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Le littoral algérien, s'étendant sur 2148 kilometres (INCT, 2023), représente un écosystéme
d'une richesse écologique et d'un potentiel économique considérable. Cette interface terre-mer
abrite une biodiversité marine remarquable, encore insuffisamment explorée et valorisée. Au
sein de cette biodiversité, les macroalgues marines occupent une place prépondérante (Plan
Bleu, 2020).

Ces organismes photosynthétiques pluricellulaires, véritables ingénieurs des écosystémes
cotiers, constituent une source renouvelable de biomasse et de molécules bioactives. Leur
diversit¢é morphologique, leur capacité d'adaptation a des environnements variés et leur
composition biochimique unique leur conférent des structures originales et des activités
biologiques d'intérét (Holdt et Kraan, 2011; Lomartire et al., 2021). Elles suscitent un intérét
croissant a I'échelle mondiale pour leurs applications biotechnologiques dans des secteurs variés
tels que la pharmacie, la nutraceutique, la cosmétique ou encore l'agriculture.

Le littoral algérien, bien que reconnu pour sa richesse biologique, demeure largement sous-
¢tudié en ce qui concerne sa flore algale. La Méditerranée occidentale abriterait environ 800
especes de macroalgues, avec 468 taxons et stades différents d'algues appartenant aux groupes
systématiques des Rhodophyceae, Phaeophyceae et Chlorophyceae mentionnées dans
l'inventaire des algues marines benthiques d'Algérie réalisé par Perret-Boudouresque et Seridi
(1989) (Grimes et al., 2004). Cette diversité, bien que significative, reste fragmentaire, et
malgré cette diversité présumeée, les connaissances sur la composition spécifique et le potentiel
biochimique des especes locales demeurent insuffisantes (Bensouna et Belhadj, 2024). Cette
méconnaissance empéche non seulement une protection environnementale ciblée, mais aussi
une valorisation économique de ressources marines précieuses, a I'heure ou la bioéconomie
bleue est en plein essor mondialement.

Pour explorer pleinement les bienfaits et cibler les biomolécules actives de ces algues, une
identification précise et un recensement exhaustif sont des étapes préalables indispensables. Or,
l'identification taxonomique traditionnelle, bien qu'indispensable, montre ses limites face a la
plasticit¢  phénotypique et a l'existence d'especes cryptiques (indiscernables
morphologiquement mais génétiquement distinctes) (Saunders et Kucera, 2010). Un obstacle
majeur réside €galement dans l'absence quasi-totale de bases de données génétiques de
référence pour les especes marines locales, alors que les approches de biologie moléculaire,
notamment les techniques de séquencage génétique, offrent des outils puissants pour une
identification précise et la construction de référentiels robustes (Le Gall et al., 2022). En
Algérie, ou la biodiversité est riche mais encore largement inexplorée (Grimes et al., 2018),
établir des bases de données génétiques et cartographier ces especes est primordial, d'une part
pour leur protection, et d'autre part pour leur exploitation durable.

Face a ce constat, ce travail de fin d'études s'inscrit dans une démarche visant a combler une
partie de ces lacunes, et répondre a une question scientifique pertinente : Comment caractériser
génétiquement et identifier les especes de macroalgues locales afin d’explorer leur potentiel
bioactif dans une démarche de valorisation durable et de biotechnologie bleue ?

La présente étude vient alors contribuer a l'identification génétique des macroalgues du littoral
algérien, afin d'initier la constitution d'une premicre base de données génétiques locale, et
explorer le potentiel biochimique de certaines de ces espéces par I'extraction et la caractérisation
de biomolécules d'intérét, notamment en évaluant leur activité antioxydante.

Pour atteindre ces objectifs, une approche combinée a été adoptée. Aprés un échantillonnage
sur deux sites (Alger, Rachgoun), une identification morphologique a été réalisée.
Parallelement, des étapes d'identification génétique ont été entreprises, incluant I'optimisation
de protocoles d'extraction d'ADN, d'amplification par PCR et de séquencage de plusieurs
espeéces de macrophytes. Cette démarche s'est appuyée sur le séquencage du géne de 'ARN
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ribosomique 18S (ARNr 18S), un marqueur moléculaire choisi en raison de sa nature
universelle chez les eucaryotes, de sa présence en multiples copies dans le génome, et de
l'alternance de régions conservées (permettant l'utilisation d'amorces universelles) et de régions
variables (permettant la discrimination entre especes) (Lin et al., 2012). Les séquences obtenues
ont été soumises a des analyses bioinformatiques (BLASTn et phylogénie) pour confirmer
l'identité taxonomique des especes échantillonnées. Sur le plan biochimique, deux especes,
Dictyota dichotoma et Sphaerococcus coronopifolius, ont été sélectionnées. Leur composition
globale a ¢été évaluée, et des extractions sélectives de polysaccharides, pigments et polyphénols
ont été effectuées avec 1’évaluation de I’activité antioxydante et le pouvoir réducteur de certains
extraits.

En contribuant a une meilleure connaissance de la biodiversité algale algérienne et de son
potentiel, ce travail espere ouvrir la voie a de futures recherches et a des initiatives de
valorisation durable de ces précieuses ressources marines.
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I. Introduction aux macroalgues: diversité et écologie

1 Définition et caractéristiques générales des macroalgues

Les macroalgues, communément appelées algues marines ou "seaweeds" en anglais, forment
des groupes vastes et extrémements diversifiés (polyphylétiques) d’organismes aquatiques,
eucaryotes, multicellulaires, photosynthétiques, répartis en trois groupes principaux, les algues
vertes (Chlorophytes), les algues brunes (Ochrophytes) et les algues rouges (Rhodophytes).
Contrairement aux microalgues qui sont unicellulaires et microscopiques, les macroalgues sont
visibles a 1'eeil nu et présentent une organisation structurelle plus complexe présentant une
grande diversité de morphologies et de formes de croissance, comprenant des espéces mesurant
quelques millimetres a environ 30 metres (Cabioc'h et al., 2006; Bourgougnon et al., 2021).

Elles colonisent principalement les zones cdtieéres rocheuses et meubles des mers et océans du
globe, depuis la zone intertidale jusqu'aux limites de la zone photique, mais certaines espéces
peuvent également se développer en eaux douces ou saumatres (Bensouna, 2024).

La majorité des macroalgues sont fixées sur des substrats durs (rocheux par exemple) a travers
des crampons qui sont souvent recouverts de sécrétions riches en polysaccharides et certaines
poussent libres sans s’attacher ou sont épiphytes (Zehlila, 2017). Contrairement aux plantes
terrestres, elles ne possedent pas de racines, de tiges ou de feuilles véritables, mais présentent
des structures analogues telles que le thalle, le stipe et les frondes, qui peuvent se trouver sous
différentes formes, filaments, cordons ou lani¢res (Faller, 2011).

La reproduction des algues peut étre asexuée, c'est-a-dire qu'il n'y a pas de fécondation, ou
sexuée, caractérisée par l'intervention de la fusion des gametes. En général, un seul individu est
capable de se reproduire a la fois de manicre asexuée et sexuée (Pereira, 2021).

2 Composition pigmentaire et classification des macroalgues

Les macroalgues sont des organismes aquatiques photosynthétiques appartenant au domaine
des Eucaryotes et aux regnes des Plantae (algues vertes et rouges) et des Chromista (algues
brunes). Bien que les systémes de classification varient considérablement au fil du temps et
selon les auteurs, il est généralement admis que les macroalgues sont réparties en trois grands
groupes phylogénétiques basés sur leur pigmentation, la composition de leurs parois cellulaires
et leurs réserves énergétiques (Pereira, 2021) :

— Algues vertes : incluses dans I’embranchement des Chlorophyta ; leur pigmentation est
identique a celle des plantes (chlorophylles a et b et caroténoides) ; elles stockent
I'amidon dans leurs chloroplastes et possedent des parois riches en cellulose
(Boudouresque et al., 2006).

