihydrate
KCI Chlorure de potassium Sigma-Aldrich 500g
KH,PO, Potassium dihydrogéne phosphate  Sigma-Aldrich 1 Kg
MgCL2 Chlorure de magnésium Sigma-Aldrich 500g
CaCL2 Chlorure de calcium Sigma-Aldrich 1kg
NaHCO; Bicarbonate de sodium Sigma-Aldrich 500g
CH;OH Méthanol Riedel-de Haen 25L
CeHy n-Hexane Labosi 1L
CHCl; Chloroforme Sigma aldrich 25L
CH, ClI, Dichlorométhane Sigma aldrich 1L
C,H,OH Iso-butanol Sigma adriche 25L
- Résine-d’amberlite XAD-4 Fluka 500 g
CH,0, Acide sulforique Sigma adrich 25L
DMSO Diméthyle solfo-oxyde Sigma aldrich 1L

H,O

Eau bidistillé
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4. Preparation de la résine d’amberlite

La phase stationnaire de chromatographie liquide est une résine d’amberlite XAD-4
(résine non ionique).

La résine d’amberlite est conditionnée comme suit :

Eau bi-distillée
Résine d’amberlite
XAD4
Acquisition des
propriétés
hydrophobes

Une quantité d’eau bi-distillée est mis dans un erlenmeyer puis la
résine humide est déposée a I’intérieur, pendant 3 h en minimum afin
que les billes gonflent et acquierent leurs propriétés hydrophobes.
L’erlenmeyer permet de retirer le plus de liquide possible (sans
assécher I’amberlite);

Dans la colonne de chromatographie [’amberlite est lavée
successivement avec 100 ml de méthanol a 25 %, 100 ml de méthanol
a 50 %, 100 ml de méthanol a 75 %, 100 ml de méthanol a 100 %.
Puis avec 100 ml de méthanol & 100 %, 100 ml de méthanol 75%, 100
ml de méthanol 50 %, 100 ml de méthanol a 25 %j;

Enfin la résine d’amberlite est lavée avec 100 ml de I’eau bidistillée
afin d’enlever toutes les petites bulles apparues pendant le lavage avec
le méthanol.

Figure 1: Préparation de la résine d’amberlite.

5. Préparation de la solution PBS (Phosphate Buffered Saline)

Pour préparer un litre de la solution phosphate salin (PBS) une quantité d’eau est mis
dans un bécher de 800 ml avec:

e 8gde NaCl,

e 1.45gde Na,HPO,4.2H,0;

e 0.2gdeKCL;

e 0.2 g de KH,POy,.
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Le meélange est transverse dans matras de 1 litre et son volume est ajusté au trait, puis
le pH de la solution est ajusté a 7.4.

Figure 2: préparation de la solution tampon PBS.

6. Composition des milieux cultures

La composition des milieux de cultures utilisés pout I’étude de [I’activité
antibactérienne des saponines d’Echinaster sepositus est reportée dans les tableaux 5
et 6.

6.1. Composition des milieux solides
Tableau 5: Composition des milieux solides.

(La gélose nutritive, la gélose de Mueller Hinton).

La gélose nutritive (GN) La gélose de Mueller Hinton (MH)
Composition en (g/L) Composition en (g/L)

Peptone 10g Agar 18 ¢

Extrait de viande 39 Hydrolysat acide de caséine 17,59

Extrait de levure 39 Extrait de viande 30

Chlorure de sodium 59 ca** 0,02-0,025 g
Agar 18g  Mg™ 0,01-0,0125 g
Eau distillé 1L Eau distillé 1L

pH=7,3 + 0,2, Stérilisation 121°C pendant 15 minutes.
6.2. Composition des milieux liquides

Tableau 6: Composition des milieux solides.

Bouillon nutritif (BN) Eau physiologique
Composition en (g/L) Composition en (g/L)
Peptone 10g Chlorure de sodium 99
Extrait de viande 39 Eau distillé 1L
Extrait de levure 39 pH=7
Chlorure de sodium 5¢
Eau distillé 1L

Stérilisation a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe 3
1. Données biométrique

La longueur des bras, et le diamétre du disque central des échantillons d’Echinaster sepositus étudiés sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7: Données biométrique de la population d’Echinaster sepositus étudiée.

