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INTRODUCTION

Le Pacifique Sud, et entre autre les Iles Salomon, offre un potentiel en substances chimiques non
négligeable, en raison de la forte biodiversité marine existante. Les Sargassaceae présentant une
tres forte biomasse dans les milieux récifaux (Stiger, 1997), il est devenu intéressant de pouvoir
valoriser industriellement cette importante biomasse. Actuellement, la filiere macroalgue est
surtout tournée vers l'exploitation industrielle des phycolloides (polysaccharides de paroi : agars,
carraghénanes, alginates) aux propritétés gélifiantes et stabilisantes. Cependant, les composés
algaux sont aussi de plus en plus utilisés en pharmacie, parapharmacie, cosmétique, aquaculture,
lutte anti-fouling. Parmi ces composés, les composés phénoliques retiennent l'attention de part
leurs fonctions antioxydantes et photoprotectrice (Lim et al., 2002 ; Pavia et Brock, 2000), anti-
fouling, antimicrobiennes (Wisespongpand et Kuniyoshi, 2003), de défense contre le broutage
(Pavia et al., 1997) et contre I’épiphytisme (ces deux derniers rdles étant les plus discutables)
(Ragan et Glombitza, 1986). Ces métabolites secondaires, non essentiels a I'organisme, sont
présents en quantités variables chez les végétaux vasculaires (on parle de tannins) et chez les algues
brunes (on parle de phlorotannins). Parmi les Phacophyceae, les Sargassaceae (Fucales) sont
relativement pauvres en phlorotannins, avec une moyenne de 1,59 % par g de MS pour les especes
tropicales (Zubia, 2003), comparées aux Fucales et aux Dictyotales tempérées avec respectivement
jusqu'a 20 et 30% MS (Connan, 2004). Cependant, le role exact de ces composés au sein des
organismes est encore mal connu, et semble varier en fonction de l'espéce et du milieu (Ragan et
Glombitza, 1986). Néanmoins, ces phlorotannins ne sont pas les seuls composés algaux présentant
des caractéristiques pouvant étre exploitées : par exemple, les pigments apolaires ont des activités
antioxydantes (Le Tutour et al, 1998) et certains composés lipidiques ont une activité
antimicrobienne (Hellio et al., 2000). En outre, ces composés algaux, en plus de leurs propriétés
intéressantes, peuvent permettre de déterminer chimiquement les espéces au sein d'un genre. En
effet depuis ces derniéres années, le développement de méthodes analytiques, moléculaires et
biochimiques permet de classer les organismes en fonction de leurs caractéristiques biochimiques.
Cette classification chimiotaxonomique fournit ainsi des données complémentaires aux méthodes
classiques (morphologiques et phylogénétiques). S'effectuant dans le cadre du programme
« Biodiversité et substance marines actives » du volet « molécules actives » du Coral Reef Initiave
in The South Pacific « CRISP » soutenu par 1’Agence Francaise pour le Développement
(convention IRD-AFD CZZ3012-02 U), ce travail intégre les deux domaines dans lesquels
intervient le LEBHAM, a savoir la taxonomie et la recherche de substances actives chez les
Sargassaceae, avec d’une part, la mise en place d’une méthode chimiotaxonomique, moins

onéreuse et plus rapide que les méthodes classiques de biologie moléculaire (phylogénie), afin de



distinguer les espéces proche morphologiquement et génétiquement, et d’autre part la recherche
d’extraits actifs polaires et apolaires, intéressant divers domaines tels que 1’aquaculture, le

biofouling et les secteurs paramédicaux et parapharmaceutiques au sein des pays partenaires.

MATERIEL ET METHODES

I. MATERIEL BIOLOGIQUE

Une campagne de récolte a ét¢ menée en 2004 durant laquelle diverses especes de Sargassaceae ont
¢été collectées. Seules les espéces des deux genres Sargassum et Turbinaria ont été étudiées dans ce
présent travail.

Les especes du genre Turbinaria se caractérisent par un thalle rigide et dressé. L’axe principal porte
des axes coniques a croissance limitée (les pleuridies) dont la forme varie avec 1’espece. La
disposition des pleuridies forme un volume cylindrique autour de I’axe principal. Les especes du
genre Sargassum sont caractérisées par un thalle souple, constitué d’un axe principal pérennant,
généralement court, et de ramifications latérales annuelles, souples et a croissance illimitée. A
maturité, les especes des deux genres portent les organes reproducteurs ou réceptacles. D’aprés une
analyse morphologique des différents lots récoltés, les différentes especes étudiées sont les
suivantes : Turbinaria ornata (Turner) J. Agardh, Turbinaria decurrens Bory de Saint-Vincent,
Turbinaria  conoides (J. Agardh) Kiitzing, Sargassum  crassifolium J.  Agardh,
Sargassum cristaefolium  C.A.  Agardh, Sargassum cf.  echinocarpum J.  Agardh,
Sargassum cf. oligocystum Montagne. Ces différentes espéces appartiennent a la division des
Ochrophyta, a la classe des Phaeophyceae, a I’ordre des Fucales et a la famille des Sargassaceae.
La taxonomie des ces deux genres est difficile. A I’heure actuelle, 500 espéces de Sargassum et 30
especes de Turbinaria sont connues et la taxonomie se base sur des études morphologiques et
moléculaires. Pour le genre Turbinaria, 54 variétés d’especes ont été décrites dont 10 chez
T. ornata et 5 chez T. conoides, témoignant des erreurs possible de classification au sein de ce

genre.

II. SITES D’PECHANTILLONNAGE

Les Sargassaceae étudiées proviennent des Iles Salomon et plus particulierement, de I’ile de Malaita
et de I’archipel de Nggela. Les Iles Salomon, situées dans le Pacifique Sud, au Nord-Est de
I’ Australie, présentent un climat tropical, avec une saison des pluies et des cyclones de novembre a
mai et une saison séche, d’avril a octobre, caractérisée par des vents de Sud-Est. Les températures

moyennes de 1’air sont généralement comprises entre 25 et 32°C ; celles de 1’eau de mer varient
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entre de 27 a 28°C, avec les températures les plus basses en juillet - aolt et les plus élevées en
décembre — janvier. Les différents sites d’échantillonnage des especes de Sargassaceae sont
présentés en Annexe 1. Une estimation du taux d’épiphytisme et du broutage a été réalisée sur les

lots d’algues lyophilisées.

III. DETERMINATION CHIMIOTAXONOMIQUE DE QUELQUES ESPECES DU
GENRE TURBINARIA

1. Principe de la méthode mise en place

Dans le temps imparti, il était impossible de développer une étude phylogénétique sur les
¢chantillons afin de s’assurer de leur appartenance spécifique. Nous avons donc tenté de mettre au
point une technique rapide, peu onéreuse et efficace, basée sur les métabolites des algues. Les
thalles de Turbinaria ont une consistance rigide ce qui permet d’obtenir une trés bonne résolution
en HRMAS (High Resolution Magic Angle Spinning) alors que les thalles des espéces du genre
Sargassum, souples, ne le permettent pas. C’est pourquoi, seul le genre Turbinaria a été retenu dans
un premier temps pour la mise en place de cette méthode. Trois espéces de Turbinaria semblent étre
présentes aux Iles Salomon : 7. decurrens, T. ornata et T. conoides. Au niveau morphologique, la
premiére espéce se distingue facilement des deux autres. De fréquentes erreurs de taxonomie
surviennent dans la distinction des 2 especes sceurs, 7. ornata et de T. conoides (Rohfritsch et al.,
sous presse). Nous avons donc mis au point une technique permettant de fagon efficace de
distinguer ces deux especes. Cette méthode consiste, d’une part, a obtenir, via la technique de
HRMAS, une « carte d’identité » de I’échantillon testé, et d’autre part, a confirmer I’identité de
I’échantillon (c'est-a-dire I’espéce de Turbinaria i laquelle il appartient), via I’analyse en "H-RMN
de ses composés apolaires (extraits au chloroforme). 10 pédoncules de pleuridie ont été prélevés par
lot de Turbinaria et placés dans le rotor de la sonde HRMAS afin d’obtenir des spectres 'H-RMN.
L’espece T. decurrens est utilisée comme référent, sa morphologie étant différente de celle des deux
autres especes, elle ne présente pas de difficulté pour une détermination classique (c'est-a-dire
morphologique).

Les techniques de résonance magnétique utilisées sont décrites ci-apres :

2. Techniques de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
(Service commun de RMN - RPE, UFR Sciences, UBO)

La RMN est une technique de spectroscopie de plus en plus utilisée en biologie et en médecine. Elle
permet d’accéder qualitativement aux structures des molécules et a leur environnement physico-
chimique sans dégrader I’échantillon étudié. Cette technique, non invasive, est basée sur la
possibilité de faire résonner différents noyaux dans un champ magnétique, donc sur leurs propriétés

magnétiques et cinétiques.



La RMN pulsée a transformée de Fourier utilise les propriétés des noyaux en physique quantique :
pour chaque noyau est défini un « spin » qui correspond a un moment cinétique (noté I). Placé dans
un champ magnétique statique d’intensité By, les moments magnétiques des noyaux vont s’orienter
soit dans la direction du champ B soit dans le sens opposé en fonction de leur état d’énergie, c'est-
a-dire de leur spin. IIs se répartissent alors a la surface de deux cones autour et dans le champ. Un
second champ magnétique alternatif B, appliqué perpendiculairement a By, tourne autour de By a
une certaine fréquence (fréquence de Larmor des noyaux excités), ce qui induit une bascule de
I’aimantation résultante (M) du plan xoz dans le plan xoy (Figure 1). Des 1’arrét du champ By,
I’aimantation M, va progressivement revenir a sa position initiale autour de I’axe z. La force
¢lectromotrice alternative, générée par les variations d’intensité enregistrées sur une bobine sur
I’axe y, s’amortie exponentiellement. Les fréquences de résonance des noyaux sont alors extraites
du signal obtenu (interférogramme) en réalisant « une transformée de Fourrier », ce qui permet
d’obtenir un spectre RMN. En effet, les divers protons d’une molécule absorbent 1’énergie a des
fréquences différentes en fonction de leur environnement physique et la restitue en fonction de leur
environnement chimique. Ainsi I’interprétation de la position, de I’aspect et de I’intensité¢ des
signaux permet d’obtenir des informations sur les molécules contenues dans 1’échantillon.
o HRMAS ou RMN in vivo
Cette technique empruntée a la 'H-RMN des solutions est basée sur la rotation de 1’échantillon
suivant un axe orienté a I’angle magique (54,7°) a une vitesse élevée (de I’ordre du kHz). La
HRMAS permet d’obtenir des spectres d’échantillons hétérogenes, solides ou liquides mais
généralement non transformés (échantillons de tissus vivants, lyophilisés, secs...) d’ une résolution
proche de celle rencontrée en RMN haute résolution des solutions. Les manipulations avec la sonde
HRMAS sont faites sur le spectrométre BRUKER DRX Advance 500 (500 MHz).
e 'H-RMN des solutions ou RMN du proton

Le proton est un noyau de spin '4 trés abondant dans la nature. Il est trés facilement détectable en
RMN. Les fréquences de résonance des différents protons d’une molécule sont influencées par leur
environnement au sein de la molécule ; en effet les noyaux sont aussi sous 1’influence de champs
magnétiques locaux formés par les spins des noyaux voisins. Les signaux de chacun des noyaux
peut alors scinder en plusieurs raies, d’aprés la relation suivante : 2nl+1 ou n est le nombre de
voisins du noyau considéré et | est le nombre de spin du noyau (ici '2). La RMN du proton a été

effectuée sur un spectromeétre BRUKER DRX 400 (400 MHz).