— Algues brunes : incluses dans I'embranchement des Ochrophyta, classe des
Phéophycées; leurs pigments sont les chlorophylles a et ¢ et les caroténoides, avec une
prédominance de fucoxanthine, responsable de la couleur brunatre. C'est un groupe qui
présente des caractéres cytologiques, biochimiques différents des autres groupes avec
une absence d'amidon intraplastidial et ayant des réserves cytoplasmiques et vacuolaires
de natures diverses (Boudouresque et al., 2006).
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— Algues rouges : appartiennent a ’embranchement des Rhodophyta ; ils ont comme
pigments photosynthétiques la chlorophylle a, les phycobilines (R-phycocyanine et R-
phycoérythrine) et les caroténoides (b-caroténe, lutéine et zéaxanthine) ; et ont des
parois riches en carraghénanes et agar. Sur l'aspect morphologique et méme
biochimique, elles représentent le groupe le plus diversifi¢ (Payri et al., 2000).

Figure 1. Les trois principaux groupes taxonomiques de macroalgues : (a) algues vertes
(Chlorophyta) ; (b) algues rouges (Rhodophyta) ; (c) algues brunes (Ochrophyta). (Pereira,
2009)

3 Distribution géographique
3.1 A Déchelle mondiale

Les macroalgues sont présentes dans toutes les mers et océans du globe, depuis les zones
polaires jusqu'aux tropiques, et de la zone de balancement des marées (zone intertidale ou
estran) jusqu'aux limites de la pénétration de la lumiere en profondeur (zone infralittorale). Mais
leur diversit¢ et leur biomasse varient considérablement en fonction des facteurs
environnementaux tels que la température de 1'eau, la salinité, la disponibilité des nutriments,
I'hydrodynamisme, la nature du substrat et I'intensité lumineuse. (Bensouna et Belhadj, 2024).

Contrairement a une idée répandue associant la richesse biologique marine aux zones tropicales,
la plus grande diversité spécifique des macroalgues se trouve plutdt dans les régions tempérées
et froides (MNHN, 2025). Les cotes rocheuses des zones tempérées, comme celles de
I'Atlantique Nord-Est ou du Pacifique Nord, abritent une flore algale particulierement
abondante et diversifiée (Cabioc'h et al., 2006).

3.2 En Méditerranée

En ce qui concerne la mer Méditerranée, elle abrite une flore algale riche incluant des especes
indigenes, endémiques et exotiques (introduites). Ce bassin semi-fermé présente une forte
diversité biogéographique en raison de la variabilité des conditions écologiques d'est en ouest
(Thibaut et al., 2023).

3.3 Sur le littoral Algérien

Le littoral Algérien, s’étendant sur plus de 2148 km (INCT, 2023), posséde une richesse algale
encore sous-exploitée scientifiquement (Grimes et al.,2018). Les zones rocheuses favorisent la
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présence de nombreuses especes de macroalgues fixées. Les premicres campagnes d’inventaire
montrent une prédominance d’especes brunes (Dictyotales, Fucales) et rouges (Gigartinales),
souvent a fort potentiel biotechnologique (Benyahia et al., 2019; Mansouri et al., 2021).

Par ailleurs, une évaluation de la qualité écologique des communautés de macroalgues le long
de la cote algérienne a révélé une diversité notable, bien que des pressions environnementales
puissent affecter ces communautés (Anteur et al., 2024).

4 Role écologique

Sur le plan écologique, les macroalgues jouent un réle fondamental dans les écosystémes
cotiers. En tant que producteurs primaires benthiques, elles fixent le dioxyde de carbone par
photosynthese, produisant de la biomasse et de I'oxygéne. Elles constituent la base de nombreux
réseaux trophiques littoraux, servant de nourriture directe a une multitude d'herbivores (oursins,
gastéropodes, certains poissons) et de détritivores aprés leur décomposition (Bensouna, 2024;
MNHN, 2025).

De plus, les peuplements denses de macroalgues, notamment les foréts de kelp et les champs
de fucales, forment des habitats complexes tridimensionnels qui offrent abri, nourriture et zones
de reproduction a de nombreuses espeéces animales (poissons, crustacés, mollusques, etc.),
agissant comme de véritables ingénieurs d'écosystémes et favorisant une biodiversité élevée
(Teagle et al., 2017). Elles participent également a la stabilisation des sédiments et a la
protection du littoral contre 1'érosion par atténuation de la force des vagues.

Enfin, elles jouent un réle dans les cycles biogéochimiques, notamment le cycle du carbone et
sont reconnues comme des bioindicateurs sensibles aux changements environnementaux
(Krause-Jensen et Duarte, 2016).

5 Espéces étudiées

Ce travail s’intéresse a un ensemble de macroalgues du littoral algérien, ciblées pour leur
potentiel biotechnologique, leur représentativité écologique et leur accessibilité sur le terrain.
Ces especes, appartenant aux trois grands groupes de macroalgues (Phaeophyceae,
Rhodophyceae et Chlorophyceae), ont été ciblées pour leur potentiel biotechnologique
documenté. Les fiches techniques suivantes résument les principales caractéristiques de ces
especes, en lien avec leur intérét pour une valorisation durable.
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Dictyota dichotoma ( Hudson) J.V.Lamouroux, 1809

Aphia ID : 145367

(INPN, 2025)

Taxonomie

Régne : Chromista
Embranchement : Ochrophyta
Classe : Phacophyceae

Ordre ; Dictyotales

Famille : Dictyotaceae

Genre : Dictyota

Espéce : Dictvota dichotoma

{ Guiry et Guiry, 2025 )

Distribution mondiale

v a3

-
e

s

& . N INPN, 2025
Distribution locale ( )

Mostaganem, Jijel, Tlemcen, Annaba, Alger, Oran,
Ain Témouchent, Tipaza, Bejaia (BANBIOM, 2025).

Biologie

» Algue brune de petite taille, formant
des thalles aplatis et flexibles.

» Organisme dioique, reproduction au
printemps et en été.

» Présente des reflets blevdtres en
période de multiplication végétative,

« Fixée au substrat par un petit disque
basal (crampon).

« Cycle de vie isomorphe :
gamétophytes et sporophytes de
morphologie similaire.

{ Guiry er Guiry, 2025: DORIS, 2025)

Utilisation en biotechnologie

« Source potentielle de fucoidanes et polyphénols
aux propriétés antitumorales, antivirales et
antioxydantes.

« Intérét pour les applications pharmaceutiques,
cosmétiques et en biomatériaux.,

{ Lahaye et Rohic, 2007; Andrade et al, 2022)

Ecologie

Habitats : Zones intertidales et subtidales,
souvent épiphyte sur autres algues et
herbiers.

Profondeur : Flaques de marée jusqu'a 30
m.

Substrat : Rochers, souvent en position

exposeée.
(DORIS, 2025 INFN, 2025)

Statut UICN : Non évalué
Statut en Méditerranée : Espéce native et commune

Statut de Conservation

{ dlgmeBase, 2024; INPN, 2025 )
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Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse, 1797

Aphia ID : 144474

Taxonomie

Régne : Plantas
Embranchement : Rhodophyta
Classe : Florideophyceae
Ordre : Gigartinales

Famille : Sphaerococcaceae
Genre : Sphaerococecus

Espéce : 5. coronopifolius

{ Guiiry et Guiry, 2025)

Distribution mondiale

| "

Biologie

» Frondes étroites, comprimeées,
cartilaginenses de couleur
ecarlate.

« Axes principaux brun-rougeétre
fonee, msqu'a 200 mm de long.

« Ramification abondante, distique,

subdichotomique.
« Phase gamétangiale développée a
{INPN, 2025) . N
Distribution locale partir d'un crampon discoide.
Iyel, Mostaganem, Annaba, Tipaza (BANBIOM,
2025). { AlgaeBaze, 2025)
Utilisation en biotechnologie Ecologie

« Bromoterpénes bioactifs avec proprietés biologiques
remarquables.

« Activités biologiques : Propriétés anticancereuses
contre les cellules souches cancéreuses, activité
cytotoxique et antimicrobienne contre
Staphylococcus aureus.

« Applications pharmaceutiques promettenses en

développement. { MDPI, 2025; ResearchGate, 2025)

Habitats : Rochers en zone subtidale.
Profondeur : Jusqu'a 30 m de profondeur.
Comportement : Espéce opportuniste,
proliférations nécessitant des
concentrations élevées en phosphates.
Reépartition : Atlantique et Mediterranée
(iles botanniques, Portugal, France).

{ The Seaweed Site, 2025}

Statut de Conservation

Statut UICN : Non évalué.

Statut en Méditerranée : Presente, possiblement introduite dans certaines parties.