Septembre Octobre Novembre
N° R(cm) r(cm) R/r N° R(cm) r(cm) R/r N° R(cm) r(cm) R/r
ind 1 11.1 1.7 6.53 ind 1 11.9 1.8 6.61 ind 1 12.5 1.9 6.58
ind 2 10.8 1.7 6.35 ind 2 11.8 1.8 6.56 ind 2 12.5 1.9 6.58
ind3 11.1 1.7 6.53 ind3 11.9 1.8 6.61 ind3 12.9 1.9 6.79
ind4 10.5 1.7 6.18 ind4 11.8 1.8 6.56 ind4 13.3 2 6.65
ind5 11.1 1.7 6.53 ind5 11.9 1.8 6.61 ind5 12.8 1.9 6.74
ind6 10.9 1.7 6.41 ind6 11.7 1.8 6.50 ind6 12.9 1.9 6.79
ind7 11.3 1.8 6.28 ind7 11.7 1.8 6.50 ind7 12.9 1.9 6.79
ind8 11.1 1.7 6.53 ind8 12.1 1.7 7.12 ind8 12.4 1.9 6.53
ind 9 10.9 1.7 6.41 ind 9 11.9 1.8 6.61 ind 9 12.6 1.9 6.63
ind10 10.8 1.7 6.35 ind10 11.8 1.8 6.56 ind10 11.9 1.9 6.26
Decembre Janvier Février
N° R (cm) R (cm) R/r N° R (cm) r (cm) R/r N° R (cm) R (cm) R/r
ind 1 12.5 2 6.25 ind 1 14.3 2.1 6.81 ind 1 14.2 2.1 6.76
ind 2 13.5 2 6.75 ind 2 14.2 2.1 6.76 ind 2 14.2 2.1 6.76
ind3 13.1 2 6.55 ind3 14.6 2.1 6.95 ind3 14.2 2.1 6.76
ind4 13.3 2 6.65 ind4 14 2.1 6.67 ind4 14 2.1 6.67
ind5 13.3 2 6.65 ind5 14.1 2.1 6.71 ind5 14 1.9 7.37
ind6 13.5 2 6.75 ind6 14.1 2.1 6.71 ind6 14.1 2.1 6.71
ind7 13.4 1.9 7.05 ind7 13.8 2 6.90 ind7 14 2.1 6.67
ind8 13.3 1.9 7.00 ind8 14.9 2.1 7.10 ind8 14.9 2.1 7.10
ind 9 13,6 2 6.80 ind 9 14.2 2.1 6.76 ind 9 14.2 2.1 6.76
ind10 13.5 1.9 7.11 ind10 14.1 2.1 6.71 ind10 14.2 2.1 6.76

N°: Numeéro d’individu récolté, ind: individu, R : Longueur des bras, r: Rayon du disque centrale.
R/r: Rapport entre la longueur de bras et le rayon du disque central.
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Tableau 7(suite): Données biométrique de la population d’Echinaster sepositus étudiée.

Mars Avril Mai

N° R(cm) r(cm) R/r N° R(cm) r(cm) R/r N° R(cm) r(cm) R/r

ind 1 14.5 2.1 6.90 ind 1 14.1 2.1 6.71 ind 1 11.8 1.8 6.56
ind 2 14.2 2.1 6.76 ind 2 14.1 2.1 6.71 ind 2 11.8 1.8 6.56
ind3 14.6 2.1 6.95 ind3 14.3 2.1 6.81 ind3 11.8 1.8 6.56
ind4 145 2.1 6.90 ind4 14.2 2.1 6.76 ind4 11.8 1.8 6.56
ind5 14.6 2 7.30 ind5 13.2 2.1 6.29 ind5 11.8 1.8 6.56
ind6 145 2.1 6.90 ind6 12.9 2 6.45 ind6 11.7 1.7 6.88
ind7 14.1 2 7.05 ind7 14.9 2.1 7.10 ind7 11.7 1.7 6.88
ind8 145 2.1 6.90 ind8 14.2 2.1 6.76 ind8 11.7 1.7 6.88
ind 9 14.5 2.1 6.90 ind 9 14.2 2.1 6.76 ind 9 11.8 1.8 6.56
ind10 14.6 2.1 6.95 ind10 14.4 2.1 6.86 ind10 11.7 1.8 6.50