IV. EXTRACTION DES COMPOSES POLAIRES ET DES COMPOSES APOLAIRES

1. Extraction, dosage et purification des composés polaires : les composés phénoliques

a) Extraction hydrométhanoliques des composés phénoliques :
Le protocole d’extraction des polyphénols est décrit en Annexe 2. Le solvant d’extraction utilisé est
le méthanol-eau 50/50 (MeOH 50). Lors de I’extraction il est important que les algues ne soient pas
exposées a la lumiere directe, ni a des températures €levées car les polyphénols sont sensibles a la
lumiére ainsi qu’a des températures supérieures a 40°C. Apres extraction, environ 140 mL de filtrat
sont récupérés et passés a 1’évaporateur rotatif (Rotavap) afin d’¢éliminer le méthanol et de
concentrer 1’extrait. Au final environ 20mL d’extrait brut sont obtenus : 1 a 2 mL sont conservés au
réfrigérateur en vue du dosage ; le reste, congelé a —25°C, pourra étre utilis€¢ pour d’éventuelles
¢tudes complémentaires.

b) Dosage des polyphénols : méthode de Folin-Ciocalteu
La méthode de dosage des composés phénoliques totaux utilisée est celle de Folin-Ciocalteu
adaptée par Van Alstyne (1995) de la méthode de Folin-Denis adaptée par Harrison et Durance
(1989). La méthode de Folin- Denis est basée sur I’oxydation des cycles phénoliques couplée a la
réduction d’acide phosphomolybdique ; la méthode de Folin-Ciocalteu en differe peu : au réactif de
Folin-Denis est ajouté du lithium sulfate permettant de diminuer la formation de précipité facilitant
la lecture de 1’absorbance. De plus cette méthode ne nécessite pas de centrifugation et elle est plus
rapide. Les protéines peuvent interférer dans le dosage des polyphénols par la méthode de Folin—
Ciocalteu car celle-ci est basée sur la présence de cycles aromatiques hydroxylés, caractéristique du
phloroglucinol (les polyphénols algaux sont des polymeres de phloroglucinol) mais aussi de
certains acides aminés dits aromatiques : tyrosine, tryptophane, phénylalanine, pouvant étre présents
dans un certain nombre de protéines (Connan, 2004). Des tests ont montré que ces interférences
peuvent étre négligées car ces acides aminés aromatiques sont en proportion faible par rapport aux
composés phénoliques non protéiques de Sargassum muticum (Yendo) Fensholt (Connan, 2004). Le
réactif de Folin-Ciocalteu utilisé (préparé de fagon commerciale par MERCK en Allemagne) donne
en présence de composés phénoliques, apres réaction, une coloration bleue. Le protocole du dosage
par la méthode de Folin—Ciocalteu est décrit en Annexe 2. La gamme étalon est préparée a partir
d’une solution mére de phloroglucinol a 100 mg.mL™, avec des concentrations allant de 0 a
20 pL.mL™". Les résultats sont ensuite rapportés a la masse séche.

¢) Technique de purification des extraits polaires : la dialyse
Le mannitol (182,2 Da), produit de la photosynthese des algues brunes, représente de 1 a 34% de la
matiere séche pour le genre Sargassum et de 1,4 a 8,7% de la matiére séche pour le genre
Turbinaria (Zubia, 2003). Or ce composé de réserve peut masquer l’effet des composés

phénoliques lors des tests biologiques (observations personnelles), ainsi, il a été envisagé d’éliminer



le mannitol par dialyse, systtme le plus simple, le plus rapide et le moins onéreux a notre
disposition. Afin de purifier les extraits bruts polaires, deux dialyses en circuit ouvert (ou « Running
Tape Water ») ont été effectuées d’une part avec des membranes de dialyse «Spectra/Por, Spectrum
Laboratories, Inc.» dont les pores sont de 5000 Da et d’autre part avec des membranes de dialyse
dont les pores sont < a 12-14 000 Da.

2. Extraction des composés apolaires

Le protocole d’extraction est décrit en Annexe 3.
Le solvant utilisé est le chloroforme (CHCl3;) pour les tests biologiques comme pour la

chimiotaxonomie.

V. TESTS D’ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS

1. Activité antioxydante

La formation naturelle de radicaux libres, par voie biochimique ou/et photochimique, peut
provoquer une oxydation de certaines biomolécules : péroxydation des lipides membranaires,
dégradation de I’ADN... Les radicaux libres sont des molécules trés instables car ils possedent un
¢lectron non apparié, dit « électron célibataire ». Ils recherchent donc un état plus stable en « re-
appariant » leurs électrons (nombre pair d’électrons) et ils ont tendance, pour cela, a prendre un
¢lectron a 1’oxygene. Il se forme alors des radicaux oxygénés ou formes actives de I’oxygene
(oxygene singulet, anion superoxyde, radical hydroxyle, radical peroxyde). Il existe des
mécanismes de défenses cellulaires qui détruisent les radicaux oxygénés (peroxydases cellulaires :
catalase, superoxyde dismutase...) ou qui piegent les radicaux libres (molécules antioxydantes :
vitamine C, acides amides soufrés, acide urique...), mais ils ne suffisent pas lors d’une
surproduction de ces radicaux libres résultant d’un stress, telle qu’une exposition prolongée aux
radiations UV (notamment UV-B) par exemple, et les conséquences des dégats infligés peuvent se
révéler sous la forme de maladies telles que I’athérosclérose et les cancers. Les molécules
antioxydantes, substances capables d’inhiber, ou au moins de retarder de fagon significative,
I’oxydation de biomolécules par les radicaux libres sont donc importantes dans la prévention et la
lutte contre ces maladies.
a) Méthode DPPH utilisée pour les composés phénoliques

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leur activité antioxydante du fait
de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec ces radicaux. La méthode choisie pour
mesurer une activité antioxydante antiradicalaire chez les Sargassaceae des Iles Salomon est celle
du DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) utilisée par Zubia (2003) et Connan (2004). C’est une
méthode simple, rapide et facile a mettre en ceuvre. Les composés antioxydants présents dans les

extraits algaux (AH) pouvant donner un hydrogene (tels que les groupements hydroxyles des



composés phénoliques) réduiront le DPPH qui est un radical libre, stable, accepteur d’hydrogéne.
La réaction peut se résumer de la fagon suivante :
DPPH® + AH = DPPH-H + A®

La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la
solution, mesurable a 517 nm. Le protocole utilisé¢ est détaillé en Annexe 4.
La solution de DPPH 4 3,58.10* mol.L™' (14,1 mg dans 100 mL de méthanol 90%) est préparée a
I’avance (au moins 3 ou 4 heures) car la solubilisation est difficile, et elle ne se conserve pas plus de
48h a I’obscurité. L’absorbance lue est ensuite transformée en pourcentage d’inhibition par rapport
a I’absorbance de la solution témoin. La courbe tracant la relation entre le pourcentage d’inhibition
et la teneur en composés phénoliques n’étant pas linéaire mais logarithmique (plateau atteint vers
80% d’inhibition), les extraits sont donc dilués ou concentrés pour obtenir un pourcentage
d’inhibition aux alentours de 50% (Connan, 2004). Afin de comparer les extraits entre eux, deux
indices sont calculés : Q50 (quantité (ng) de composés phénoliques nécessaire pour obtenir 50 %
d’inhibition) et A (I’activit¢ antioxydante ou pouvoir antioxydant des composés phénoliques
présents dans les algues elles-mémes) avec A= 1/Q50*T, ou T est la teneur en composés
phénoliques en mg.g"' de MS. Ce test n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits
entre eux selon leur capacité¢ a piéger le DPPH en tant que radical libre et ainsi, d’apprécier
indirectement les variations qualitatives des composés phénoliques.

b) Méthode DPPH utilisée pour les composés apolaires
Certaines substances lipidiques telles que les pigments apolaires sont citées comme antioxydants
(Fujimoto et Kaneda, 1980 ; Le Tutour ef al., 1998 ; Yan et al., 1998). La méthode choisie pour
tester les activités antioxydantes des extraits apolaires est celle décrite par Yan et al. (1998). Cette
méthode est basée sur le méme principe que celle présentée ci-dessus, et elle utilise une solution de
DPPH a 3.10” mol.L", faite avec du DMSO. Le protocole est décrit en Annexe 4. Le calcul de
I’activité antioxydante se fait comme suit: [1- (A;j - A;) / A x 100, avec A;: ’absorbance de
I’extrait mixé avec 2mL de solution de DPPH, A;: I’absorbance du méme extrait mélangé avec
2mL de DMSO, A. : I’absorbance du blanc (2mL de DPPH + 2mL de DMSO).

2. Tests antibactériens

Une premicre série de tests antibactériens a été effectuée au LEBHAM, par la méthode de diffusion
utilisée de nombreuses fois dans la littérature pour tester le potentiel antibactérien de différentes
algues (Screenivasa Rao et al., 1986 ; Screenivasa Rao et al., 1988 ; Sastry et Rao, 1994 ; Vlachos
et al., 1999 ; Arun Kumar et Rengasamy, 2000). 7 souches bactériennes ont été testées : 2 Gram-
positive ( Streptococcus faecium et Staphylococcus aureus) et 5 Gram-négative ( Escherichia colli,
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeuruginosa). Ce

sont des especes testées classiquement lors de screnning antibactérien. Elles sont responsables de



diverses infections chez ’Homme (dont des infections nosocomiales) et les animaux. Toutes ont été
fournies par le département de Biologie de 1’Université¢ de Bretagne Occidentale (UFR Sciences,
Brest). Les disques de papier Whatman n°l de 0,6 mm de diamétre utilisés au cours de ces tests ont
¢été préalablement stérilisés sous UV.

25uL de chaque extrait ont été déposés sur ces disques a 1’aide d’une micropipette. Les disques ont
ensuite été placés sur de la gélose solide ou avait été préalablement inoculée la souche bactérienne.
Les standards du mannitol, du phloroglucinol (pour les extraits polaires uniquement) et du solvant
utilisé ont été testé en méme temps afin d’écarter 1’effet de ces molécules. Les concentrations
testées sont 2mg.mL™" pour les extraits polaires et 0,1mg.mL™" pour les extraits apolaires. La lecture
des boites de pétri a été effectuée apres 24h et 48 h d’incubation a 37°C. Les diamétres d’inhibition
ont été mesurés a la régle.

D’autres tests antibactériens ont été effectués par la méthode de dilution, a I’Université de
Portsmouth (Grande Bretagne), sur 5 souches bactériennes marines : 4 Gram-négatives (Cobetia
marina, Vibrio aestuarianus, Polaribacter irgensii, Pseudoalteromonas elyakuvii) et une Gram-
positive : Shewanella putrefaciens. Ces bactéries peuvent provoquer des altérations organoleptiques
des produits de la mer (S. putrefaciens), infecter des organismes marins a intérét économique et
alimentaire (mollusques, crustacés, poissons, algues...) (P. elyakuvii, V. aestuarianus), d’autres
sont responsables d’infections chez I’Homme et les animaux (C. marina, S. putrefaciens).

3. Autres test d’activités biologiques

Dans le cadre du programme AFD, des extraits polaires bruts lyophilisés ont été envoyés a I’'UMR
152 (Toulouse III) afin que soient testées des activités anticancéreuses (contre les cellules Kb du

carcinome du larynx), neurotoxiques et cytotoxiques.

VI. ANALYSES STATISTIQUES DES DONNEES

Les données sont traitées de fagon statistique par des analyses de variances (Anova a 1 facteur : les
lots d’algues), a I’aide du logiciel « Statistica 6 ». La normalité de la distribution des données est
testée avec le test Kolmogorov-Smirnov, puis les conditions d’application de 1’Anova sont vérifiées
en testant ’homogénéité des variances avec les tests de Cochran et Bartlett. Lorsque les conditions
d’application des tests ne sont pas satisfaites malgré une transformation arcsin (asin V(X+1)), le test
non paramétrique de Kruskal-Wallis (KW) est utilisé. Lorsque les différences sont significatives le
test de Fisher (test LSD) est appliqué. Toutes les analyses sont réalisées au seuil de signification de

5%.



RESULTATS

I. ANALYSE CHIMIOTAXONOMIQUE DES ESPECES DE TURBINARIA

L’analyse des nombreux spectres HRMAS obtenus dans cette étude ont permis de dégager des
signaux chimiques différents en fonction de 1’espéce de Turbinaria considérée (Figure 2,
Tableau 1). Les signaux intéressants sont ceux du citrate a 2,5 ppm, ceux visibles a moins de 2,5
ppm, a 2,89 et 2,96 ppm et enfin le suivi du rapport entre les deux doublets au pied du mannitol (a
3,6 ppm), et semblent des critéres chimiques discriminant les especes de Turbinaria (Figure 2,
Tableau 1). Cependant, pour certains ¢chantillons de T.ornata et T.conoides, un doute peut exister
lorsque le rapport entre le citrate et le signal a 3,5 ppm est proche de 1. Dans ce cas précis, il s’est
alors avéré nécessaire de vérifier les 3 autres points, a savoir le nombre de signaux larges, I’intensité

des signaux a 2,89 et 2,96 ppm et I’écart des deux doublets au pied du mannitol.

Tableau 1 : criteéres discriminants retenus pour la distinction des espéces de Tubinaria par HRMAS.