(EUNIS, 2024)
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Halopteris Kiitzing, 1843

Aphia ID : 144274 T :
axonomie

Régne : Plantae
Embranchement : Ochrophyta
Classe : Phacophyceae

Ordre : Sphacelariales
Famille : Sphacelariaceae
Genre : Halopteris

Espéce : Halopteris sp.

( Algaebase, 2025) ( Guiry et Guiry, 2025}

Distribution mondiale Biologie

o Algues brunes (Phacophyceae)
e }:’ ! ramifiées et filamenteuses.

b~ - Z .

« Peut atteindre 15 cm de long.

» Thalle avec axe principal et
branches plumeuses alternées.

« Morphologie distinctive
caractéristique du genre.

(INPN, 2025)
Distribution locale
Jijel, Tipaza, Ain-Temouchent, Mostaganem, Annaba,

Tipaza, Alger, Oran, Bejaia (BANBIOM, 2025). (ERRIN20)

Utilisation en biotechnologie Ecologie

Distribution : Eaux tempérées et
subtropicales.

Habitats : Zones intertidales et subtidales
des rivages rocheux tempérés.

Propriétés phytochimiques et propriétés
pharmacologiques en cours d'étude.
Biocarburants : Potentiel significatif pour la

production de bioéthanol, biogaz et biodiesel. Associations : Souvent associée a des

Aquaculture : Recherches pour l'optimisation de la communautés de mollusques.

croissance en conditions controlées. Préférence : Environnements rocheux
protégés.

(MDPI, 2025; ResearchGate , 2025) ( Frontiers in Marine Science, 2025

Statut de Conservation

Statut ULCN : Non évalué Statut en Méditerranée : Espece native et commune  /jypn 2025)
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Ulva compressa Linnaeus, 1753

Aphia ID : 145984

{ Algachaze, 2025 )

Distribution mondiale

) '.Q-I' at .

o {INEN, 2025)
Distribution locale

Skikda, Tlemeen, Ain Téemouchent, Mostaganem,
Oran, Alger, Boumerdes, Tipaza, Annaba, Jijel
(BANBIOM, 2025).

Taxonomie

Reégne : Plantae
Embranchement : Chlorophvta
Classe : Ulvophyceae

Ordre : Ulvales

Famille : Ulvaceas

Genre : Ulva

Espece : Ulva compressa

{ Guiry et Guiry, 2025 )
Biologie

« Reproduction rapide et
tolérance & une large gamme
de conditions
environnementales.

« Thalles proliféerants en forme
de lame.

» Croissance rapide
caracteristique du genre.

fPubMed, 2025; Sealife Baze, 2025 )

Utilisation en biotechnologie
Modéle Etude de la
fonctionnelle, assimilation du carbone, interactions

biologique biclogie
bactéeniennes.

Applications alimentaires : Source alimentaire durable
potentielle avec valeur nutnitionnelle étudice.

Autres usages : industrie cosmetique

(MDPI 2023, PubMed, 2025)

Ecologie
Distribution : Cosmopolite
Habitats : Zones mtertidales peu
profondes sur roches voleaniques.
Comportement : Formation
d'accumulations massives,
APPAUVIISSEmEnt 8N OXVEEne,
domination des écosystémes cotiers

eutrophes. { Tandfonling, 2025)

Statut de Conservation

Statut UICN : Non évalue

Préoccupation : Proliférations liées a I'eutrophization des eaux cotiéres

Statut en Meéditerranée : Espéce native et commune

(AlgaeBase, 2025; INPN, 2025)
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Jania J.V.Lamouroux, 1812

Aphia ID : 144012

(INPN, 2025)

Taxonomie

Régne : Plantae
Embranchement : Rhodophyta

Classe : Florideophyceae
Ordre : Corallinales
Famille : Corallinaceae

Genre : Jania

( Guiry er Guiry, 2025)

Distribution mondiale

e (INPN, 2025)
Distribution locale

Cote ouest, Tipaza, Alger, Annaba, Bejaia, Tizi-
ouezou, Boumerdes (BANBIOM, 2025).

Biologie

« Macroalgues rouges avec
squelettes calcairesdurs et
ramifiés.

« Segments calcifiés alternés de
couleur rouge, rose ou brune.

« Intergénicules cylindrniques et
branches dichotomiques.

» Conceptacles marginaux et
axiaux caractéristiques.

( MedCrave Online, 2025)

Utilisation en biotechnologie

Applications potentielles : Protection cotiére,
ameélioration de la qualité de l'eau.

Composés bioactifs : J. rubens contient de 'acide
cicosapentaénoique avec potentiel anticancéreux.
Propriétés : Activités antibactériennes documentées,
composition biochimique étudiée.

(MDFI, 2025; ResearchGaze, 2025)

Ecologie

Distribution : Largement distribuées
mondialement, régions tropicales,
subtropicales et tempérées.
Habitats : Environnements récifaux abrites,
herbiers marins.
Attachement : Crampon unique aux
herbiers et autres algues.

(DORIS, 2025)

Statut de Conservation

Statut UICN : Non évalué (certaines espéces : Données insuffisantes)

Statut en Meéditerranée : Présentes et natives

(AlgaeBase, 2025)
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Caulerpa racemosa var. cylindracea Sonder, 1845

Aphia 1D : 494168 Taxonomie

Régne : Plantae
Embranchement : Chlorophyta
Classe : Ulvophyceae

Ordre : Bryopsidales

Famille : Caulerpaceae

Genre : Caulerpa

Espece : C. racemosa

Variété : var. cylindracea

(INPN, 2025) ( Guiry el Guiry. 2025)
Distribution mondiale Biologie

o Algue verte marine de la famille

N 5= o des Ca'ulerpdceae. . .
N r .= « Capacité de propagation rapide
S, e et formation de tapis denses.
: ! « Développement rhizomateux
; prononceé.
« Reproduction asexuée par
) fragmentation.
Distribution locale (PN 2025)
Mostaganem, Oran, Ain Témouchent, Tipaza, Alger,
Skikda, Annaba (BANBIOM, 2025). (DORIS, 2025)
Utilisation en biotechnologie Ecologie
Métabolites secondaires : Composés bioactifs d'intérét | profondeur : 0 2 70 m de profondeur.
pharmaceutique en cours d'étude. Substrat : Tous types (rocheux, béton,
Activités biologiques : Propriétés antioxydantes, anti- sable, boue).
inflammatoires et cytotoxiques documentées. Impact : Espéce bio-invasive majeure,
Recherche : Potentiel d'applications thérapeutiques menace sérieuse pour la biodiversité
actuellement en développement. méditerranéenne.
(PubMed, 2025 ) ( Nature, 2024)

Statut de Conservation
Statut UICN : Non évalue Statut en Méditerranée : Espéce introduite et invasive
Gestion : Programmes de controle actifs, impact écologique significatif sur les écosystémes natifs

{ Algaebase, 2025 )
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I1.

Identification des Macroalgues : Approche combinée

L'identification précise des espéces de macroalgues est une étape fondamentale pour toute étude
¢cologique, biochimique ou biotechnologique. Traditionnellement basée sur des critéres
morphologiques et anatomiques, I'identification s'est enrichie ces derniéres décennies grace aux
outils de la biologie moléculaire, offrant une approche combinée plus robuste et résolutive,
notamment face aux especes cryptiques ou polymorphes (Le Gall et Saunders, 2007).

1 Techniques classiques et clés d'identification
1.1 Identification morphologique et microscopique
- L'identification morphologique

Elle repose sur 1'observation attentive des caractéristiques externes de l'algue, visibles a I'ceil nu
ou a l'aide d'une loupe binoculaire. Ces caractéres incluent la taille générale du thalle, sa forme
(filamenteuse, laminaire, encroitante, buissonnante, etc.), sa couleur (reflétant ses pigments
dominants : vert pour les Chlorophycées, brun pour les Phéophycées, rouge pour les
Rhodophycées), sa texture (cartilagineuse, molle, coriace), le mode de ramification
(dichotomique, pennée, irrégulicre), la présence de structures particulieres comme les flotteurs
(vésicules aériféres), les crampons de fixation, ou encore les organes reproducteurs
macroscopiques (réceptacles chez les Fucales, par exemple) (Lauret et al., 2011).

L'observation de I'habitat (zone intertidale, infralittorale, substrat rocheux ou meuble) et de la
saisonnalité peuvent également fournir des indices précieux.