Juin Juillet Aout

N° R(cm) r(cm) R/r N° R(cm) r(cm) R/r N° R(cm) r(cm) R/r
ind 1 9.9 1.6 6.19 ind 1 8.1 1.6 5.06 ind 1 7.2 1.5 4.80
ind 2 11.4 1.8 6.33 ind 2 8.1 1.5 5.40 ind 2 7.2 1.5 4.80
ind3 115 1.8 6.39 ind3 8.1 1.5 5.40 ind3 7.3 1.5 4.87
ind4 11.6 1.8 6.44 ind4 7.6 1.5 5.07 ind4 7.3 1.5 4.87
ind5 11.1 1.7 6.53 ind5 7.6 1.5 5.07 ind5 7.6 1.5 5.07
ind6 10.8 1.7 6.35 ind6 8.2 1.5 5.47 ind6 7.6 1.5 5.07
ind7 10.5 1.7 6.18 ind7 7.7 1.5 5.13 ind7 7.5 1,5 5.00
ind8 10.2 1.7 6.00 ind8 7.6 1.5 5.07 ind8 8.1 1.6 5.06
ind 9 10.3 1.7 6.06 ind 9 7.9 1.5 5.27 ind 9 7.2 1.5 4.80

ind10 10.4 1.7 6.12 ind10 8.9 1.6 5.56 ind10 1.2 1.5 4.80
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Tableau 7 (suite): Données biométrique de la population

d’Echinaster sepositus étudie.

Septembre (2014)
N° R(cm)
ind 1 14.5 2.1
ind 2 14.2 2.1
ind3 14.6 2.1
ind4 14.5 2.1
ind5 14.6 2
ind6 14.5 2.1
ind7 14.1 2
ind8 14.5 2.1
ind 9 14.5 2.1
ind10 14.6 2.1

6.90
6.76
6.95
6.90
7.30
6.90
7.05
6.90
6.90
6.95

1. Résultats I’activité hemolytique

Les densites optiques mesurées a 540 nm et les pourcentages d’hemolyse obtenus a
partir de I’incubation des globules rouges des souris avec les différents extraits des
saponines d’Echinaster sepositus (saponines des gonades, saponines du tégument
aboral, saponines du tégument oral, saponines d’estomac et saponines des Caeca

pyloriques) sont représentés dans les tableaux 8.9.10.11.12.

2. Poids corporels et valeurs de I’indice gonado-somatique

Le poids corporel, le poids des gonades et les valeurs de I’indice gonado-somatique
des échantillons d’Echinaster sepositus étudiés sont représentés dans le tableau 13.
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Tableau 8: Densités optiques mesurés a 540 nm et les pourcentages d’hémolyse induits par les extraits des saponines obtenues a partir des
gonades d’Echinaster sepositus.

Densité optique Pourcentage d’hémolyse (%)
Concentration des extraits de saponine (%) Concentration des extraits de saponine (%)
25 50 75 100 25 50 75 100
5 0.109 0.184 0.256 0.399 11.282 19.046 26.489 41.300
_ 10 0.22 0.370 0.523 0.775 22.772 38.298 54.135 80.219
é 20 0.335 0.562 0.789 0.956 34.675 58.172 81.668 98.954
'% 40 0. 428 0.642 0.861 0.961 44.302 66.453 89.121 99.472
é 60 0. 608 0.819 0.941 0.966 62.996 84.733 97.434 99.989
:2_ 80 0. 606 0.819 0.941 0.965 62.726 84.670 97.434 99.886
E 100 0. 607 0.818 0.942 0.965 62.83 84.733 97.505 99.886
120 0. 608 0.819 0.941 0.966 62.996 84.733 97.434 99.989
20 0.256 0.355 0.461 0.483 26.498 36.746 47.718 49.995
% -% _ 25 0.385 0.534 0.695 0.72 39.851 55.274 71.939 74.526
g‘.g 8 37 0.608 0.819 0.941 0.966 62.966 84.733 97.434 99.989
£ £
— o

a7 0.654 0.895 0.963 0.966 67.695 92.64 99,679 99.989
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Tableau 9: Densités optiques mesurés a 540 nm et les pourcentages d’hémolyse induits par les extraits des saponines obtenues a partir du
tégument aboral d’Echinaster sepositus.