En gras sont signalées les deux especes dont les erreurs de classement taxonomique sont courantes.

T. decurrens T. conoides T. ornata

Signaux larges provenant des
lipides ou Qes composes 2 signaux 3 signaux 2 signaux
membranaires
<a2,5ppm

Signal toujours

. o important, rapport citrate | Signal toujours trés

Citrate (vers 2,5 ppm) Petit signal signal & 3,5ppm toujours petit

largement > 1.

. . L o Signaux trés
signaux a 2,89 et 2,96 ppm Petits signaux Petits signaux importants
Rapport entre les deux
doublets au pied du mannitol =~ 0,12 ppm 0,04 ppm
(vers 3,6 ppm)

Si la distinction par HRMAS n’est pas concluante, le passage d’extraits chloroformiques par RMN
haute résolution (400 MHz) ont permis d’éliminer tous les doutes restants (Figure 3, Tableau 2).
Trois signaux sont alors a prendre en compte : le signal a 1,58 ppm, celui a 2,0 et celui a 5,2ppm. Si
ces troix signaux sont faibles, il s’agit de 7. ornata, si au contraire. Ils sont importants, il s’agit alors

de T. conoides (Figure 3, Tableau 2).



Tableau 2 : critéres discriminants retenus pour la distinction des especes de Tubinaria par RMN

haute résolution. En gras sont signalées les deux espeéces dont les erreurs de classement

taxonomiques sont courantes.

T. decurrens

T. conoides

T. ornata

signal classique
rapport de 2 700/3 000
(CH3)

Signaux a 1,58 ppm

Signal trés
important, rapport
de 10 000/3 000

Signal faible, rapport
de 2 400/3 000

signal classique
rapport de 3 000/3 000
(CH3)

Signaux a 2,0 ppm

Signal trés
important, rapport
de 11 000/3 000

Signal faible, rapport
2500/3 000 (CH3)

Présence quasi égale

Tres petit, quasi a celle des méthyles, Tres petit, quasi

Signaux a 5,2 ppm

inexistant rapport de inexistant
2700/3 000
II. TENEURS EN COMPOSES PHENOLIQUES DES SARGASSACEAE DES ILES
SALOMON

1. Teneurs en composés phénoliques

a) Turbinaria sp.

Des variations interspécifiques des teneurs en composés phénoliques sont notées au sein du genre
Turbinaria. T.ornata présente la plus basse teneur avec 0,262 + 0,12 % de composés phénoliques
par gramme de maticre seche (CPs /g de MS) et T.conoides la plus forte teneur avec 1,272 = 0,11 %
de CPs/g de MS. Une teneur intermédiaire a été¢ déterminée pour T.decurrens (0,73 + 0,11 % de
CPs/g de MS). Chez T. conoides, il existe une différence significative dans la teneur en CPs en
fonction du site d’échantillonnage (Figure 4). Apres dialyse, quelque soit I’espéce et le site
considéré il y a plus de 75% des CPs qui sont perdus avec 'utilisation de membranes de dialyse
présentant des pores de 12-14000 Da, et plus de 60% avec les membranes de 5000 Da (Figure 4).
T. decurrens présente les plus fortes pertes en composés phénoliques (85% de pertes avec la dialyse
a 5000 Da et 90% avec celle a 12-14000 Da) et une variation spatiale des teneurs moyennes en CPs
(0,49 £+ 0,12 pour T.decurrens de Lau Lagoon et 0,96 = 0,12 pour T.decurrens de Anuta Paina
Island). De plus, il existe des différences significatives entre les teneurs de extraits dialysés a 5000
et 12-14000 Da (KW, P= 0,002). Chez T. conoides, il y a un effet site et un effet « tailles des
pores » significatifs. 7. ornata, qui posseéde de faibles teneurs en CPs, présente proportionnellement
de faibles pertes en phlorotannins lors des dialyses. Pour un méme seuil de dialyse, il y a également

des différences significatives entre les teneurs en composés phénoliques (Anova : p < 0,001).
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b) Sargassum sp.

Seules les teneurs en composés phénoliques de Sargassum cf. crassifolium et de
S. crassifolium sont significativement différentes de celles des 3 autres especes (KW : p=0,024, test
LSD), (Figure 5). Donc si S. ¢f crassifolium est bien une « crassifolium », alors il existe un effet site
sur la teneur en composés phénoliques chez cette espéce, avec un plus fort taux de composés
phénoliques en zone de ressac (Nggela NW). Sur un méme site : Anuta Paina Island, il existe des
différences significatives entre les espéces (KW : p=0,024, test LSD) (Figure 5). Apres dialyse et
quelque soit I’espeéce considérée, plus de 80% des composés phénoliques sont perdus avec
I’utilisation des membranes de dialyse de 12-14 000 Da, et plus de 60% de pertes de composés
phénoliques avec celles de 5000Da. On remarque qu’il n’y a un effet « taille des pores » que chez S.
cf- crassifolium. Sur un méme site, il n’y a pas de différence significative (test LSD) entre ED 5000
et ED 12-14000. Si S. ¢f. crassifolium est réellement une « crassifolium » alors il existe un effet site
pour une méme espece entre Nggela NW et Anuta Paina Island (Figure 5). Contrairement aux
espéces du genre Turbinaria, S. cf. crassifolium possede les plus fortes teneurs en composés
phénoliques au niveau des extraits bruts et présente la plus faible perte en ces composés quelque
soit la membrane de dialyse utilisée.

2. Relation entre la teneur en composés phénoliques et 1’épiphytisme et/ou le broutage

Nos résultats montrent que plus 1’algue est épiphytée (y), plus ses teneurs en composés phénoliques
(x) sont faibles. En effet, une relation logarithmique : y = -10,98 Ln(x) + 56,51 (R*=0,72) a été
mise en évidence pour les espéces du genre Turbinaria. Le broutage (y) semble diminuer avec
I’augmentation de la teneur en polyphénols (y = 15,492¢%%%%* R?=0,72). En ce qui concerne le
genre Sargassum, des relations différentes ont été obtenues. Une relation exponentielle semble

relier les teneurs en CPs (x) et I’épiphytisme (y) (y = 77,532¢ %% R?

= 0,72) et une relation
linéaire a pu étre mise en évidence entre le taux de broutage (y) et les teneurs en CPs (y)

(y =0,5x + 5).

III. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS POLAIRES ET APOLAIRES

L’importante perte en CPs lors des dialyses nous a conduit a ne considérer, dans ce présent rapport,
que les extraits bruts pour les différents tests d’activités biologiques.

1. Activité antioxydante :

a) Extraits polaires : composés phénoliques
Turbinaria conoides présente les activités antioxydantes les plus élevées, méme si le pouvoir
antioxydant de I’extrait polaire de 7. conoides de Nggela (A = 19,71 + 2,02 %) n’est pas supérieur
de fagon significative (test LSD) a celui de 7. decurrens d’Anuta Paina Island

(A=10,66+2,02 %). Il existe une différence significative entre le pouvoir antioxydant de
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T. deccurens d’Anuta Paina Island et celui de 7. decurrens de Lau Lagoon (A = 2,97 £+ 2,02 %)
(KW : p < 0,001). De méme pour les T. conoides : il existe une différence entre les valeurs de
I’activité¢ antioxydante de 7. conoides de Nggela et de 7. conoides de Lau Lagoon
(A=25,21+2,02 %). L’activité antioxydante des composés phénoliques de 7. conoides de Lau
Lagoon est significativement supérieure a celles de 7. conoides de Nggela (KW : p < 0,001)
(Figure 6). Seuls deux extraits de Sargassum sur quatre montrent une activité antioxydante : S.
crassifolium de Anuta Paina Island (A = 0,44 + 0,47 %) et S. cf- crassifolium de Nggela NW (A=
6,66 = 0,47%). Les activités antioxydantes de ces deux extraits sont significativement différentes,
(Kruskal-Wallis : p=0,002) (Figure 7). Une corrélation logarithmique entre les teneurs en composés
phénoliques et 1’activité antioxydante pour chaque genre a ¢été établie (Tableau 3). L’activité
antioxydante augmenterait avec la teneur en composés phénoliques, jusqu’a atteindre un plateau.

b) Extraits apolaires (chloroformiques) : acides gras
Il n’y a pas de différence significative entre les activités antioxydantes des différentes espéces de
Turbinaria (Anova : p =0, 57) ni entre celles de Sargassum (Anova : p=0,97).
Turbinaria présente une activité antioxydante de ses composés apolaires de 11% en moyenne, et
Sargassum montre pour ses composés apolaires une activité antioxydante moyenne de 12%.
(Annexe 5). Il n’ y a pas de différence significative entre les activités antioxydantes des différentes
especes de Sargassum et celles de Turbinaria (Anova : p =0, 92).

¢) Comparaison entre l’activité antioxydante des deux types d’extraits
Chez T. ornata, les composés apolaires montrent une activité antioxydante supérieure a celle des
composés phénoliques. Le contraire est observé chez 7. conoides de Lau Lagoon. Ces différences
d’intensité d’activité antioxydante sont significatives a 95% (KW : p=0,001).
Au sein des Sargassum, le pouvoir antioxydant des composés apolaires est significativement
supérieur a celui des composés phénoliques (KW : p = 0,016), sauf pour S. cf. crassifolium chez qui
aucune différence significative n’est observée entre 1’activité antioxydante des deux fractions
(KW =0,117).

2. Tests d’activités antibactériens en milieu terrestre

Aucune activité antibactérienne significative n’a été mise en évidence lors de cette premicre série de
tests antibactériens sur 7 souches de bactéries terrestres, (Annexe 6). Tous les halos d’inhibition des
extraits algaux (polaires et apolaires) sont < 8 mm alors que ceux des antibiotiques sont > 10 mm.

3. Tests d’activités antibactériens en milieu marin

A ce jour, seuls les résultats des extraits polaires nous sont parvenus.
Les Sargassacées montrent, pour les extraits bruts polaires (composés phénoliques), une activité
antimicrobienne dépendant de 1’algue, du microorganisme et de la concentration de I’extrait

(Annexe 7). La souche la plus sensible est Polaribacter irgensii et la plus résistante, Vibrio
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aestuarianus. V.aestuarianus n’est sensible qu’a trois des onze extraits, et a des concentrations de
10pg.10uL™ (C4, soit Img.mL™). S. cristaefolium et T. decurrens de Lau Lagoon sont actifs a
0,01pg.10uL™" (C1, soit 1 ng.mL™") sur deux souches bactériennes chacun, P.irgensii et P.elyakuvii
pour S. cristaefolium et C.marina et P.irgensii pour T. decurrens. Les 5 souches sont sensibles a
I’extrait brut de S. crassifolium et 1’extrait dialysé a 12-14 000 Da de T. conoides de Lau Lagoon,
pour des concentrations supérieures ou égales a 1pg.10uL™" (C3, soit 100pg.mL™).

4. Autres tests d’activités biologiques

Seuls les tests de cytotoxicité contre les cellules Kb (contre le Carcinome de larynx) ont été recus a
ce jour.

Deux especes de Turbinaria (T. decurrens et T. conoides) et trois especes de Sargassum
(S. cristaefolium, S. crassifolium et S. cf. crassifolium) présentent une activité cytotoxique contre les
cellules Kb (Tableau 4). Il existe une variation spatiale de 1’activité cytotoxique des especes des
genres Turbinaria et Sargassum. Pour le genre Turbinaria, seules les espéces provenant de Lau
Lagoon possedent un effet cytotoxique sur les cellules Kb, alors que pour le genre Sargassum, les
especes présentant une activité sont celles échantillonnées a Anuta Paina Island et Nggela NW

(Tableau 4).

DISCUSSION

I. DETERMINATION CHIMIOTAXONOMIQUE DE QUELQUES ESPECES DU
GENRE TURBINARIA

Les espéces du genre Turbinaria présentent une plasticité de leur morphologie en fonction du
milieu dans lequel elles vivent. De nombreuses variétés par espeéce sont décrites. D’apres
I’ Algaebase, il existerait 30 especes au sein du genre Turbinaria et 54 variétés. Pour T. ornata et
T. conoides 1l y a respectivement 10 et 5 variétés décrites et inscrites dans cette base de données.
Cela montre qu’il est difficile de délimiter ce taxon et qu’il existe une confusion taxonomique
possible entre 7. ornata et T. conoides. Une étude phylogénétique a été menée pour mieux
comprendre les relations morphologiques et moléculaires ces deux espéces (Rohfritsch et al., sous
presse).