Des clés d'identification dichotomiques, basées sur une série de choix successifs portant sur ces
caracteres morphologiques, sont couramment utilisées pour guider 1'identification.

- L'identification microscopique

Celle-ci vient compléter I'approche morphologique en permettant l'observation des structures
anatomiques et cellulaires fines. Elle requiert I'utilisation d'un microscope optique et souvent la
réalisation de coupes histologiques fines du thalle.

Les criteres observés incluent I'organisation des tissus (cortex, médulla), la forme et la taille des
cellules, la présence et la disposition des chloroplastes, 1'existence de structures cellulaires
spécifiques (comme les synapses secondaires chez certaines algues rouges, les cryptostomates
ou les sores chez les algues brunes), ou encore la morphologie détaillée des organes
reproducteurs (spermatocystes, oocystes, cystocarpes, tétrasporocystes) (Le Gall et al., 2022).
Ces détails microscopiques sont souvent indispensables pour distinguer des genres ou des
espeéces morphologiquement tres proches.

1.2 Limites des méthodes classiques

Bien que essentielles, les méthodes d'identification basées sur la morphologie et l'anatomie
présentent plusieurs limites. La grande plasticité phénotypique de nombreuses especes de
macroalgues, dont l'apparence peut varier considérablement en fonction des conditions
environnementales (hydrodynamisme, luminosité, saisonnalité, disponibilité des nutriments),
rend l'identification parfois difficile (Burel et al., 2020).

De plus, certaines especes sont naturellement polymorphes, présentant différentes formes au
cours de leur cycle de vie ou au sein d'une méme population. L'existence d'especes cryptiques,
c'est-a-dire des especes génétiquement distinctes mais morphologiquement indiscernables,
constitue une autre limite majeure. L'identification des stades juvéniles ou des fragments
d'algues peut également s'avérer impossible par les seules méthodes morphologiques. Enfin, la
subjectivité inhérente a 1'observation et l'interprétation des caractéres, ainsi que la nécessité

14



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

d'une expertise taxonomique pointue, peuvent limiter la fiabilité et la reproductibilité de ces
méthodes traditionnelles (Le Gall et al., 2022).

2 Identification génétique

L'avénement des techniques de biologie moléculaire a révolutionné 1'identification des especes,
y compris celle des macroalgues. L'analyse de I'ADN offre une approche objective et puissante
pour compléter et parfois corriger les identifications basées sur la morphologie, en particulier
pour les cas complexes.

2.1 Techniques de biologie moléculaire : Barcoding ADN

L'approche la plus couramment utilisée pour l'identification génétique des macroalgues est le
barcoding ADN (code-barres ADN). Cette technique repose sur le séquencage d'une courte
région standardisée de I'ADN, appelée "code-barres", qui présente une variabilité suffisante
pour distinguer les espéces proches, tout en étant suffisamment conservée pour permettre
l'utilisation d'amorces universelles pour son amplification par PCR (Réaction en Chaine par
Polymérase) (Hajibabaei et al., 2007; Mishra et al., 2015).

Le processus typique de barcoding ADN comprend plusieurs étapes :
— Etape 1: Extraction de ' ADN

L'ADN total est extrait a partir d'un échantillon frais, séché ou conservé (silica gel, éthanol) de
l'algue. Différents kits et protocoles d'extraction existent, et leur optimisation peut étre
nécessaire en fonction du type d'algue et de la présence d'inhibiteurs comme les polysaccharides
(Rojas-Herrera et al., 2019).

— Etape 2: Amplification par PCR

La région "code-barres" est amplifiée sélectivement en utilisant des amorces spécifiques qui
flanquent cette région. Plusieurs marqueurs sont utilisés pour les macroalgues : Pour les algues
rouges (Rhodophyta), le géne mitochondrial codant pour la sous-unité I de la cytochrome c
oxydase (COI ou coxl1) est souvent le marqueur de choix, bien que son amplification puisse
étre difficile chez certaines especes (Saunders, 2005; Le Gall et al., 2022).

Pour les algues vertes (Chlorophyta) et brunes (Phaeophyceae), le géne chloroplastique codant
pour la grande sous-unité de la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (rbcL) est
fréequemment utilisé¢ (Kowalska et al., 2019). D'autres marqueurs chloroplastiques (tufA) ou
nucléaires (ITS - Internal Transcribed Spacer) peuvent aussi étre employés.

— Etape 3 : Séquencage

Les produits PCR purifiés sont séquencés pour déterminer 'ordre exact des nucléotides (A, T,
C, G) de la région code-barres. Cette technique est couramment utilisée pour 1’identification
d’organismes, notamment dans le cadre du barcoding moléculaire, ou un gene standardisé est
séquencé puis comparé a des séquences de référence disponibles dans des bases de données
internationales (Hebert et al., 2003).

La méthode de Sanger, historiquement dominante, repose sur 1’amplification d’un fragment
ciblé, I’incorporation de didésoxynucléotides fluorescents lors de la réaction, et la lecture des
fragments par ¢électrophorese capillaire (Sanger et al., 1977).

Ces derni¢res années, le domaine a ¢té¢ transformé par 1’émergence des technologies de
séquencage de nouvelle génération (NGS), qui permettent de lire simultanément des millions
de fragments d’ADN, offrant ainsi une couverture massive, rapide et économique des séquences
génétiques (Mardis, 2008).
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Par ailleurs, les plateformes modernes sont devenues plus compactes, automatisées et
accessibles, facilitant leur utilisation dans des laboratoires de recherche en écologie, taxonomie
ou génomique (Goodwin et al., 2016).

— Etape 4 : Analyse et Identification

La séquence obtenue est comparée a des bases de données de référence publiques comme
GenBank de National Center for Biotechnology Information (NCBI) ou Barcode of Life Data
System (BOLD) qui contiennent des milliers de séquences de référence d'espeéces identifiées.
Une correspondance ¢levée (généralement > 98-99 % d'identité) avec une séquence de
référence permet d'attribuer un nom d'espéce a 1'échantillon analysé (Mishra et al., 2015).

Le barcoding ADN s'est révélé particulierement utile pour découvrir des espéces cryptiques,
identifier des stades de vie non reconnaissables morphologiquement, et clarifier les relations
phylogénétiques entre especes proches (Saunders, 2005; Kowalska et al., 2019 ).

2.2 Analyse bioinformatique et cartographie génétique

Au-dela de la simple identification par barcoding, I'analyse des données de séquencage ADN,
ouvre la voie a des études plus approfondies. L'analyse bioinformatique est essentielle pour
traiter et interpréter les grandes quantités de données générées. Elle comprend 1'assemblage des
séquences, l'alignement de séquences multiples, la construction d'arbres phylogénétiques (qui
représentent les relations évolutives entre les espéces ou les populations), et l'analyse de la
diversité génétique au sein des populations et entre elles (IDEALG, 2017).

La phylogénomique, qui utilise des données issues de génomes entiers ou de larges portions du
génome, permet de reconstruire des phylogénies plus robustes et de mieux comprendre
I'évolution des lignées d'algues (Le Gall et al., 2022).

2.3 Approche combinée : La taxonomie intégrative

Aucune méthode d’identification n’offre a elle seule une fiabilité¢ absolue. L'identification
morphologique peut étre ambigué, tandis que l'identification génétique dépend de la qualité des
bases de données et du choix des marqueurs et autres facteurs liés a 1'espéce. L'approche la plus
fiable et la plus complete est donc I'approche combinée, aussi appelée taxonomie intégrative
(Le Gall et al., 2022).

La taxonomie intégrative consiste a intégrer les informations issues de différentes sources :
morphologie macroscopique, anatomie microscopique, données moléculaires (barcoding,
phylogénie), mais aussi parfois données écologiques (distribution, habitat), physiologiques ou
biochimiques (profils de métabolites secondaires). Cette approche est particuliérement
pertinente pour les groupes taxonomiquement complexes et pour la description de nouvelles
especes. Elle nécessite une collaboration entre taxonomistes classiques, biologistes
moléculaires et bioinformaticiens (Le Gall et al., 2022).

2.4 Importance des bases de données génétiques pour la valorisation

La constitution de bases de données génétiques robustes et accessibles pour les espéces de
macroalgues locales est non seulement cruciale pour 1'identification précise et la conservation,
mais elle représente également un atout majeur pour la valorisation biotechnologique.