Densité optique Pourcentage d’hémolyse (%)
Concentration des extraits de saponine(%bo) Concentration des extraits de saponine (%)
25 50 75 100 25 50 75 100
5 0.099 0.163 0.226 0.343 10.247 16.72 23.393 35.504
. 10 0.205 0.335 0.461 0.629 21.219 34.675 47.718 65.107
é 20 0.316 0.601 0.701 0.922 32.709 62.209 72.560 95.435
% 40 0.414 0.615 0.818 0.945 42.853 63.658 84.670 97.816
E 60 0.589 0.722 0.934 0.964 52.996 74.733 96.677 99.851
2 80 0.589 0.722 0.933 0.965 53,100 74.733 96.575 99.851
E 100 0.589 0.723 0.934 0.964 52,789 74.837 96.677 99.851
120 0.586 0.722 0.934 0.964 52,996 74.733 96.677 99.851
20 0.265 0.361 0.456 0.478 27.43 37.366 48.131 49.477
% -% _ 25 0.386 0.542 0.701 0.715 39.954 56.102 72.560 74.009
g&‘.g 8 37 0.589 0.722 0.932 0.934 60.966 74.733 96.677 98.851
S 47 0.649 0.905 0.953 0.964 66.763 93.675 98.643 99.782
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Tableau 10: Densité optique mesuré a 540 nm et les pourcentages d’hémolyses par les extraits des saponines obtenues a partir du tégument oral
d’Echinaster sepositus.

Densité optique Pourcentage d’hémolyse (%)
Concentration des extraits de saponine(%o) Concentration des extraits de saponine (%o)
25 50 75 100 25 50 75 100
5 0.069 0.081 0.092 0.113 7.142 8.384 9.523 11.969
_ 10 0.142 0.263 0.38 0.509 14.689 27.223 39.333 52.686
é 20 0.216 0.445 0.679 0.912 22.358 46.061 70.282 94.400
% 40 0.356 0.571 0.805 0.932 36.849 59.207 83.325 96.470
E 60 0.573 0.699 0.932 0.964 59.340 72.353 96.470 99.782
z 80 0.572 0.703 0.931 0.964 59.340 72.767 96.367 99.782
E 100 0.573 0.699 0.931 0.964 59.207 72.353 96.369 99.782
120 0.573 0.699 0.932 0.964 59.340 72.353 96.470 99.782
20 0.255 0.36 0.465 0.475 26.39 37.263 48.02 49.166
% -é _ 25 0.385 0.542 0.699 0.718 39.85 56.102 72.353 74.319
g"-‘? 8 37 0.469 0.699 0.932 0.964 51.340 72.353 96.470 99.782
S 47 0.64 0.902 0.959 0.965 66.247 99.364 99.265 99.885