A T’heure actuelle, aucune étude chimiotaxonomique n’existe pour le genre Turbinaria. Pour
les macroalgues en général et plus particuliérement pour les Phaecophyceae, trés peu de travaux
utilisent la diversité de métabolites primaires ou secondaires d’un genre comme marqueur(s)
chimiotaxonomique(s) (Valls et al., 1993 ; Kamenarska et al., 2002). De plus, cette possible
utilisation chimiotaxonomique des métabolites est généralement une des implications d’études de

caractérisation moléculaire chez les algues brunes (Kamenarska, 2002) et les algues rouges
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(Masuda, 2002 ; Miller, 2002). Aucune étude n’utilise la technique HRMAS comme outil de
chimiotaxonomie, une seule I’utilise pour différencier une souche bactérienne mutante d’une souche
non-mutante (Gudlavalleti ez al., 2006).

La méthode mise en place durant cette ¢tude est donc innovante et permet de distinguer
rapidement et & moindre colt deux espéces du genre Turbinaria. Néanmoins, elle nécessite un
service RMN disposant d’une sonde HRMAS. De plus, les résultats ne sont, pour I’instant, valables
que pour une région donnée : les Iles Salomon. Une série de manipulation sera donc menée sur

T. cf- conoides et T. cf- ornata provenant de Nouvelle Calédonie afin de valider cette méthode.

II. TENEURS EN COMPOSES PHENOLIQUES DES SARGASSACEAE DES ILES
SALOMON

Les teneurs en composés phénoliques des Sargassaceae des lles Salomon varient de 0,075 a
1,68% de matiere séche (MS) et sont en accord avec les données précédemment citées dans la
littérature pour les especes de Sargassum et de Turbinaria (Annexe 8). Les teneurs en composés
phénoliques de Turbinaria sont supérieures a celles de Sargassum, sauf S. cf.oligocystum qui
montre des teneurs équivalentes a celle de 7. decurrens, et supérieures a celles de 7. ornata. Ces
résultats sont en accord avec Stiger et al. (2004) qui ont montré que Turbinaria ornata produit
généralement plus de composés phénoliques que Sargassum mangarevense (Grunow) Setchell. Ce
phénomene s’expliquerait soit par la quantit¢ de brouteurs dans le milieu, soit par la morphologie
des thalles. A titre d’exemple, T.ornata produit plus de composés phénoliques sur le récif frangeant,
riche en brouteurs et moins sur la créte récifale ou 1’hydrodynamisme est fort et ou les brouteurs
sont moins abondants. Ainsi, 7. ornata développerait une défense chimique pour se protéger des
herbivores. De plus, la morphologie des Turbinaria ressemble a un cylindre rigide (cf. page de
garde), alors que le thalle des Sargassum est constitué d’un axe principal et de latérales souples et
flexibles portant des frondes ; ainsi, Sargassum sp. protégerait de facon mécanique ses juvéniles et
s’auto-protégerait du broutage (en balayant le substrat avec ses latérales), alors que Turbinaria sp.,
du fait de son port dressé, mettrait en place une défense chimique pour protéger les recrues et les
juvéniles des herbivores (Stiger et al., 2004). Ces hypotheses restent a vérifier pour les
Sargassaceae des lles Salomon. Néanmoins, les pleuridies des Turbinaria sp. étaient plus abimées
(présence de perforations, de rainures) que les frondes des Sargassum sp. Le role des composés
phénoliques dans les défenses des algues brunes contre le broutage a été trés étudi¢ dans la
littérature : il existe plus de 500 publications sur ce sujet, dont prés de 50 en moins de 10 ans,
abordant les Fucales tropicales (Pereira et Yoneshigue-Valentin, 1999 ; Arnold et Targett, 2000 ;
Pereira et al., 2000, Stiger et al., 2004 pour les plus récurrentes). Depuis ces 30 derniéres années, il

ressort des différents travaux publiés que les algues tropicales montrent des teneurs en composés
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phénoliques inférieures a celles des régions tempérées (Steinberg, 1986 ; Pereira et Yoneshigue-
Valentin, 1999 ; Zubia, 2003) alors qu’il y a plus de brouteurs en régions tropicales (Hay et al.,
1987 ; Hay et Fenical, 1988). De plus le role des composés phénoliques dans la lutte contre les
herbivores est ambigu : certains auteurs démontrent que les composés phénoliques chez les Algues
brunes tropicales sont des composés de défense contre le broutage (Van Alstyne, 1988 ; Yates et
Peckol, 1993 ; Pavia et al., 1997 ; Stiger et al., 2004) et qu’ils seraient efficace a forte concentration
(Van Alstyne et Paul, 1990 ; Pereira et Yoneshigue-Valentin, 1999) alors que ce rdle est
controvers¢ par d’autres auteurs (Steinberg, 1986 ; Steinberg et al., 1991).

De plus, les Sargassaceae étudiées présentaient un épiphytisme différentiel : les espéces de
Sargassum semblent plus épiphytées que celles de Turbinaria (observations personnelles). Les
composés phénoliques joueraient donc un role dans la lutte contre 1’épiphytisme, puisque plus les
teneurs en composés phénoliques sont élevées, moins il n” y a d’épiphytes sur les algues brunes.
Ceci est confirmé par la littérature : de nombreux auteurs ont souligné le role probable des
composés phénoliques dans la lutte contre 1’épiphytisme animale comme végétale (cytotoxicité des
polyphénols, role antifouling, antimicroalgal...) (Ragan et Glombitza, 1986 ; Wisespongpand et
Kuniyoshi, 2003).

Des variations interspécifiques et spatiales ont été mises en évidence. 7. ornata présente les
plus faibles teneurs en composés phénoliques au sein des Turbinaria et T. conoides les plus fortes.
Ces deux especes ne vivent pas dans le méme biotope : la premiére vit entre 1 et 6m, dans un site
calme, sur un fond corallien (Anuta Paina Island), alors que la seconde est située au niveau d’un
récif-barriére a herbier de phanérogames, (au nord de Malaita : a Lau Lagoon) a environ 1 m de
profondeur, dans une zone ou il y a du courrant. 7. decurrens qui vit dans le méme site que
T. ornata présente une teneur en compos€s phénoliques supérieure a 7. decurrens qui vit a Lau
Lagoon, dans la zone intérieure de la passe (site calme, 1,5 a 3 m de profondeur, présence d’un
herbier a phanérogames). Lorsqu’on compare les 2 échantillons de Turbinaria conoides,
T. conoides de Lau Lagoon a des teneurs en composés phénoliques supérieures a celles des
populations de Nggela. Etant donné que les individus de 7. conoides vivent dans des milieux peu
profonds, on peut penser que les composés phénoliques pourraient avoir un rdle photoprotecteur
(cf. partie sur les activités antioxydantes). Cependant il faut remarquer que 7. conoides de Nggela
est présente en haut des rochers, au niveau d’une zone de ressac, une possible libération des
composés phénoliques peut étre envisagée. L’ hypothése d’une possible exudation des composés
phénoliques chez les algues vivant au niveau de zone de ressac a déja été¢ mise en évidence chez
différentes especes (Jennings et Steinberg, 1994 ; Wernberg et al. , 1998 ; Stiger et al., 2004). 1l ne
faut pas négliger une variation interspécifique puisque ces auteurs n’ont pas travaillé sur les mémes

espeéces de Phaeophyceae. Néanmoins, pour Sargassum, 1’espeéce présentant les plus fortes teneurs
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en composés phénoliques est une espéce provenant du méme site que 7. conoides. En 2004, Stiger
et al. faisaient part d’observations inverses : une libération probable des composés phénoliques de
Sargassum mangarevense au niveau de la barriere récifale extérieure (zone de balancement des
marées) mais aucun changement dans les teneurs en composés phénoliques chez Turbinaria ornata,
entre le récif frangeant et la barriére récifale extérieure. Les auteurs expliquaient ce phénomeéne par
la différence morphologique des thalles, hypothése qui reste a vérifier. La différence de nature des
composés phénoliques au sein d’un méme genre et méme d’'une méme espece en fonction des
conditions du milieu semble une hypothése plus appropriée. Cette différence de nature des
composés phénoliques est confirmée par les résultats obtenus avec les deux dialyses. Toutes les
Sargassaceae présentent une majorité des composés phénoliques dont le poids moléculaire est
inférieur a 5000 Da. Ce sont donc des composés phénoliques de faibles poids moléculaires, ce qui
différe des Fucales tempérées qui présentent en majorit¢ des polyphénols de grandes tailles :
supérieure ou égale a 30 000 Da (Ragan, 1985 ; Ragan et Glombitza, 1986 ; Barwell et al., 1989).
Etant donné¢ le faible poids moléculaire des composés phénoliques des Sargassaceae des Iles
Salomon, il est possible d’envisager de les isoler et des les déterminer facilement. I faudra
néanmoins travailler avec des quantités de matic¢re plus importantes vu les faibles teneurs mesurées.
Chez les Sargassum, seule 1’espéce vivant a Nggela présente des différences de teneurs en
composés phénoliques entre la dialyse 5000 et celle a 12-14 000. Si cette espece est une
S. crassifolium, alors, il existerait un effet site sur la nature des composés phénoliques, qui pourrait
étre liée au role antioxydant de ces métabolites secondaires. En effet, seule S. cf. crassifolium
montre des teneurs significativement supérieures aux autres especes du genre Sargassum et du fait
de sa position sur 1’estran, on peut envisager un role photoprotecteur de ces composés phénoliques
(Anggadiredja et al., 1997 ; Pavia et al., 1997 ; Stachowicz et Lindquist, 1997 ; Pavia et Brock,
2000 ; Lim et al., 2002 ; Swanson et Druehl, 2002 ; Macaya et al., 2005). Chez les Turbinaria, ce
sont les deux échantillons de 7. conoides qui présentent les teneurs les plus élevées. T. decurrens
présente des variations spatiales de la nature des composés phénoliques, puisque qu’il existe une
différence significative entre les teneurs en composés phénoliques apres dialyse a 5 000 et apres
dialyse a 12-14 000. Toujours chez 7. decurrens, il n’y a pas de différence significative entre les
deux sites d’échantillonnés (Anuta Paina Island et Lau Lagoon). De plus, la majorité des composés
phénoliques de cette population (Lau Lagoon) est inférieure a 5 000 Da. Cette étude confirme des
résultats préalablement acquis sur les variations spatiales des composés phénoliques ou/et les
polyphénols, comme les autres métabolites secondaires (Ragan et Glombitza, 1986 ;
Targett et al., 1992). De méme chez T. conoides, la taille, donc la nature des composés phénoliques

varient en fonction de I’environnement (« effet site »).
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Pour chaque genre, les teneurs en composés phénoliques semblent étre corrélées de fagcon
négative au pourcentage d’épiphytisme et de broutage estimés sur les thalles ¢tudiés. Les individus
présentant les teneurs en composés phénoliques les plus élevées sont les moins épiphytés et les
moins broutés (régression de type exponentielle). Il apparait donc que les composés phénoliques
chez les Sargassaceae des Iles Salomon joueraient un role dans la défense chimique de ’algue
contre les épiphytes et contre les brouteurs (micro-brouteurs principalement). Néanmoins ces
observations sont basées sur une simple estimation des taux d’épiphytisme et de broutage, et des

études plus poussées seraient & mener.

III. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES SARGASSACEAE DES ILES SALOMON

1. Activité antioxydante

a) Composés polaires

Cette étude montre une corrélation significativement positive entre les composés
phénoliques et I’activité¢ antioxydante, comme 1’ont montré un grand nombre de travaux (Fujimoto
et Kaneda, 1984 ; Nakamura et al., 1996 ; Yan et al., 1996 ; Pavia et al., 1997 ; Rice-Evans et al.,
1997 ; Jiménez-Escrig et al., 2001 ; Siriwardhana et al., 2003 ; Zubia , 2003 ; Santoso et al., 2004 ;
Heo et al., 2005 ; Siriwardhana et al., 2005 ; Nakai et al., 2006 ; Serevirathne et al., 2006). En effet,
les composés phénoliques (marins et terrestres) sont reconnus comme substances potentiellement
antioxydantes ayant la capacité de piéger les radicaux libres et les formes réactives de 1’oxygene tel
que I’oxygene singulet dans les organismes. Des substances telles que la théine (en provenance du
thé¢) ou les tannins du vin (raisins) sont d’ailleurs populairement connues comme étant
antioxydantes. Les phlorotannins sont aussi capables d’absorber et donc de bloquer les radiations
UV (Pavia et al., 1997 ; Swanson et Druehl, 2002). Pavia et Brock (2000) ainsi que Pavia et Toth
(2000) ont montré, entre autre, que les radiations UV, et notamment UV-B, induisent une
production de polyphénols chez Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolie et Fucus vesiculosus
Linnaeus.