Ces bases de données, en reliant les informations génétiques (séquences, marqueurs) aux
données taxonomiques, €cologiques et potentiellement biochimiques, facilitent :

— La Bioprospection ciblée : En identifiant des espéces ou des populations
génétiquement distinctes, on peut cibler plus efficacement la recherche de nouvelles
molécules ou d'activités biologiques originales.
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— La tracabilité et I'authentification : Les données génétiques permettent de garantir
l'origine et 1'identité des matiéres premicres algales utilisées dans les produits finis, un
gage de qualité et de sécurité important pour les industries alimentaire, nutraceutique et
cosmétique.

— La gestion durable des ressources : L'évaluation de la diversité génétique des
populations sauvages permet de définir des stratégies de récolte ou de culture qui
préservent le potentiel évolutif de ces ressources et de mettre en place des programmes
de sélection visant a améliorer les rendements, la résistance aux stress ou la teneur en
biomolécules d'intérét.

I11. Intérét biotechnologique des macroalgues
1 Diversité chimique et biologique

Les macroalgues marines, adaptées a un environnement souvent hostile, compétitif et soumis a
des stress abiotiques importants (variations de salinité, température, lumi¢re UV, pression
hydrodynamique) ont développé au cours de 1'évolution une machinerie biochimique unique,
produisant une vaste gamme de métabolites secondaires aux structures et fonctions diversifiées.

Ces composés, souvent absents chez les organismes terrestres, conférent aux algues une
résilience remarquable et représentent un réservoir exceptionnel de molécules bioactives pour
l'innovation biotechnologique (Cardoso et al., 2021).

2 Principales Biomolécules d'Intérét : Structures et Bienfaits

La richesse biochimique des macroalgues se traduit par la présence de plusieurs grandes
familles de composés, aux propriétés biologiques prometteuses :

2.1 Polysaccharides

Constituants majeurs des parois cellulaires algales (jusqu'a 40-75 % du poids sec), les
polysaccharides jouent un rdle structural essentiel et contribuent a la protection contre la
dessiccation et les stress mécaniques (Rioux et al., 2017). Leur structure est souvent complexe
(cf- tableau 1), ramifiée et caractérisée par la présence fréquente de groupements sulfate, une
particularit¢ du monde marin qui influence fortement leurs propriétés physico-chimiques et
biologiques (Ruocco et al., 2016).
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Tableau 1. Caractéristiques et avantages des principaux polysaccharides des macroalgues

Aspect Algues brunes Algues rouges Algues vertes
Po.lys?ccharldes Algmates, fucoidanes, Carraghénanes, agar Ulvanes
principaux laminaranes

Alginates : copolymeéres
— propriétés gelifiantes en | galactanes sulfatés (i, 1, | Ulvanes:
présence de Ca** (Laurienzo, | )) dépendant des ponts | Sulfatés, riches
2010). 3,6-anhydrogalactose enlrhamnqze,
Caractéristiques | Fucoidanes : sulfatés riches (Campo et al., 2009). Xylose, acide
N . glucuronique,
en L-fucose, trés bioactifs Agar : structure olus 5
gar : ¢p extraits d’Ulva
(Ale et al., 2011). réguliére, extraite surtout | spp (Rioux et
Laminaranes : -glucanes de Gracilaria, Qelzdmm al., 2017).
de réserve (Lahaye & Robic, (Lahaye & Robic, 2007).
2007).
Texturants (E401)
Gelifiants Gélifiants (E406-E407) o
. Prébiotiques
Epaississants Stabilisants alimentaires
Applications - h ' Modulateurs
Agents prébiotiques et pharmaceutiques i mmunitaires
Ruocco et al., . \ fos Cns
2016 : Dauds, Filmogénes en cosmétique Propriétés hydratantes Valorisation
2022) Activités anticoagulante, Antivirales dans les
Vit Vi Immunomodulatrices biomatériaux et
Activités antivirale, la santé.
Activités antitumorale, Supports
o microbiologiques.
Activités
immunomodulatrice.
2.2 Pigments

Indispensables a la photosynthése en milieu aquatique ou la lumiére est filtrée, les pigments
algaux capturent 1'énergie lumineuse sur un large spectre. Leur composition varie selon les
groupes taxonomiques.

— Chlorophylles (Chl) : Chl a universelle, accompagnée de Chl b (vertes), Chl ¢ (brunes),
Chl d (certaines rouges).

— Caroténoides : Liposolubles, jaunes a rouges (B-carotene, lutéine). La fucoxanthine,
abondante chez les algues brunes, est particulicrement ¢étudiée pour ses propriétés
antioxydantes, anti-obésité et anticancéreuses (Peng et al., 2011).

— Phycobiliprotéines : Hydrosolubles, spécifiques des algues rouges (phycoérythrines
rouges, phycocyanines bleues). Elles forment des complexes collecteurs de lumiére
(phycobilisomes) et posseédent des activités antioxydantes et anti-inflammatoires
notables (Fernandes et al., 2014).
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Au-dela de leur réle biologique, ces pigments sont valorisés comme colorants naturels
(fucoxanthine, phycocyanine) et comme actifs nutraceutiques et cosmétiques pour leurs
propriétés antioxydantes et photoprotectrices (Lafarga et al., 2020; Pangestuti et al., 2021).

2.3  Polyphénoles

Meétabolites secondaires impliqués dans la défense contre les stress biotiques (herbivorie) et
abiotiques (UV, métaux lourds), les polyphénols algaux sont structurellement diversifiés.

— Phlorotannins : Exclusifs aux algues brunes, ce sont des polymeéres de phloroglucinol
aux structures complexes et variées. Ils sont reconnus comme des antioxydants
extrémement puissants, dépassant souvent l'activité de composés terrestres de référence
(Lietal., 2011; Gager, 2019).

— Autres composés phénoliques : Acides phénoliques simples, flavonoides, tanins sont
¢galement présents, notamment chez les algues rouges et vertes, mais généralement en
moindre quantité (Thomas et Kim, 2013).

Leurs fortes capacités antioxydantes et anti-inflammatoires ouvrent des perspectives majeures
en pharmacologie (prévention de maladies chroniques), en nutraceutique et en cosmétique
(anti-age, protection solaire, apaisant) (Gager, 2019; Pereira et al., 2023; Nagahawatta et al.,
2024).

2.4 Autres composés d'intérét
Les macroalgues sont également une source notable de :

— Protéines : Certaines espéces, notamment rouges et vertes, peuvent avoir des teneurs en

protéines significatives, avec des profils en acides aminés intéressants (Lomartire et al.,
2021).

— Lipides : Riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) essentiels comme les oméga-3
(EPA, DHA) et oméga-6, bénéfiques pour la santé cardiovasculaire et le développement
neuronal (Holdt et Kraan, 2011).

— Minéraux et oligo-¢léments : Elles accumulent les éléments présents dans I'eau de mer
(iode, calcium, magnésium, potassium, fer, zinc...), ce qui en fait des compléments
nutritionnels potentiels, mais nécessite toutefois une vigilance sur les contaminants
éventuels (métaux lourds) (Lomartire et al., 2021).

— Vitamines: Source de vitamines A, C, E et certaines du groupe B.

— Autres métabolites secondaires d'intérét : Stérols, terpenes, lectines, peptides bioactifs,
aux activités antimicrobiennes, antivirales ou hypocholestérolémiantes (Holdt et Kraan,
2011).

3 Composés bioactifs et applications industrielles

La richesse moléculaire des macroalgues (cf. tableau 2), combinée a leur caractére
renouvelable, ouvre la voie a une multitude d'applications dans divers secteurs industriels,
positionnant ces organismes au cceur de la bioéconomie bleue.
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Tableau 2. Applications industrielles des macroalgues selon leurs biomolécules et leur
potentiel biotechnologique

Domaine
d'application

Biomolécules

Potentiel biotechnologique

Pharmaceutique /
Santé

Polysaccharides sulfatés
(alginate, fucoidane,
carraghénane)

Activités immunomodulatrices,
anticoagulantes, antivirales, anti-
inflammatoires, anti-tumorales, bénéfices
cardiovasculaires (Holdt et Kraan, 2011;
Lomartire et al., 2021).

Polyphénols (phlorotannins)

Activité antioxydante, antidiabétique, anti-
inflammatoire (Lomartire et al., 2021;
Pangestuti et al., 2021).