Tableau 11: Densité optique mesuré a 540 nm et les pourcentages d’hémolyse induits par les extraits des saponines obtenues a partir d’estomac
d’Echinaster sepositus.
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Densité optique Pourcentage d’hémolyse (%)
Concentration des extraits de saponine(%o) Concentration des extraits de saponine (%)
25 50 75 100 25 50 75 100
5 0.081 0.139 0.201 0.619 8.384 14.388 20.805 31.260
. 10 0.18 0.289 0.445 0.934 18.632 30.323 46.061 64.072
é 20 0.285 0.454 0.692 0.935 29.500 46.993 71.628 96.677
é 40 0.429 0.532 0.829 0.963 44.405 55.067 85.809 99.989
E 60 0.569 0.671 0.911 0.963 58.896 69.456 94.296 99.685
:Z_ 80 0.569 0.673 0.911 0.964 58.896 69.661 94.296 99.782
E 100 0.567 0.671 0.911 0.964 58.896 69.456 94.296 99.782
120 0.567 0.671 0.912 0.963 58.896 69.454 94.400 99.685
20 0.284 0.333 0.455 0.481 29.396 34.468 47.096 49.788
% -é _ 25 0.424 0.501 0.68 0.72 43.888 51.858 70.386 74.526
gig 8 37 0.569 0.671 0.911 0.963 58.896 69.454 94.296 99.679
S 47 0.709 0.873 0.932 0.964 73.388 86.637 96,47 99.782

Tableau 12: Densité optique mesuré a 540 nm et les pourcentages d”’hémolyse induits par les extraits des saponines obtenues a partir des caeca
pyloriques d’Echinaster sepositus.

Densité optique Pourcentage d’hémolyse (%)
Concentration des extraits de saponine(%o) Concentration des extraits de saponine (%)
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25 50 75 100 25 50 75 100
5 0.076 0.092 0.195 0299 7.866 9.522 20.184 30.949
_ 10 0.179 0.196 0.43 0.509 18.258 20.287 44.509 52.685
é 20 0.281 0.299 0.681 0.924 29.085 30.949 70.489 95.642
'% 40 0.421 0.428 0.689 0.96 43.577 44.302 71.318 99.368
é 60 0.563 0.577 0.699 0.963 58.275 59.725 72.353 99.679
z 80 0.563 0.577 0.697 0.963 58.275 59.725 72.146 99.679
E 100 0.564 0.574 0.699 0.964 58.275 59.414 72.353 99.782
120 0.564 0.577 0.697 0.963 58.378 59.414 72.353 99.782
20 0.28 0.289 0.345 0.474 28.911 29.911 35.71 49.27
% -é _ 25 0.425 0.43 0.523 0.711 42.5 45.854 54.13 73.59
g‘.é 8 37 0.563 0.577 0.699 0.963 85.275 59.725 72.353 99.679
S a7 0.703 0.721 0.871 0.966 72.766 74.629 90.156 99.989

Tableau 13: Le poids corporels, le poids des gonades et les valeurs de I’indice gonado-somatique de la population d’Echinaster sepositus
étudiée.

Septembre Octobre Novembre
N° Pt Pgo IGS N° Pt Pgo IGS N° Pt Pgo IGS
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ind 1 64 3.1 4.84 ind 1 69 4 5.79 ind 1 73 4.9 6.71
ind 2 63.0 3 4.76 ind 2 68.5 3.7 5.36 ind 2 72.1 45 5.89
ind3 64.1 3.3 5.14 ind3 69.0 3.6 5.21 ind3 73.5 5.0 6.83
ind4 62.9 3 4,76 ind4 68.1 3.5 5.07 ind4 4.7 5.25 7.02
ind5 64.1 3 4.67 ind5 69.0 4 5.79 ind5 72.9 4.82 6.60
ind6 63.1 3.2 5.07 ind6 67.0 3.1 452 ind6 73.5 454 6.17
ind7 64.8 3.7 5.70 ind7 67.9 3.3 4.78 ind7 73.1 4.39 6.00
ind8 64.2 3.4 5.29 ind8 71.0 45 6.52 ind8 71.9 4.25 5.90
ind 9 63.2 3.2 5.13 ind 9 69.1 3.9 5.76 ind 9 72.4 4.32 5.96
ind10 63.1 3.3 5.22 ind10 68.5 3.8 5.53 ind10 70.9 3.98 5.60
Decembre Janvier Février
N° Pt Pgo IGS N° Pt Pgo 1GS N° Pt Pgo 1GS
ind 1 75.2 5.1 6.78 ind 1 78.9 5.7 7.22 ind 1 78.0 5.4 6.92
ind 2 74.98 4.9 6.64 ind 2 78.5 5.5 7.00 ind 2 78.0 5.4 6.98
ind3 75.32 5.1 6.83 ind3 79.3 5.9 7.43 ind3 78.2 5.4 6.91
ind4 74.31 4.0 5.50 ind4 77.1 49 6.35 ind4 77.2 51 6.65
ind5 74.52 4.1 5.52 ind5 77.9 4.8 6.15 ind5 77.2 5.1 6.63
ind6 75.5 5.1 6.82 ind6 77.6 4.7 6.11 ind6 77.5 5.3 6.85
ind7 74.7 5.1 6.86 ind7 76.0 4.3 5.65 ind7 77.1 5.2 6.84
ind8 74.3 4.2 5.67 ind8 78.9 5.7 7.24 ind8 76.5 5.00 6.56
ind 9 75.5 5.3 7.04 ind 9 78.4 5.3 6.76 ind 9 78.0 5.4 6.88
ind10 75.1 51 6.90 ind10 77.6 4.7 6.09 ind10 78.1 54 6.97