De plus il est a noter que ce sont les Sargassaceae vivant dans les milieux les moins
profonds qui présentent les plus fortes teneurs en composés phénoliques, et I’activité antioxydante
la plus importante : 7. conoides vit a Nggela comme a Anuta Paina Island, dans moins de 1m d’eau,
de méme que S. crassifolium de Anuta Paina Island et S. ¢f. crassifolium de Nggela. Néanmoins,
S. cristaefolium qui vit dans le méme milieu que S. crassifolium ne présente pas d’activité
antioxydante pour les composés phénoliques. Or les teneurs en phlorotannins de ces deux espéces
ne sont pas significativement différentes. Il existe donc probablement soit des différences
qualitatives dans la nature de ces composés phénoliques influengant leur pouvoir antioxydant, soit

des composés induisant un effet antagoniste a celles des substances antioxydantes. Cependant les
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résultats de ce test appuient I’hypothése du rdle antioxydant des phlorotannins au sein des systémes
biologiques en tant que composés de défense contre les radiations UV. En effet les radiations UV et
notamment UV-B, sont connues comme étant responsables du stress oxydatif.

Il est relativement difficile de comparer les données de cette étude avec celles de la
littérature. En effet, pour le genre Sargassum, il existe une assez grande variation dans le choix des
solvants d’extraction et dans celle de la méthode de mesure de I’activit¢ antioxydante, alors que le
genre Turbinaria n’a été que trés peu étudié : seulement deux publications trouvées a ce
jour (Annexe 9).

Toutefois, des auteurs tel que Matsukawa et al. (1997), Yan et al. (1998), Lim et al. (2002),
Wei et Yu (2002) et Zubia (2003) indiquent de fortes activités antioxydantes pour le genre
Sargassum (de 50 a 90 % pour des extraits alcooliques polaires), alors que les Sargassum des Iles
Salomon présentent des valeurs d’activités antioxydantes inférieures a 10% voir méme nulles pour
deux especes sur quatre. Dans ces travaux, il s’agit (a part Sargassum mangarevense, étudiée par
Zubia (2003)) d’especes d’origine tempérée, ce qui pourrait expliquer les différences d’activités
antioxydantes. Néanmoins, Kang et al. (2004) ont montré que les extraits méthanoliques de
Sargassum cinereum J. Agardh, Sargassum miyabei Yendo et Sargassum thumbergii (Mertens ex
Roth) Kuntze (Sargassaceae tempérées) induiraient une production d’espéces réactives a 1’oxygene
(ROS) (valeurs négatives obtenues lors du test DCFH-DA : Dichlorofluorescein diacetate). Ces
résultats expliquerait les valeurs nulles obtenues pour les espeéces du genre Sargassum des lIles
Salomon. Cependant, les résultats de Kang et al. (2004) sont en contradiction avec ceux de
Matsukawa et al. (1997) et de Wei et Yu (2002) qui montrent que S. thumbergii présente pour des
extraits éthanoliques une forte activité antioxydante (80- 90%, test DPPH). Il faut toutefois
souligner qu’il ne s’agit ni des mémes solvants ni des mémes protocoles d’activités. De méme
’activité antioxydante moyenne de 7. ornata en Polynésie Frangaise est de 83% (Zubia, 2003) alors
qu’aux Iles Salomon elle est réduite a 0,13%. Le solvant utilisé¢ dans cette étude est du méthanol
50% alors que Zubia (2003) utilise de 1’éthanol 50%. Les travaux de Fujimoto et Kaneda (1980),
Matsukawa et al. (1997), Anggadiredja et al. (1997), Yan et al. (1998) montrent que les extraits
méthanoliques présentent les plus fortes activités antioxydantes, mais il s’agit de méthanol non
dilué contrairement a 1’étude présentée ici. Ainsi, le choix du solvant pourrait expliquer les
différences observées.

De méme, la conservation et le transport des algues pourrait expliquer ces différences entre
les données de la littérature et celles observées au cours de cette étude. Anggadiredja et al. (1997)
ont montré¢ que les thalles frais de Sargassum polycystum C.A. Agardh présentent une activité
antioxydante significative contrairement aux thalles séchés au soleil. De plus, Zubia (2003)

remarque que le transport des algues de Polynésie Francaise vers la métropole induirait une
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diminution de leurs activités antioxydantes. Dans notre cas, les algues ont été recues lyophilisées.
Ce conditionnement n’a pas 1’air de jouer sur les teneurs en composés phénoliques (Le Lann,
résultats non présentés ici), mais il pourrait induire des variations de 1’activité antioxydante des

extraits.

b) Composés apolaires

Les activités antioxydantes des composés apolaires (lipidiques) des Sargassaceae ont été
relativement peu étudiées. Les résultats obtenus lors de cette étude sont cohérents avec ceux de Yan
et al. (1998) pour les extraits au chloroforme : I’activité antioxydante des Sargassaceae des iles
Salomon est de 11-12% environ, celles de Sargassum thumbergii et Sargassum kjellmaniamum
Yendo (Yan et al., 1998) se situent autour de 15%. Cependant Anggadiredja et al. (1997) et Mori et
al. (2003) ont respectivement trouvé pour Sargassum polycystum C.A. Agardh et Sargassum
micracanthum (Kiitzing) Endlichter, des activités antioxydantes nettement supérieures aux valeurs
indiquées ci-dessus. De méme, Fujimoto et Kaneda (1980) montrent que les extraits
chloroformiques de Sargassum kjellmanianum possédent une forte activité antioxydante tout
comme Eisenia bicyclis (Kjellman) Setchell (Phaeophyceae, Alariaceae) et Ishige okamurae Yendo
(Phaeophyceae , Ishigeaceae). Chez Yan et al. (1998), les extraits méthanoliques et aqueux de S.
thumbergii et de S. kjellmanianum montrent une activité antioxydante supérieure aux extraits
chloroformiques. Or, par rapport aux extraits méthanoliques précédemment traités, le pouvoir
antioxydant des composés apolaires des Sargassaceae est globalement supérieur pour les espéces de
Sargassum, pour T. conoides de Lau Lagoon et pour 7. ornata, et sont équivalent pour 7. decurrens
et 7. conoides de Nggela. Néanmoins, Mori ef al. (2003) ont montré une équivalence d’activité
antioxydante des extraits au chloroforme et méthanol. Les composés apolaires pourraient assurer la
protection antioxydante des espeéces de Sargassum et de T. ornata. Pour les autres Turbinaria, il
faudrait des recherches supplémentaires pour déterminer le réle exact de chaque type de composés.
De plus I’effet antioxydant des composés apolaires (acides gras et/ou phospholipides) pourrait étre
le résultat d’une action synergétique (Fujimoto et Kaneda, 1980) ce qui est confirmé par les travaux
de Le Tutour ef al. (1998) qui ont montré chez plusieurs espeéces de Fucales tempérées que les
composés apolaires (pigments apolaires, lipides neutres, acides gras insaturés...) permettent
d’augmenter ’action antioxydante de la vitamine E (ou tocophérol). Néanmoins, ces auteurs ont
mis en évidence que des extraits similaires chez Laminaria digitata (Hudson) J.V. Lamouroux

récoltée en hiver induisaient une synergie négative avec la vitamine E.
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2. Activité antibactérienne

a) Souches terrestres

Les extraits hydrométhanoliques comme les extraits chloroformiques des espéces de
Sargassum et de Turbinaria testées ne présentent aucune activité antibactérienne significative. Ce
qui n’est pas le cas de nombreuses especes de Sargassaceae chez lesquelles une activité contre une
ou plusieurs bactéries a souvent été mise en évidence (Annexe 10). Néanmoins ces résultats sont
difficilement comparables étant donné que les méthodes utilisées sont différentes. Le choix du
protocole d’extraction et plus particulierement celui du solvant est trés important. En effet selon sa
polarité, les composés extraits ne sont pas les mémes. Il ressort des travaux étudiant la variabilité de
I’activité antibactérienne en fonction du solvant d’extraction, que parmi les solvants les plus
couramment utilisés, les alcools (éthanol, méthanol) sont plus efficaces que les solvants apolaires
(chloroforme, dichlorométhane) (Sreenivasa et Parekh, 1981 ; Sreenivasa Rao ef al., 1986 ; Sastry
et Rao, 1994 ; Mahasneh et al., 1995 ; Arun Kumar et Rengasamy, 2000 a, b ; Freile-Pelegrin et
Morales, 2004), sauf chez Sargassum muticum (Yendo) Fensholt (Hellio ef al., 2000) : ’extrait au
dichlorométhane est plus actif que I’extrait a I’éthanol sur Serratia marcescens (gram négatif).

Toutefois les résultats de ces différents travaux sont trés variables et sont fonction de
I’espéce algale étudiée ainsi que de la souche bactérienne considérée. De plus d’autres facteurs tel
que le conditionnent de 1’algue (Sreenivasa et Parekh, 1981 ; Sreenivasa Rao ef al., 1986), la saison
de récolte (Sreenivasa et Parekh, 1981 ; Padmakumar et Ayyakkannu, 1997 ; Arun Kumar et
Rengasamy, 2000a) et les conditions environnementales de son habitat (Kubo ef al., 1992 ; Arun
Kumar et Rengasamy, 2000a) peuvent influencer les résultats des tests antibactériens. En outre, les
activités antibactériennes varieraient en fonction de la partie du thalle considéré (Vlachos et al.,
1999). 11 est aussi a souligner qu’a ma connaissance, le potentiel antibactérien des especes de
Sargassaceae considérées ici a été trés peu étudié. Il ressort de ces travaux que 7. ornata et
S. crassifolium possédent des composés actifs contre E. coli et S. aureus (Anggadiredja et al.,
1996), T. ornata contre S. aureus (Padmakumar et Ayyakkannu, 1997 ; Zubia, 2003) et 7. conoides
contre S. aureus (Padmakumar et Ayyakkannu, 1997) et contre Xanthomonas sp. (Arun Kumar et
Rengasamy, 2000a,b). D’aprés Padmakumar et Ayyakkannu (1997), T.deccurens ne présente
aucune activité antibactérienne (15 souches terrestres testées). Ainsi changer le protocole
d’extraction de méme que les solvants utilisés permettraient peut étre de déceler des activités contre
des bactéries terrestres chez les Sargassaceae des Iles Salomon.

De plus la méthode utilisée pour faire ce screening est discutable. En effet, les souches
utilisées se sont révélées ne pas étre extrémement pures, quelque fois contaminées et certaines ne
poussaient pas correctement lors de 1’incubation a 37°C. De plus la quantité de produit déposé sur

les disques est plus faible que dans d’autres méthodes (inclusion, dilution) et la lecture des boites
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reste subjective. En effet, la mesure du diamétre d’inhibition s’effectue a la régle a travers la boite
de pétri et il arrive aussi que le film bactérien soit trés faible et a peine visible. Néanmoins cette
méthode est rapide et simple a mettre en place et a effectuer. Cependant, il serait judicieux de
mettre en place des tests antibactériens avec la méthode de dilution, afin d’avoir des résultats plus
rigoureux, plus homogenes et plus objectifs. En outre il faudrait pousser plus loin I’investigation sur
les activités antibactériennes, d’une part en testant les extraits sur d’autres souches bactériennes
terrestres telle que Xanthomonas sp. qui est sensible aux extraits de Sargassum wightii Greville et
de Turbinaria conoides (Arun Kumar et Rengasamy, 2000a,b) ou Vibrio sp. sensible a T. conoides
et 7. ornata (Padmakumar et Ayyakkannu, 1997) et d’autre part en fractionnant les extraits. En effet
des activités contre des bactéries (souvent a gram négatif) ont été décelées dans des extraits
fractionnés d’espéces de Sargassaceae (Sreenivasa Rao et al., 1988 ; Anggadiredja et al., 1996). De
plus, d’apres Sreenivasa Rao et Parekh (1981), Sreenivasa Rao ef al., (1988) et Arun Kumar et
Rengasamy (2000b), il y aurait dans les extraits non fractionnés des composés inhibiteurs masquant
les composés actifs. En 1996, Anggadiredja et al. ont identifié¢ certaines de ces substances actives
chez T. ornata et S. crassifolium, comme étant des triterpénes aromatiques. Plus récemment, Arun
Kumar et al. (2005) ont isolé et caractérisé le principe actif de S. wightii contre le phytopathogéne
Xanthomonas oryzae pv. oryzae comme étant un sulphoglycérolipide.