Pigments (chlorophylles,
caroténoides, phycobilines)

Activité antioxydante, photoprotectrice, role
dans la prévention du vieillissement cutané
(Lomartire et al., 2021).

Peptides, stérols, acides gras
polyinsaturés, terpenes,
lectines

Activités antimicrobiennes, antivirales,
hypocholestérolémiantes, anti-
inflammatoires (Holdt et Kraan, 2011;
Lomartire et al., 2021).

Phycocolloides (alginates,
carraghénanes, agar-agar)

Agents gélifiants, épaississants, stabilisants
dans de nombreux aliments transformés
(Holdt et Kraan, 2011)

Agroalimentaire .. ., Alimentation fonctionnelle, enrichissement
Protéines, fibres, minéraux, .. - . .
vitamines putrlt}onnel, amélioration du  transit

intestinal (Holdt et Kraan, 2011).
Propriétés hydratantes, anti-age, apaisantes,

Cosmétique Pigmf:nts, polyphénols, protectri.ces. UV, texturantes (Pimeptel etal.,
extraits totaux 2018; Riani et al., 2021; Kalasariya et al.,

2023).
Biomasse entiére Engrais ou biostimulants naturels, favorisant

Agriculture (macroalgues riches en la croissance végétale et la résistance aux
minéraux, oligo-éléments) stress (Lomartire et al., 2021).

Production de biocarburants (bioéthanol,

Energie / Biomasse entiere (glucides biogaz) et bioplastiques, malgré des verrous

Environnement complexes) techniques et économiques (Milledge et al.,

2014).

4 Procédés d’extraction des biomolécules

L'extraction efficace et sélective des biomolécules d'intérét est une étape clé pour leur
valorisation. Le choix de la méthode dépend de la nature de 1a molécule ciblée, de sa localisation
dans l'algue, de sa stabilité, ainsi que des contraintes économiques et environnementales. On
distingue généralement les méthodes conventionnelles des techniques plus récentes, souvent
qualifiées de " vertes " ou " innovantes ".

4.1 Méthodes conventionnelles

Ces méthodes reposent principalement sur ['utilisation de solvants pour solubiliser et extraire
les composés d'intérét apres un prétraitement de la biomasse algale (séchage, broyage). Le choix
du solvant est crucial et dépend de la polarité de la molécule cible.

— Polyphénols et certains pigments (caroténoides), des solvants organiques comme
I'¢thanol, le méthanol, 1'acétone, ou des mélanges hydro-alcooliques sont couramment
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utilisés, souvent a chaud (macération, Soxhlet) pour améliorer I'efficacité (Gager, 2019;
Bermudez et al., 2024).

— Polysaccharides (alginates, carraghénanes), I'extraction se fait généralement en milieu
aqueux, souvent a chaud et en conditions de pH spécifiques (acide ou alcalin) pour
solubiliser les polymeres pariétaux (Rioux et al., 2017; Dobrin¢i¢ et al., 2020).

— Phycobiliprotéines (pigments hydrosolubles), I'extraction se fait en tampon aqueux,
souvent apres congélation/décongélation ou broyage pour lyser les cellules (Fernandes
etal., 2014).

Cependant, ces méthodes peuvent étre longues, énergivores (chauffage) et requérantes en
solvants organiques potentiellement toxiques et inflammables, posant des problemes
environnementaux et de sécurité. La chaleur peut également dégrader certaines molécules

thermosensibles.
4.2 Méthodes innovantes et éco-responsables

Face aux limites des méthodes conventionnelles, des techniques alternatives, plus rapides, plus
efficaces et plus respectueuses de I'environnement, ont été développées. Elles visent souvent a
améliorer le transfert de maticre et/ou a utiliser des solvants plus "verts".

Tableau 3. Principes et avantages des techniques alternatives d’extraction appliquées aux

algues
Technique Principe Avantages Limites
Extraction Cavitation acoustique : micro-
< . jets & ondes de choc qui cassent | Rapide, efficace a Optimisation
Assistée par . . .. \ .
les parois cellulaires et facilitent | basse température, des paramétres
Ultrasons PV . . X .
(UAE) la diffusion du solvant (Wang et | réduction de solvant nécessaire
al., 2018; Berrouane, 2020).
Extraction Chauffage’ rapide par micro- ‘ . '
., ondes — éclatement des cellules | Trés rapide, forte Risque de
Assistée par . . . . . , .

. via pression intracellulaire (Yuan | réduction des temps et | dégradation
Micro-ondes i oy, .
(MAE) et al., 2018; Dobrin¢i¢ et al., | du solvant thermique

2020).
Extraction Hydrolyse sélective de§ parois . o
.. par des enzymes spécifiques | Douce, spécifique, Cot ¢élevé des
Assistée par -y L s
(Wang et al., 2018; Fourniére, | conditions modérées enzymes
Enzymes (EAE)
2021).
Extraction par | Utilise du CO: supercritique
. Propre, sans solvant A
Fluide comme solvant . Co-solvants | , . Cot élevé de
.. . . . résiduel, excellent  r
Supercritique nécessaires pour molécules our livides/piements I’équipement
(SFE) polaires (Herrero et al., 2010). p P pig
Champs  ¢lectriques  pulsés, | Optimisation du Peu
Autres (PEF, solvants sous pression ou | rendement, sélectivité, | disponibles a
PLE, etc.) combinaisons pour maximiser | impact échelle
I’extraction. environnemental réduit | industrielle

Le choix de la méthode d'extraction optimale est donc un compromis entre l'efficacité, la
sélectivité, le cotit, la rapidité, la sécurité, 1'impact environnemental et la compatibilité avec les

applications visées (alimentaire, pharmaceutique, cosmétique).
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4.3 Facteurs influant sur P’efficacité de I’extraction

Plusieurs facteurs peuvent influencer significativement le rendement et la qualit¢ des
extraits obtenus :

Tableau 4. Facteurs influencant le rendement et la qualité des extraits algaux

Liés a la matiére premiére algale

Selon le procédé
d’extraction

Parameétres spécifiques aux
techniques innovantes
(Dobrinci¢ et al., 2020)

Espéce & origine géographique
Composition biochimique variable
selon l'espece et les conditions
environnementales locales.

Solvant (type, polarité)
Doit étre adapté a la nature
de la molécule cible.

Ultrasons (UAE)
Puissance, fréquence a ajuster
pour maximiser la cavitation.

Stade de développement &
saisonnalité Variation des teneurs
en biomolécules selon le cycle de
vie et la saison.

(Gager, 2019)

Température améliore
I’extraction mais risque de
dégradation thermique de
composés sensibles.

Micro-ondes (MAE)
Puissance et durée
d’irradiation déterminent
'efficacité et la sélectivité.

Prétraitement (séchage, broyage,
lavage) Influence la libération des
composés et donc le rendement
(taille de particule, accessibilité).
(Wang et al., 2018)

Temps d’extraction
Temps optimal a définir :
trop court = faible
rendement ; trop long =
impuretés, dégradation.

Enzymes (EAE) Type,
concentration et conditions
d’action (pH, T°) tres
spécifiques.

pH Influence la solubilité et
stabilité de certains
composés (ex : alginates,
pigments).

Fluide supercritique (SFE)
Température et pression du
CO: supercritique influencent
la solubilité des composés
ciblés.

5 Perspectives d’innovation

Au-dela des applications établies, la recherche continue d'explorer de nouvelles voies de
valorisation. L'optimisation des procédés d'extraction "verts", le développement de 1'algoculture
pour des especes spécifiques a haute valeur ajoutée, la modification enzymatique ou chimique
des biomolécules pour améliorer leurs propriétés, et l'utilisation des outils de la biologie
synthétique pour produire des composés algaux dans des systémes hétérologues sont autant de
pistes prometteuses pour l'avenir de la filiere (Metz et al., 2024).

6 Freins et Enjeux : écologiques, économiques et juridiques

La valorisation des macroalgues, bien que prometteuse, se heurte a divers enjeux et freins, qu'ils
soient écologiques, économiques ou juridiques. Une approche durable nécessite de les identifier
et de les adresser, particulierement dans le contexte algérien.

6.1

La premiere préoccupation est d'assurer que I'exploitation des macroalgues ne compromette pas
'équilibre des écosystémes cotiers ou elles jouent un réle fondamental (cf. Section 1.4). La
surexploitation des ressources algales naturelles constitue un risque majeur pour la biodiversité
marine et 1'équilibre des écosysteémes cotiers.