N: numéro d’individu, ind : individu, Pt : Poids corporel total, Pgo : Poids des gonades, IGS: Indice gonadosamatique.

Tableau 13 (suite): Le poids corporels, le poids des gonades et les valeurs de I’indice gonado-somatique des échantillons d’Echinaster sepositus
étudiée.

Septembre Octobre Novembre
N° Pt Pgo IGS N° Pt Pgo IGS N° Pt Pgo IGS
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ind 1 78.2 5.4 6.90 ind 1 77.9 5.3 6.79 ind 1 68.0 3.8 5.58
ind 2 78.1 5.4 6.94 ind 2 78.0 5.6 7.19 ind 2 68.5 4.0 5.86
ind3 79.1 5.7 7.26 ind3 78.5 5.3 6.81 ind3 68.1 3.8 5.58
ind4 78.9 55 7.08 ind4 78.0 5.4 7.03 ind4 68.8 4.7 6.84
ind5 77.5 5.5 7.13 ind5 79.5 5.9 7.53 ind5 68.0 3.8 5.61
ind6 78.6 55 7.00 ind6 79.1 5.7 7.22 ind6 67.5 35 5.18
ind7 77.4 5.6 7.23 ind7 79.8 5.8 7.34 ind7 67.0 3.4 5.14
ind8 78.2 5.5 7.02 ind8 78.4 5.3 6.78 ind8 67.1 3.2 4.84
ind 9 79.1 5.7 7.21 ind 9 78.4 5.2 6.64 ind 9 68.8 4.8 7.04
ind10 79.2 55 6.96 ind10 78.9 59 7.53 ind10 67.1 3.5 5.21
Décembre Janvier Février
N° Pt Pgo 1IGS N° Pt Pgo 1GS N° Pt Pgo 1IGS
ind 1 59.1 2.5 4.23 ind 1 54.5 2.0 3.67 ind 1 52.1 1.7 3.26
ind 2 65.1 2.3 3.56 ind 2 54.3 1.7 3.13 ind 2 52.2 1.7 3.31
ind3 65.2 2.3 3.50 ind3 54.4 1.8 3.41 ind3 52.5 1.8 3.34
ind4 65.8 2.4 3.64 ind4 53.9 1.8 3.43 ind4 52.6 1.6 3.03
ind5 64.0 2.2 3.44 ind5 53.1 1.8 3.40 ind5 53.1 1.6 3.03
ind6 63.1 2.2 3.43 ind6 54.1 1.8 3.36 ind6 53.0 1.7 3.29
ind7 62.5 2.2 3.53 ind7 53.2 1.7 3.27 ind7 52.9 1.7 3.38
ind8 60.1 2.1 3.48 ind8 53.1 1.6 3.04 ind8 54.1 1.8 3.41
ind 9 60.6 1.9 3.11 ind 9 53.9 1.6 3.13 ind 9 52.1 1.7 3.30

ind10 60.9 1.9 3.18 ind10 54.9 2.0 3.65 ind10 52.3 1.7 3.36




Tableau 13 (suite): Le poids corporels, le poids des gonades et les valeurs de
I’indice gonado-somatique des échantillons d’Echinaster sepositus étudiée.