En outre, il serait intéressant de pouvoir mener d’autre part un screening antibactérien
mensuel afin de déterminer a quelle période de I’année, la récolte des algues est la plus avantageuse,
et d’autre part de rechercher dans quelle partie de 1’algue le principe actif est le plus exprimé.
Cependant ce dernier point ainsi que le fractionnement, la purification et la caractérisation des
éventuels composés actifs ne sont pas envisageables dans 1’optique d’une valorisation industrielle

de ces composés naturels car cela serait trop complexe et trop onéreux.

b) Souches marines

Contrairement aux souches terrestres, les souches marines utilisées pour les tests
antibactériens effectués a I’Université de Portsmouth (School of Biological Science) présentent une
sensibilité aux extraits hydrométhanoliques des Sargassaceae des Iles Salomon. Au sein de la
famille des Sargassaceae, il ne semble pas qu’un des deux genres étudiés (Sargassum ou
Turbinaria) possede plus ou moins d’extraits actifs. Les bactéries a gram négatif (P. irgensii, P.
elyakuvii et C. marina) semblent plus sensibles que S. putrefaciens, bactérie a gram positif. Cela
n’est pas en accord avec les travaux de Hellio et al. (2001) ou les extraits d’Ascophyllum nodosum
et de Sargassum muticum sont plus actifs sur des bactéries a Gram positif que sur des bactéries a
Gram négatif. Mais dans cette ¢étude seule la forme des souches bactériennes a été identifiée (Rod

ou Coccus) et en 2004, Hellio et al. ne détectent pas de sensibilité¢ différente, aux extraits de
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A. nodosum et S. muticum, entre les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif. Ainsi,
I’efficacité d’un extrait dépend de sa concentration, de 1’algue duquel il est issu et de la souche
bactérienne testée.

En ce qui concerne Vibrio sp., trois études précédentes montrent que ce genre bactérien est
sensible aux extraits des espéces de Sargassum. Deux de ces travaux traitent de Vibrio harveyi
(Chotigeat et al., 2004 ; Huang et al., 2006) et Yeh et al., (2006) étudient I’impact in vivo d’extraits
aqueux de Sargassum duplicatum sur le systtme immunitaire de la crevette blanche Litopenaeus
vannmei en présence de Vibrio alginolyticus. Ainsi il est relativement difficile de comparer ces
résultats avec ceux obtenus pour les Sargassaceae des Iles Salomon, ou la souche de Vibrio testée
est V. aestuarianus.

L’activité antibactérienne des extraits d’algues tempérées est saisonniere (Hellio et al.,
2004 ; Maréchal et al., 2004), il serait donc intéressant de faire un suivi mensuel afin de déterminer
si une variation saisonniére des activités antibactériennes existe chez les Sargassaceae tropicales. En
effet, a ma connaissance aucun travail traitant ce sujet n’a été effectué. Néanmoins, si A. nodosum et
Bifurcata bifurcata R. Ross présentent des variations saisonni€res vis-a-vis des activités
antibactériennes (Hellio et al., 2004 ; Maréchal et al., 2004), ’espece S. muticum (Sargassaceae
tempérée) montre une activité stable tout au long de 1’année (Hellio et al., 2004). 11 se peut donc
que ’activité antibactérienne des extraits de Sargassaceae soit indépendante de la saison.

En outre le potentiel antibactérien des algues tropicales contre des souches marines n’a été
que trés peu étudié (une seule référence trouvée : Engel ef al., 2006). Ces auteurs ont testé, entre
autre, la sensibilit¢ de Pseudoalteromonas bacteriolytica vis-a-vis d’extraits hydrophiles et
lipophiles de 4 especes de Sargassum des Bahamas (Atlantique tropical nord-ouest). Trois de ces
quatre especes présentent des composés ayant une activité contre P. bacteriolytica. A ceci se rajoute
le fait que, dans les études précédentes, la concentration minimum d’inhibition d’un extrait d’algue
brune est compris entre 6 et 48 ug.mL'1 (Hellio et al., 2001, 2004 ; Maréchal et al., 2004), alors que
sept des onze extraits des espéces de Sargassum et de Turbinaria testés sont actifs a 1ug.mL™". Les
extraits de Sargassum et de Turbinaria issus des océans tropicaux semblent donc posséder un fort
potentiel de substances actives contre les bactéries marines.

Il serait donc intéressant de poursuivre ce screening antibactérien sur plus de bactéries mais
aussi avec des algues provenant d’autres régions du Pacifique Sud afin de déceler une éventuelle
variation géographique dans le potentiel antibactérien des extraits algaux. En effet les activités
antibactériennes des extraits d’algues vis-a-vis de souches de bactéries terrestres peuvent varier
d’un milieu a I’autre (Kubo et al., 1992 ; Arun Kumar et Rengasamy, 2000a).

Mais déja au sein des iles Salomon, il semble se dégager un effet site : 4 bactéries sont

sensibles aux extraits bruts de 7. conoides de Nggela : C. marina, V. aestuarianus, P. irgensii et P.
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elyakuvii, contre 3 pour 7. conoides de Lau Lagoon : P. irgensii, putrefaciens et P. elyakuvii. C.
marina est sensible aux extraits de 7. decurrens de Lau Lagoon dés lpug.mL™ alors que sa
croissance n’est inhibée qu’a partir de 1mg.mL™" avec les extraits issus de 7. decurrens de Anuta
Paina Island. Pour P. elyakuvii, le contraire est observé : les extraits de 7. decurrens de Lau Lagoon
ne sont actifs qu’a partir de Img.mL", alors que ceux de 7. decurrens d’Anuta Paina Island le sont

dés 10pug.mL™".

3. Autres activités biologiques intéressantes

A part les activités antioxydantes et antibactériennes, les Sargassaceae peuvent aussi
présenter des extraits aux propriétés antitumorales (Deslandes et al., 2000), anticoagulante (Abdel-
Fattah et al., 1973 in Zubia, 2003), cytotoxique (Parent-Massin et al., 1998), antivirale (Santos et
al., 1999, Chotigeat et al., 2004), antifongique (Caccamese et Azzolina, 1979 ; Reichelt et
Borowitzka, 1984 ; Padmakumar et Ayakkannu, 1997 ; Hellio et al., 2000 ; Hellio et al., 2004 ;
Engel et al., 2006), antiprotozoaire (Reichelt et Borowitzka, 1984 ), antialgale (Hellio et al., 2002,
2004).

Certains extraits ont une action contre 1’installation de larves de balanes (Hellio et al., 2004)
et/ou inhibent le développement de levures (Reichelt et Borowitzka, 1984 ; Hellio et al., 2000). Un
méme extrait peut étre pluriactif: la plupart de ces études testent un large spectre d’action des
extraits algaux obtenus (antialgal, antilarvaire, et/ou antimicrobien, ...) (Caccamese et Azzolina,
1979 ; Reichelt et Borowitzka, 1984 ; Padmakumar et Ayakkannu, 1997 ; Hellio et al., 2000 ;
Hellio et al., 2004 ; Engel et al., 2006).

A cela peut s’ajouter dorénavant le caractére anticancéreux de certaines espeéces de
Sargassum et de Turbinaria. En effet, les tests de cytotoxicité ont révélé que les extraits
hydrométhanoliques de T. conoides, T. decurrens, S. cristaefolium, S. crassifolium et S. cf.
crassifolium sont actifs contre les cellules Kb du carcinome du larynx. L’extrait de 7. ornata ne
montre aucune activité ce qui est en contradiction avec 1’étude menée par Deslandes et al. (2000) ou
un compos¢ assimilé & un fucane sulfaté issu de I’extrait hydroéthanolique de 7. ornata de
Polynésie Francaise (Tahiti) présente des propriétés d’anti-prolifération vis-a-vis des cellules
tumorales du carcinome broncho-pulmonaire. Cependant, il semble exister une variation
géographique de la teneur et de la nature des substances actives. En effet chez les Sargassaceae des
Iles Salomon, ne sont actifs que les extraits des Turbinaria sp. vivant a Lau Lagoon ; les extraits de
T. conoides et de T. decurrens d’Anuta Paina Island ne montrent aucun effet cytotoxique.
Néanmoins il est troublant de remarquer le contraire pour les Sargassum sp. Seul ’extrait de S. cf-

echinocarpum de Lau Lagoon est non actif contre les cellules Kb.
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Les recherches sont donc a poursuivre afin de déterminer s’il existe réellement un effet site
(ce qui est fortement probable) et si la saison peut influencer les propriétés cytotoxiques des extraits
algaux. Prochainement, ’isolement et la caractérisation des substances actives sont a prévoir. En
1988, Parent-Massin et al., rapportent que les différents extraits aqueux de 7. ornata ne montrent
aucun effet cytotoxique ou meiolitique sur le systeme hématopoiétique. Les mémes vérifications
sont a envisager afin de pouvoir envisager 1’utilisation les substances actives des Sargassaceae en

cancérologie.

CONCLUSION

Les résultats de cette étude, récapitulés en Annexe 11, montrent que les Sargassaceae des
Iles Salomon présentent des composés phénoliques de faibles poids moléculaires qu’il serait
intéressant de pouvoir isoler et caractériser, ainsi que des composés biologiquement actifs. Il
conviendra, lorsque tous les résultats d’activités nous serons parvenus, de mener des études
qualitatives sur ces composés en choisissant les extraits les plus actifs par activité. Enfin, des études
en collaboration avec des industries du domaine de la cosmétique et/ou de 1’agriculture ou de la
région pacifique-sud pourraient étre mise en place afin de valoriser ces algues localement.

En ce qui concerne la chimiotaxonomie du genre Turbinaria, la caractérisation des acides
gras, ainsi que la validation de cette méthode avec des individus de 7. c¢f. ornata et de T. cf.
conoides est en cours. De plus, 1’adaptation de cette méthode pourrait étre envisagée avec le genre
Sargassum, méme si la résolution des spectres HRMAS n’est pas bonne, les profils des spectres
RMN des extraits chloroformiques (non présentés ici) de S. cf. crassifolium et de S. crassifolium
sont semblables et différents de ceux de S. cristaefolium et de S. cf. echinocarpum, ce qui confirme
le fait que S. ¢f. crassifolium est bien une S. crassifolium. En outre, I’extraction au chloroforme
pourra étre remplacée par une extraction au dichlorométhane, solvant moins toxique.

Ainsi, les résultats obtenus pour ce premier volet géographique du programme AFD, qui en
compte 3, sont trés prometteurs et doivent étre poursuivis. En effet, les résultats a venir, tests
d’activités et autres volets géographiques (Fidji et Cook), pourraient venir augmenter le nombre de

résultats positifs facilitant la valorisation future de ces especes dans le Pacifique Sud.
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Figure 1 : schéma des champs magnétiques appliqués sur les noyaux lors d’une séance de
RMN, et leur répartition en cone autour du champ magnétique statique By.
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Figure 4 : Variations interspécifiques et spatiales des teneurs moyennes en composés phénoliques,
exprimées en % de composés phénoliques par gramme de matiere séche (% CPs), des extraits bruts
(EB) et des extraits dialysés avec des membranes de 5000 Da (ED 5000) et de 12-14 000 Da (ED
12-14000), au sein du genre Turbinaria. Les lettres (a, b et c) indiquent les différences

significatives, (Anova : p < 0,001 ; test LSD, Fisher) pour les extraits bruts (EB).
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Figure 5 : Variations interspécifiques et spatiales des teneurs moyennes en composés phénoliques,
exprimées en % de composés phénoliques par gramme de matiere seche (% CPs), des extraits bruts
(EB) et des extraits dialysés avec des membranes de 5000 Da (ED 5000) et de 12-14 000 Da (ED
12-14000), au sein du genre Sargassum. Les lettres (a,b et ¢) indiquent les différences significatives,

(Anova : p <0,001 ; test LSD, Fisher) pour les extraits bruts (EB).
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Figure 6 : Variations interspécifiques et spatiales des activités antioxydantes des extraits polairs de
différentes espéces de Turbinaria. Les valeurs indiquées par une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (test LSD de Fisher).
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S.cristaefolium S.cf.echinocarpum S.crassifolium | S.cf.crassifolium

Figure 7 : Variations interspécifiques et spatiales des activités antioxydantes des extraits polairs de
différentes espeéces de Sargassum. Les lettres indiquent les différences significatives (Kruskal-

Wallis : p=0,002).