Enjeux écologiques et réglementaires

La récolte non durable peut entrainer une diminution des populations d'algues, affecter les
habitats associés et perturber les chaines trophiques (Aratjo et al., 2021). Il est donc crucial de
mettre en place des pratiques de récolte responsables et, si possible, de développer l'algoculture
pour réduire la pression sur les stocks sauvages (FAO, 2020). La gestion des espéces invasives,
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comme certaines algues brunes, représente également un défi écologique et peut offrir des
opportunités de valorisation (Verlaque et al., 2015).

En Algérie, comme dans de nombreuses régions méditerranéennes, 1'état des connaissances sur
la distribution précise, 1'abondance et la dynamique des populations de nombreuses especes de
macroalgues reste parcellaire (Bensouna et Belhadj, 2024). Ce manque de données rend difficile
I'évaluation des stocks exploitables et la définition de quotas de prélévement durables.

Enfin, le changement climatique (réchauffement des eaux, acidification, événements extrémes)
représente une menace majeure pour les peuplements algaux, modifiant leur distribution et leur
physiologie, ajoutant ainsi, une incertitude supplémentaire quant a la disponibilité future de la
ressource (Jueterbock et al., 2021).

Sur le plan réglementaire, la protection de la biodiversit¢ marine est encadrée par des
conventions internationales telles que la Convention sur la Diversité Biologique (CDB) de
1992, qui promeut la conservation de la diversité biologique, l'utilisation durable de ses
¢léments et le partage juste et équitable des avantages découlant de l'utilisation des ressources
génétiques.

Le Protocole de Nagoya (2010) a la CDB renforce ces principes en établissant un cadre
international pour l'accés aux ressources génétiques et le partage des avantages Access and
Benefit-Sharing (ABS), ce qui est particuliecrement pertinent pour la valorisation des
biomolécules algales (Biber-Klemm et al., 2017).

En Algérie, la Loi n° 02-02 du 5 février 2002 relative a la protection et a la valorisation du
littoral et la Loi n® 83-03 du 5 février 1983 relative a la protection de I'environnement
constituent les principaux cadres juridiques. Cependant, des réglementations spécifiques a la
récolte, a la transformation et a la commercialisation des algues et de leurs produits dérivés sont
encore peu développées ou fragmentées, ce qui peut freiner l'investissement et 'innovation
(Salhi, 2017).

6.2 Enjeux économiques et structuration de la filiére

Le développement d'une filiere de valorisation des macroalgues en Algérie fait face a plusieurs
défis économiques. Bien que le marché mondial des produits dérivés d'algues soit en croissance
(notamment pour les phycocolloides, les nutraceutiques et les cosmétiques), la compétitivité
des acteurs locaux dépend de leur capacité a maitriser les colits de production, de récolte ou de
culture, et de transformation.

Les freins économiques incluent :

— Cofts d'investissement : L'algoculture et les technologies d'extraction innovantes (SFE,
MAE, etc.) nécessitent des investissements importants qui peuvent étre difficiles a
mobiliser, notamment pour les petites et moyennes entreprises (Milledge et al., 2014).

— Variabilité de la ressource : La disponibilité et la qualité de la biomasse peuvent varier
fortement selon les saisons et les années, rendant l'approvisionnement industriel
incertain et fluctuant en cott.

— Manque de structuration de la filiecre : En Algérie, la filiére algues est encore
embryonnaire. Il manque souvent une coordination entre les acteurs de la recherche, les
récoltants/cultivateurs, les transformateurs et les marchés finaux (Plan Bleu, 2020).

— Acces au marché : La mise sur le marché de nouveaux ingrédients (alimentaires,
cosmétiques, pharmaceutiques) issus d'algues nécessite de répondre a des normes de
qualité et de sécurité strictes, ce qui implique des coflits d'analyse et de certification.
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— Rentabilité des applications a faible valeur ajoutée : La production de biocarburants ou
de bioplastiques a partir d'algues reste souvent économiquement peu viable face aux
alternatives fossiles, malgré leur intérét environnemental (Milledge et al., 2014).

Au niveau mondial, le marché des produits a base d'algues est en croissance constante, avec

une valeur estimée a plusieurs milliards de dollars, tirée par la demande en ingrédients
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Global Market Insights, 2023).

Cependant, 1'Algérie ne capte qu'une part infime de ce marché. Pour y remédier, il est essentiel
de développer des stratégies nationales de soutien a I'innovation bleue, incluant des incitations
fiscales, des financements pour la recherche et le développement, et des partenariats public-
privé (Expertise France, 2024).

6.3 Enjeux juridiques et cadre réglementaire

Un cadre juridique et réglementaire clair et adapté est indispensable pour encadrer le
développement de la filiere algues. Plusieurs aspects sont cruciaux :

— Les modalités d'autorisation de récolte de la biomasse sauvage (permis, concessions,
zones autorisées, quotas) doivent étre définies et appliquées pour garantir la durabilité
écologique (Plan Bleu, 2020).

— Comme mentionné, les produits destinés a l'alimentation humaine, a la cosmétique ou a
la pharmacie doivent respecter des réglementations spécifiques en matiére de sécurité,
d'étiquetage et d'allégations, qui peuvent étre complexes et coliteuses a satisfaire.

— Mangque de textes d'application : En Algérie, comme souligné dans le contexte des aires
marines protégées, il peut exister un décalage entre I'existence de lois-cadres et la
publication des textes d'application nécessaires a leur mise en ceuvre effective sur le
terrain (CAR/ASP, s.d. - Rapport Reghaia). Ce vide juridique peut freiner les initiatives
privées et publiques.

La mise en place d'une gouvernance claire, intégrant les dimensions environnementales,
économiques et sociales, et s'appuyant sur un cadre juridique opérationnel, est un prérequis
pour lever les freins réglementaires a la valorisation durable des macroalgues.

6.4 Autres freins

Outre les aspects écologiques et économiques, d’autres freins entravent spécifiquement 1'étude
et la valorisation des macroalgues en Algérie. L'absence de bases de données génétiques
nationales complique la tracabilité et la caractérisation des souches locales, un constat
largement partagé au niveau méditerranéen en raison de bases de données fragmentées
(Saunders et McDevit, 2012; Mansouri et al., 2021)..

Sur le plan réglementaire, I'accés aux ressources marines pour la recherche et la valorisation
peut étre complexe, nécessitant des autorisations multiples et des procédures parfois lourdes.
Enfin, la sensibilisation du public et des décideurs a l'immense potentiel des macroalgues est
encore limitée, ce qui peut ralentir 1'adoption de politiques de soutien et I'investissement dans
ce secteur prometteur (Mannino et al., 2021).

Lever ces freins nécessite une approche concertée impliquant les pouvoirs publics, les instituts
de recherche, les entreprises et la société civile, afin de construire une stratégie régionale, ou
méme, nationale pour une économie bleue basée sur les algues qui soit a la fois innovante,
compétitive et durable.
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Ce chapitre présente [’ensemble des moyens matériels, ainsi que les démarches
méthodologiques mises en ceuvre pour [’échantillonnage, 1’identification, ainsi que la
caractérisation biochimique et génétique des macroalgues sélectionnées dans le cadre de cette
étude.

Ce travail a été réalisé en collaboration entre deux structures a savoir le laboratoire de
Conservation et Valorisation des Ressources Marines LCVRM de I’Ecole Nationale Supérieure
des Sciences de la Mer et de 1'Aménagement du Littoral (ENSSMAL), et la plateforme
génomique PLAGENOR de I’Ecole Supérieure des Sciences Biologiques d'Oran (ESSBO).