Septembre (2014)

N° Pt Pgo IGS
ind 1 65.1 3.1 4.83
ind 2 64.9 3.0 4.75
ind3 64.8 3.0 4.64
ind4 64.3 2.8 4.48
ind5 65.1 3.1 4.79
ind6 65.00 3.1 481
ind7 65.1 3.1 4.79
ind8 64.8 3.0 4,71
ind 9 65.2 3.1 4.83

ind10 65.8 3.2 4.93
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Résumé

Notre travail porte sur I’étude des saponines isolées de I’étoile de mer Echinaster
sepositus. Les saponines sont extraites a partir du tégument aboral, tégument oral,
gonade, estomac et caeca pyloriques par différentes techniques de chimie
organique.

A partir des tests d’hémolyse in vitro, nous avons noté une importante activité
hémolytique qui dépend de la concentration des saponines, de la durée et de la
température d’incubation avec les globules rouges. Les performances d'hémolyse
des cinq extraits de saponines sont déférentes. Les saponines des gonades et de
tégument sont les plus actives sur les globules rouges. Les mécanismes qui
pourraient expliquer cette différence sont discutés.

Une étude comparative de pouvoir hémolytique des saponines obtenues a partir
des gonades de différents individus d’Echinaster sepositus, échantillonnée sur une
période d’une année, a démontré que les saponines sont présentes dans les
gonades tout au long de l'année et leur effet toxique dépend de la saison
d’échantillonnage.

Les saponines gonadiques des individus échantillonnés en automne montrent un
pouvoir hémolytique important. Ce pouvoir hémolytique augmente pour les
extraits d’hiver et diminue pour les extraits d’été. Cet effet toxique montre un
modele de fluctuation reflétant les variations saisonnieres de la teneur des
saponines dans les gonades. La concentration des saponines est basse en été,
augmente en automne pour atteindre des teneurs plus hautes en hiver et diminue
apres la période de frai.

Au terme de notre étude nous avons évalué I’activité antimicrobienne des
saponines des différents organes d’Echinaster sepositus sur Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats obtenus ont
révélé que seules les saponines des gonades d’Echinaster sepositus exercent une
activité antimicrobienne modérée a I’encontre de S. aureus, avec un diametre
d’inhibition de 1.54 cm et un taux de survie de I’ordre de 51 %.

Mots clés

Saponines stéroidiques, Echinaster sepositus, biomolécules actives, activité
hémolytique, activité antibactérienne, cote d’Alger.



Abstract

Our work focuses on the study of saponins isolated from the starfish Echinaster
sepositus. Saponins are extracted from bodywall (aboral face and oral face),
gonads, stomach and pyloric caeca by different techniques of chemistry.

From the in vitro hemolytic tests, we have noted an important hemolytic activity
which depends on the concentration of saponins, the duration and temperature of
incubation with the blood red cells. The hemolytic performance of the five
saponins extracts is different. The gonads’s and bodywall saponins are the most
active in blood red cells. Mechanisms that could explain this difference are
discussed.

A comparative study of hemolytic power obtained from gonads of different
individuals of Ehinaster sepositus, harvested over a period of one year,
demonstrated that saponins are present in the gonads throughout the year and their
toxic effect depend on the harvest season.

Gonads’s saponins of individuals sampled during autumn show an important
hemolytic power. This hemolytic power increases for the extract of winter and
decreases for summer’s extracts. This toxic effect showed a clear pattern of
fluctuation reflecting seasonal variations of the saponins rate in the gonads.
Concentrations are low in summer increase in autumn and are high in winter until
the spawning.

Throughout our study we evaluated the antimicrobial activity of saponins of the
various organs of Echinaster sepositus on Staphylococcus aureus, Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa. The results obtained revealed that only
gonads’s saponins of Echinaster sepositus exercise moderate antimicrobial
activity against S. aureus, with an inhibition diameter of 1.54 cm and survival
rate of about 51%.

Key Words

Steroidal saponins, Echinaster sepositus, actives biomolecules, hemolytic activity,
antimicrobial activity, Algers coast.
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