Tableau 3 : Equations illustrant les relations entre la teneur en composés phénoliques et I’activité

antioxydante pour les genres Turbinaria et Sargassum des Iles Salomon.

genre Equation Coefficient de corrélation
Turbinaria | y = 13,04 + 27,62 * log(x) r=0,88 (p <0,001)
Sargassum | 'y =6,85+6,77 * log (x) r=0,95 (p <0,001)
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Tableau 4 : résultats du test contre le cancer du larynx (ou carcinome) pour les extraits polaires
(composés phénoliques) des Sargassaceae des Iles Salomon. Un extrait est considéré comme actif si

la mesure de la cytotoxicité est supérieure a 50.

Sargassaceae site 10pg.mL" lpg.mL™ activité
T. ornata Anuta Paina Island <50 <50 non
Lau Lagoon (passe) 50 10 Oui 2 10pg.mL™"
T. decurrens .
Anuta Paina Island <50 <50 non
. Nggela NW <50 <50 non
T. conoides L . . - -1
Lau Lagoon (récif barriére) 72 0 Oui a 10pg.mL
S. cristaefolium Anuta Paina Island 100 24 Oui 4 10pg.mL™"
S. ¢f. echinocarpum Lau Lagoon (passe) <50 <50 non
S. crassifolium Anuta Paina Island 54 0 Oui 2 10pg.mL™"
S. cf. crassifolium Nggela NW 64 16 Oui 2 10pg.mL™"
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Annexe 1
Liste des especes de Sargassaceae récoltées aux Iles Salomon et leur écologie

Numéro
Genre espéce du date lieu milieu mode  profondeur
spécimen
Malaita,
S.850- cote est.
ornata 7 41 18/07/04  Anuta Fond corallien calme 1a6m
Paina
Island
Malaita Bord de platier.
S 848- nord. Zone interne de i
decurrens '68 s 16/07/04 la passe. Herbier calme 1,54 3m
Lau A
Lagoon phanérogammes.
3 Malaita,
§ 3.850- cote est.
= decurrens 7 40 18/07/04  Anuta Fond corallien calme 1a6m
é Paina
Island
Platier frangeant
. S.842- Nggela cotier. Haut des /- 05208
conoides 566 12/07/04 NW  rochers. Zone de  agité m
ressac
< 850, M”‘rﬁ‘a Récif-barriére &
conoides '702 17/07/04 nﬁ herbier a courant Im
au phanérogamme
Lagoon
Malaita,
. . S.852- cote est. Zone cotier du .
cristaefolium 748 18/07/04 An.uta platier corallien agité Im
Paina
Island
) Bord de platier.
S 848 Mall:a(;ta Zone interne de
s cf.echinocarpum '68 6 16/07/04 nfau. la passe. Herbier Calme  1,5a3m
S a
§ Lagoon phanérogammes.
S0 ;
% Platier frangeant
o e S.852- Nggela  cotier. Haut des +/- 05a0,8
of-crassifolium 562 12/07/04 NW  rochers. Zone de  agité m
ressac
Malaita,
o S.852- coteest. 7o cotier du y
crassifolium 740 18/07/04 An.uta platier corallien agité Im
Paina
Island
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Annexe 2
Protocoles d’extraction (Figure A) et de dosage (Figure B) des composés phénoliques

A 3 gd’algues lyophilisées + 150 mL de MeOH 50

l

Broyage au mixeur puis a I’ultra Turax

l

Extraction pendant 3h a 40°C a l'obscurité (papier alu)
sous agitation

l

Centrifugation pendant 15 min a 4°C a 4000 tr/min

l

Filtration sur coton de verre

l

Récupération du filtrat (conservation possible au congélateur)

l

Evaporation rotative

B 100 puL d’échantillon
+50u L de réactif de Folin-Ciocalteu
+200ul de Na,COs a 200g/L
+650ul d’ eau déminéralisée

l Homogénéisation

70°C pendant 10 minutes

l

Refroidissement dans un bain de glace pilée
(réaction stoppée)

l Homogénéisation

Absorbance lue a 700 nm
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Annexe 3:
Protocole d’extraction des composés apolaires

3gd’algues lyophilisées + 30 mL de solvant apolaire
'
Broyage

v
x 2 ..
Homogénéisation

v
Filtration sur Buchner

Solide Filtrat

. 1 . Filtre papier ou
JYE— coton de verre

(sibesoin)
Q/%i Ampoule a décanter

! (3x30mL de filtrat)

_J

Ringage du filtre avec 10 mL de solvant polaire

v
Lavage avec 20 mL de NaCla 0,75%

v

Agitation
v

Dégazage
v

2ha 4°C (chambre froide)

v

Dégazage
v

Récupération de la phase organique dans un ballon (de = 250mL)

v
Protocole d’extraction modifi€ par Le Lann, de Floch et al (1957), modifié¢ par [IFREMER et
de Caccanese et al (1979 et 1985).
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Annexe 4
Protocoles des tests DPPH pour les composés polaires (Figure A) et les composés apolaires
(Figure B)

A 3 ml de solution de DPPH
+

300 uL de solution a tester

l

Agiter (vortex)
Laisser reposer 1heure a I’obscurité

l

Lecture de I’absorbance a 517 nm

(enparallele : faire un témoin avec 2ml de DMSO)

B 2 ml de solution de DPPH
ou?2 ml DMSO
_'_
2 mL de solution a tester

l

Agiter (vortex)
Laisser reposer 1heure a I’obscurité

l

Lecture de 1’absorbance a 517 nm

(enparallele : faire un t¢moin avec 2ml de DMSO)
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Annexe 5
Activité antioxydante des extraits apolaires (acides gras pour ’essentiel) de différentes espéces
de Turbinaria (Figure A) et de Sargassum (Figure B)

A
25 ~
Q
+~
85 -
E
80
g
gs5-
2
3]
<0 -
Anuta Paina Lau Lagoon Anuta Paina Nggela NW Lau Lagoon
Island (passe) Island (récif barriere)
T.ornata T.decurrens T.conoides

w
8

—_
W
1

W
1

1

Anuta Paina Island |Lau Lagoon (passe) | Anuta Paina Island

Activité antioxydante (%)
S

(=}

Nggela NW

S.cristaefolium S.cf.echinocarpum S.crassifolium S.cf.crassifolium

Il n’y a pas de différence significative des activités au sein des especes de Turbinaria (p = 0,

57) et de Sargassum (p = 0,97 )
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Annexe 6
Activités antibactériennes des extraits polaires (Tableau A) et des extraits apolaires (Tableau B) des espéces de Sargassaceae étudiées sur des
souches terrestres

A algues (sp.) Bactéries Gram - Bactéries Gram +
£ P- P. aeruginosa P. mirabilis C. freundi K. pneumoniae E. coli |S. faecium S .aureus
S. cristaefolium  Anuta Paina Island - - - - - - -
S. ¢f- echinocarpum Lau Lagon (passe) - - - - - - -
S. ¢f. oligocystum  Nggela NW - - - - - - -
S. crassifolium Anuta Paina Island - - - - - - ;

T. ornata Anuta Paina Island - - - - - - -
T. conoides Lau Lagon (récif) - - - - - - -
T. conoides Nggela NW - - - - - - -
T. decurrens Lau Lagon (passe) - - - - - - -
T. decurrens Anuta Paina Island - - - - - - ;
MeOHS50 - - + - - - -
Mannitol - - + - - - -
Phloroglucinol - - + - - - -
B Bactéries Gram - Bactéries Gram +
algues (sp.)

P. aeruginosa P. mirabilis C. freundi K. pneumoniae E. coli |S. faecium S .aureus
S. cristaefolium  Anuta Paina Island - - - - - - -
S. ¢f. echinocarpum Lau Lagon (passe) - - - - - - -
S. ¢f. oligocystum  Nggela NW - - - - - - -
S. crassifolium Anuta Paina Island - - - - - - -

T. ornata Anuta Paina Island - - - - - - R
T. conoides Lau Lagon (récif) - - - - - - -
T. conoides Nggela NW - - - - - - -

T. decurrens Lau Lagon (passe) - - - - - - -
T. decurrens Anuta Paina Island - - - - - - R
Chloroforme - - - - - - -

Le niveau d’activité est noté de la facon suivante :
+ petite activité (zone d’inhibition de 7-8 mm), - pas d’activité. Halo d’inhibition des antibiotiques : diamétre >10mm.
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Annexe 7
Activité antibacterienne des composés phénoliques contenus dans les extraits bruts sur des
souches marines

Concen- Souches bactériennes
algues (sp.) A - - : - : -
trations | C marina V. aestuarianus P.irgensii S. putrefaciens  P. elyakuvii
Cl - - + - +
S. cristaefoli
cristaefolium o ) _ i _ .
- - + + +
Anuta Paina Island 3
C4 - - - + -
) C1 - - + - -
S. ¢f echinocarpum - ) . 4 _ +
C3 - - + - -
Lau La
u Lagoon (passe) ca ) . ; ~ .
C1 - - + - -
S. cfoli t
cfoligocystum - ) . i _ .
C3 - - + - -
Nggela NW
ggela C4 . - - - +
s Cl - - + - -
S. crassifolium oy } _ + _ -
- - - - +
Anuta Paina Island 3
C4 + + + + -
Cl1 - - + - -
T. 1
ornata e ) _ + - -
. C3 - - - - -
Anuta Paina Island ca N ) 4 B .
C1 - - + - -
T. id
conoides - ) . + B .
L C3 - - + - -
Lau Lagoon (récif) ca ) ) ) i +
: C1 - - + - -
T’ conoides - ) ) i _ T
C3 - - + - -
Nggela NW ca i 4 B _ .
Cl1 + - + - -
T. decurrens © i _ + - -
C3 + - + - -
Lau Lagoon (passe) ca . _ ) _ +
T. decurrens cl i i i ] .
Cc2 - - + - +
- - + - +
Anuta Paina Island 3
C4 + - - - +

Concentration: C1=0,01pg/10puL C2=0,1ng/10pL C3=1pg/10uL C4=10pg/10puL ; toutes les mesures
ont été effectuées 6 fois.

+ : inhibition de la croissance du microorganismes, - : pas d’inhibition



Annexe 8
Teneurs moyennes en composés phénoliques d’espéces de Sargassum et de Turbinaria de différentes régions
tropicales et subtropicales

Especes composés phénoliques (%oMS)  Références Bibliographiques
Sargassum sp. 0,26-1,59 (GBR) Steinberg (1986)
1,59+0,49 (T) Steinberg (1986)
2,05-2,53 Steinberg et al.. (1991)
S. cf- echinocarpum J. Agardh 0,09+0,009 cette étude
S. cf.oligocystum Montagne 0,71+0,25 cette étude
S. cinereum J. Agardh 0,69 Kesava Rao et Untawale (1991)
S. crassifolium J. Agar dh 0,2+0,03 Cette étude
S. cristaefolium C.A. Agardh 1,24+0,14 Van Alstyne et Paul (1990)
0,075+0,03 cette étude
S. cymosum C. Agardh 0,81+0,02 Fleury et al.. (1994)
S. decurrens (R. Brown ex Tumer)
C. Agardh 2,75+0,44 Steinberg et al.. (1991)
S. furcatum Kiitzing 0,5 Pereira et Yoneshigue-Valentin (1999)
S. hystrix J. Agardh 4,60+1,75 Targett et al.. (1992)
1,43+0,02 Fleury et al.. (1994)
S. ilicifolium (Tumer) C. Agardh 1,14-2,13 Joshi et Gowda (1975)
S. linearifolium (Tumer) C. Agardh 2,06+0,22 Steinberg et al.. (1991)
S. mangarevense (Grunow) Setchell 0,45-0,62 Deslandes et al.. (non publié)

0,6940,01 (IBR, Punnauia, T)  Stiger et al.. (2004)
0,3840,026 (OBR, Punaauia, T) Stiger et al.. (2004)

0,50+0,027 (Tahara’a, T) Stiger et al.. (non publi¢)
0,960,006 (Taravao, T) Stiger et al.. (non publié)
S. myriocystum J. Agardh 1,31-1,68 Kesava Rao et Untawale (1991)
S. oligocystum Montagne 2,51+0,17 Steinberg et al.. (1991)
S. polyceratium Montagne 3,3740,45 Targett et al.. (1992)
S. polycystum C.A. Agardh 0,84+0,23 Van Alstyne et Paul (1990)
S. vulgare C. Agardh 0,67 Kesava Rao et Untawale (1991)
S. wightii Greville 1,09-1,23 Kesava Rao et Untawale (1991)
Turbinaria decurrens Bory 0,96+0,02 (Lau Lagoon, SI) cette étude
0,55+0,01 (AP. Island, SI) cette étude
T. conoides (J. Agardh) Kiitzing 1,57 Kesava Rao et Untawale (1991)

1,68+0,16 (Lau Lagoon, SI) cette étude
1,27+0,08 (Nggela NW, S cette étude

T. ornata (Tumer) J. Agardh 0,77+0,14 (T) Steinberg (1986)
1,44-1,62 (G) Van Alstyne et Paul (1990)
0,93-0,97 (A) Steinberg (1986)
1,84-2,86 (Punaauia, T) Zubia (2003)
2,2-2,9 (T, Arue) Zubia (2003)
1,29+0,012 (FR, Paea, T) Stiger et al.. (2004)

1,12+0,012 (IBR, Punnauia, T)  Stiger et al.. (2004)
1,1240,004 (OBR, Punaauia, T) Stiger et al.. (2004)

1,410,025 (Tahara’a, T) Stiger et al.. (non publié)
1,58+0,015 (Taravao, T) Stiger et al.. (non publié)
1,027,41 (T) Deslandes et al.. (non publi¢)
0,26:0,03 (AP. Island, SI) cette étude

T tricostata E.S. Barton 3,99+1,24 Targett et al.. (1992)

T. turbinata (Linnaeus) Kuntze 4,59+0,78 Targett et al.. (1992)

FR: fringing reef (récif frangeant); IBR: mner barrier reef (récif barriére ntérieur) ; OBR: outer barrier
reef (récif barriere extérieur) ; A: Australia; GBR: Great Barrier Reef (Grande Barriere de Corail,
Australie) ; G: Guam; T: Tahiti; SI: Solomons Islands (Iles Salomon) ; AP. Island : Anuta Paina Island
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Annexe 9

Synthése de I’étude bibliographique sur les activités antioxydantes et/ou antiradicalaire des genres Sargassum et Turbinaria

X . Références .
Genre Espece Climat bibliographiques extraction
S. cinereum tropical | Kang et al. (2003) MeOH
S. coreanum tempéré | Heo et al (2005) méthode enzymatique
S. confusum tempéré | Nakai et al. (2000) EtOH 50%
S. fullvelum tempéré | Heo ez al (2005) meéthode enzymatique
S. hemiphyllum tempéré | Nakai et al. (2006) EtOH 50%
Fujimoto et Kaneda (1980) | MeOH 50%, eau
S horneri fermpéré Matsukawa et al. (1997) EtOH eau
' Heo et al (2005) méthode enzymatique
Nakai ez al. (2006) EtOH 50%
Fujimoto et Kaneda (1980) | chloroforme, MeOH 50%, eau
S. kjellmanianum tempéré Yan et al (1996) EtOH 85%
(= S. muticum) mpe Yan et al. (1998) chloroforme, AE, acétone, MeOH
Wei et Yu (2002) EtOH
S. macrocarpum fermpéré Fujimoto et Kaneda (1980) | chloroforme, MeOH 50%, eau
' Matsukawa et al. (1997) EtOH , eau
S. mangarevense tropical | Zubia (2003) EtOH 50%
Sargassum o . | Mori et al. (2003) MeOH, MeOH-chloroform (3 :1),
.micracanthum tempére Nakai et al. (2006) AE
’ EtOH 50%
S. miyabei tempéré | Kang et al. (2003) MeOH
S. patene tempéré | Nakai et al. (2006) EtOH 50%
. Anggadiredja et al. (1997) | méthanol, diethylether, hexane
S. polycystum tropical | g toso et al. (2004) McOH
S. ringgoldianum tempéré | Nakai et al. (2006) EtOH 50%
Fujimoto et Kaneda (1980) | chloroforme, MeOH 50%, eau
S. siliquastrum temperé | Matsukawa et al. (1997) EtOH, eau
Lim et al. (2002) MeOH, et DCM, AE, butanol ou eau.
Matsukawa et al. (1997) EtOH , eau
. .. | Weiet Yu (2002) EtOH
S. thumbergii 1empEIe | K ang et al. (2003) MeOH
Heo et al (2005) meéthode enzymatique
S. yezoense tempéré | Nakai et al. (2006) EtOH 50%




Annexe 10
Synthése de I’étude bibliographique sur les activités antibactériennes des genres Sargassum et Turbinaria pour

quelques genres bactériens classiquement étudiés

Bactéries Sargassaceae références
Reichelt et Borowitzka* (1984),
Sargassum sp. Sreenivasa Rao et al. (1986)*, (1988)*,
(dont, S .crassifolium)  Sastry et Rao* (1994), Mahasneh et al. *
4y Staphylococcus sp. Turbinaria elatensis,  (1995), Anggadiredja et al.* (1996),
'§ T. ornata, T. conoides, Padmakumar et Ayyakkannu * (1997),
2 T. decurrens Hellio et al. (2001), Zubia * (2003),
§ Chotigeat et al.*, 2004.
O Sargassum sp. Reichelt et Borowitzka™ (1984),
Streptococcus sp Turbinaria elatensis, ~ Mahasneh et al.* (1995), Padmakumar et
' T. ornata, T. conoides, Ayyakkannu * (1997), Hellio et al. (2001),
T. decurrens Freile-pelegrin et Morales (2004)
Caccamese et Azzolina (1979), Reichelt et
Sargassum sp. Borowitzka (1984), Sreenivasa Rao et al.*
(dont, S. crassifolium,) (1988), Sastry et Rao* (1994), Mahasnch
- Escherichia coli Turbinaria elatensis, et al.*(1995), Anggadiredja et al.* (1996),
f‘é T. ornata, T. conoides, Padmakumar et Ayyakkannu (1997),
g T. decurrens Hellio et al. (2001), Zubia (2003),
3 Chotigeat et al.*, 2004.
'? Sareassum s Reichelt et Borowitzka* (1984),
‘f‘..; Turbiniria elatepr;sis Sreenivasa Rao ef al. (1986), (1988)*,
S - Pseudomonas sp. T ornata. T. conoi de’s Sastry et Rao* (1994), Mahasneh et al.*
= : T d;cu.rrens * (1995), Padmakumar et Ayyakkannu
;éﬂ ’ (1997), Hellio et al. (2001), Zubia (2003)
§ Sargassum sp Reichelt et Borowitzka* (1984),
o Turbiniria elaten.sis Sreenivasa Rao et al. (1986), (1988)*,
Proteus sp. T ornata. T. conoi de’s Sastry et Rao* (1994), Mahasneh et al.*
: T d;cu.rrens * (1995), Padmakumar et Ayyakkannu *
’ (1997), Hellio et al. (2001)
Sargassum wightii Arun Kumar et Rengasamy* (2000 a,
Xanthomonas sp. g’ conoidei 2000b) ¢ v
Sargassum sp.
Klebsiella sp Turbinaria elatensis, ~ Mahasneh et al.* (1995), Padmakumar et
' T. ornata, T. conoides, Ayyakkannu (1997), Hellio et al. (2001)
T. decurrens
& Gram
E + non identifiées Sargassum muticum Hellio et al.* (2000, 2001)
<
7] on : .
E \i Vibrio sp. Sargassum sp. 5(1)1 (;)glég;:?;he 2?2},22(())?) 6,‘Huang etal,
§ g Pseudoalteromonas sp. Sargassum sp. Engel et al., 2006




Annexell
Tableau récapitulatif des données obtenues lors de cette étude
Les échantillons les plus pluriactifs sont surlignés en rose

n°échantillon S.852-741  S.848-685 S.850-740 S.842-566 S.850-702 S.852-748 S.848-686 S.852-742 S.852-562
genre Turbinaria Sargassum
espices Tormata Tidecurren Ticonoides T —
Anuta Anuta Paina
site Paina ' Island Nggela NW ' Lau Lagoon (passe) ' _
Island )
nature de l'extrait testé
(P =polaire, A = apolaire) P A P A P A P A P A P A P A P A P A
teneur moyenne en 0,26 0,96 0,86
A 0,09 +
composés phénoli ques += | ~ ~ + ~ + ~ - - 0,048 - - N
(% CPs/gMVS) 0,12 0,12 0,12 ?
o 0,13 852 10,92 | 10,66 | 10,01 | 19,71 | 16,10 9,39 non 12,64 non 12,61 + 10.56 12.89 +
Activité antioxydante (%o) | = | * ElE L E A £ | décelée | =4,15| décelée | 4,15 +4,15 4,15
2,02 | 3,46 346 | 2,02 | 3,46 | 2,02 | 3,46 3,46 ’ ’ ’ ’
terrestres non
Activités
anti bactériennes
marines | oui . oui oui - . oui . .
e e . . non non non non non non non non non
Activité anticancéreuse NOM | st . testé | "M | teste | O™ | testé . testé . testé non testé . testé . testé




LE LANN (2006). Connaissance chimiotaxonomique du genre 7Turbinaria et étude des composés
de défense de différentes especes de Sargassaceae des Iles Salomon (Pacifique Sud).

Résumé: Notre étude a porté sur (1) la chimiotaxonomie, (2) I’extraction de composés phénoliques
et de conposés apolaires et (3) la recherche d'activités antioxydante, antibactérienne et
anticancéreuse, effectuée sur des extraits polaires et apolaires de Sargassaceae afin de valoriser la
forte biomasse de ces algues aux iles Salomon.

(1) Une nouvelle méthode innovante de distinction des especes du genre Turbinaria a ét€ mise au
point. Elle se base sur la conmposition en acides gras des différentes especes, déterminée par
HRMAS puis confirmée par la RMN des extraits apolaires.

(2) Les teneurs en composés phénoliques des extraits polaires ont également été déterminées. Les
Sargassaceae présentent une majorit¢ de composés phénoliques de faibles poids moléculaires
(<5000 Da). Des variations interspécifiques et spatiales des teneurs chez les deux genres étudiés
ont ét€ observées.

(3) Lactivit¢ antioxydante des extraits apolaires ne présente aucune variation interspécifique,
intergénérique, ni spatiale. Néanmoins, une corrélation significative entre les teneurs en composés
phénoliques et l'activité antioxydante a €té établie. Au niveau des activités antibactériennes, seules
les souches marines présentent une sensibilité aux extraits polaires. L'activité est alors fonction de
la souche bactérienne et de l'espece testée. L'activité anticancéreuse des extraits polaires se révele
significative pour 5 extraits sur 9 et montre une variabilité¢ interspécifique et spatiale.

Ainsi, les Sargassaceae possedent un potentiel de substances chimiques actives qu’il reste a
exploiter. La méthode chimiotaxonomique mise au point lors de cette étude semble prometteuse et
fiable. Une caractérisation des acides gras mis en cause dans la chimiotaxonomie est en cours de
réalisation.
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LE LANN (2006). Chemotaxonomic knowledge of the genus 7urbinaria and chemical defence in
Sargassaceae species from the Solomon Islands (South Pacific).

Abstract: Our study concerned (1) the chemotaxonomy, (2) the extraction of phenolic and apolar
compounds and (3) the research of active antioxidant, antibacterial and antitumoral compounds
within some Sargassaceae species from the Solomon Islands in the aim to valorize their high
biomass.

(1) A novel method of discrimination of 7Turbinaria species was created. It was based on the
analysis of the specific composition of fatty acids, which was first determined by HRMAS and
afterwards confirmed with the NMR of the non-polar extracts.

(2) The phenolic content of the polar extracts was also determined. The Sargassaceae produced a
majority of low molecular weight phenolic compounds (<5 000 Da). Interspecific and spatial
variations of phenolic content were observed in the two genera.

(3) The antioxidative activity of the non-polar extracts showed neither interspecific, nor intergeneric
and nor spatial variations. Nevertheless, significant correlation between the phenolic content and the
antioxidative activity was highlighted. For the antibacterial activities, only marine bacteria were
sensitive to polar extracts, showing that the activity depends on the bacteria and the algal species.
The antitumoral activity of the polar extract was significant for 5 extracts to the 9 tested, and
showed interspecific and spatial variations. Thus, the Sargassaceae represent a potential of active
chemical nolecules which could be explored. The chemotaxonomic method developed seems
promising and efficient. A characterization of the fatty acids implicated in the chemotaxonomy is in

progress.
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