L.MATERIEL

Le matériel, ustensiles ainsi que les consommables utilisés, au cours de cette étude sont
regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5. Récapitulatif du matériel utilisé dans 1I’ensemble des analyses

Catégorie Matériel de Biochimie Matériel de Génétique
D. dichotoma, S. coronopifolius,
Matériel Dictyota dichotoma, Sphaerococcus Jania sp., Halopteris sp.,
biologique coronopifolius Caulerpa racemosa, Ulva
compressa
Hexane, acétone, éthanol, eau distillée, ;rl?;?pgn;;‘%z ,;T()Blo]{irrl;q(ilrelator
H>SO4 concentré, NaOH, catalyseur W3 lg tém % n}:ie séquencage
: Kjeldahl (K-SOs, CuSOs, Se), acide -1, 1ampon de Sequencage,
Produits . . . , DynaBeads™, éthanol,
.. borique, acide sulfurique N/50, phénol 5 . .
chimiques %. DPPH. carbonate de sodium. Folin- formamide, solutions de lavage,
Ciocalteu, acide gallique, glucose, gel de gr;f(;rcé;g:sfgrl:;aep lilgg’prsc?r{)le?r}i)l
silice, méthanol,éthanol, acide ascorbique CTAB, Tris-Hel, PK, ARNase
Extracteur Soxhlet, évaporateur rotatif, Thermocveleur. séauenceur
FTIR (Jasco FTIR-4X), spectrophotometre ca illairey ABI 3’138)(1 cuve
. (UV-1800), centrifugeuse, bain-marie, ,P \ ’
Appareillage & . iy . o d’électrophorése,
Mt agitateur magnétique, étuve, lyophilisateur, . .
équipements bain 4 ultrasons. colonne de transilluminateur UV, support
chromatographie, distillateur (Biichi), gjfrllz;?gsi’rgalance’ hotte 4
balance de précision
Pointes stériles, tubes PCR, gel
Cartouches cellulose, tubes Falcon, tubes a Saasf:trtzzeéén;écrﬁg fc;ttees,
Consommables | essai, mortier et pilon, spatules, verrerie, colonnes d’élu(tlion ¢ 1%1 ,ues
& ustensiles tamis, gants, papier aluminium, PCR. microtubes E’p eg dorf
microbalances, filtres Whatman ’ ppendort,
gants, lunettes de protection,
Parafilm
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1L METHODES

1 Travail sur terrain
1.1  Pré-échantillonnage

Avant de procéder a 1’échantillonnage, les espeéces de macroalgues et les sites de collecte ont
¢été choisis selon plusieurs considérations scientifiques et logistiques :

1.1.1  Criteres de sélection des especes

— Disponibilité et abondance : Les especes sélectionnées devaient étre suffisamment
présentes et accessibles sur le littoral algérien pour permettre un échantillonnage
représentatif et répété si nécessaire.

— Diversité taxonomique : Des espéces appartenant aux trois grands groupes de
macroalgues (algues brunes, rouges et vertes) ont été ciblées afin d’explorer un large
spectre de potentiel biotechnologique.

— Potentiel biotechnologique connu ou supposé : Une attention particuliere a été portée
aux especes pour lesquelles la littérature scientifique suggere un intérét, du point de vue
production de biomolécules bioactives.

1.1.2  Sélection des sites d’échantillonnage
— Variabilité écologique des milieux (rocheux, sableux, exposés ou abrités).
— Pressions anthropiques différenciées (zone périurbaine vs zone isolée).
— Accessibilité par des clubs de plongée conventionnés avec ’ENSSMAL.

— Expérience préalable : plongées antérieures lors du stage de plongée de premier degré
(P1) et lors du camp scientifique BIODIVAL 2 a Rachgoun.

Les sites ont été choisis pour représenter des zones géographiques distinctes du littoral algérien,
offrant des conditions environnementales potentiellement variées et une diversité algale
intéressante. Le choix s’est également porté sur des zones ou sont implantés des clubs de
plongée conventionnés avec ’ENSSMAL, notamment le Paradive Club a Rachgoun (Ain
Témouchent) et le Club El Mordjane a La Madrague (Alger), ce qui a facilité I’organisation
logistique. Ces sites nous €taient déja familiers grace a des plongées antérieures effectuées dans
le cadre d’un stage (P1) et du camp scientifique BIODIVAL 2 favorisant, ainsi, une
connaissance préalable de la biodiversité locale.

1.2 Echantillonnage
1.2.1 Zones d’étude

— Zone Centre (La Madrague, Alger) : Au large de la plage Ouest de la Madrague, Ain
Benian, une zone cotiere rocheuse a 1’ouest d’Alger, bien connue pour sa biodiversité
marine. Accessible, avec une exposition aux courants marins modérée. Elle représente un
environnement cotier typique de la région d'Alger (fig.2).
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Figure 2. Localisation des sites d’échantillonnage sur Alger; Coordonnées GPS : 36° 48’ 11"
N, 2° 55" 18" E (Google Earth, 2025)

— Zone Ouest (Rachgoun, Ain Témouchent) : Ile de Rachgoun, ou communément appelée
Leila, se situe au nord-ouest du littoral de la wilaya de Ain Témouchent. Elle est
caractérisée par des cotes rocheuses (roches volcaniques) exposées aux vagues, et une
sédimentologie de sable fin et moyen, offrant un habitat diversifié, classé comme site
d’intérét biologique. Conditions de plongée parfois délicates, mais forte richesse spécifique

(Fig 3).
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Figure 3. Localisation des sites d’échantillonnage sur Rachgoun ; Coordonnées GPS : 35° 19’
17" N, 1° 28" 48" O (Google Earth, 2025).
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1.2.2 Collecte

Les prélévements ont été effectués par plongée en scaphandre autonome (SCUBA Diving)
(fig.4.) en respectant toutes les reégles de sécurité. Les algues ont été détachées manuellement
du substrat rocheux en veillant a prélever des thalles entiers et sains. Chaque échantillon a été
immédiatement placé dans des sacs plastiques individuels, immergés dans I’eau de mer pour
maintenir ’hydratation et minimiser le stress avant le transport au laboratoire.

Figure 4. Echantillonnage en plongée sous-marine

Lors de chaque plongée, les parameétres physico-chimiques de l'eau (température, salinité,
oxygeéne dissous, conductivité et pH) ont été mesurés in situ a l'aide d'une valise multi-
parametres, afin de caractériser I'environnement de prélévement.

— A Alger : Deux plongées ont été effectuées en février 2025, a des profondeurs variant
entre 13 et 20 metres. Les conditions sous-marines étaient favorables, permettant de
prélever deux échantillons algaux (Dictyota dichotoma et Sphaerococcus
coronopifolius) en quantité suffisante pour les analyses génétiques et surtout
biochimiques.

— A Rachgoun : Une seule plongée a été réalisée en avril 2025, & une profondeur de 7 a
10 metres. Les conditions sous-marines étaient moins favorables ce qui a entrainé la
collecte d'une biomasse plus faible. L'objectif principal de cette collecte était la diversité
des especes plutdt que la quantité, avec environ sept échantillons réservés a
l'identification génétique uniquement.

2 Travail au laboratoire (LCVRM)
2.1 Prétraitement et conditionnement des échantillons
2.1.1 Echantillons collectés a Alger

Apres la collecte en mer (plongée), les échantillons d’algues provenant des sites cotiers d’Alger
ont ét¢ immédiatement transportés dans des glacieres, au laboratoire de conservation et
valorisation des ressources marines (LCVRM) de ’ENSSMAL. Une fois arrivés, plusieurs
étapes successives ont été appliquées :

— Tri : les échantillons ont été triés manuellement, afin d’éliminer les épiphytes et les
autres especes associées.

— Lavage : chaque échantillon a été soigneusement lavé a I’eau du robinet, pour ¢éliminer
les impuretés grossiéres (sable, débris), puis rincé a I’eau distillée.
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— Conditionnement : les algues ont été placées dans des sacs plastiques zip étiquetés, avec
le code de I’échantillon, puis immédiatement congelées a -20 °C.

— Répartition des portions :

o Une petite portion a ¢ét¢ dédiée a I’analyse taxonomique (identification
macroscopique et microscopique).

o Une autre portion a été lavée avec de I’éthanol 70 % (v/v), répartie dans des pots
stériles, puis congelée a -20 °C en vue des analyses génétiques ultérieures.

— Transfert vers ’ESSBO : les portions destinées a l'analyse génétique ont ensuite été
transportées par voie terrestre vers le laboratoire PLAGENOR de I’ESSBO, dans des
glaciéres contenant de la carboglace, afin de préserver 1’intégrité de I’ADN A réception,
les échantillons ont été stockés a -80 °C.

2.1.2  Echantillons collectés 3 Rachgoun

Pour les échantillons issus du site de Rachgoun (Ain Témouchent), le protocole a été adapté
selon les moyens disponibles sur le terrain :

— Prétraitement sur site : les échantillons ont été directement triés apres la plongée, au
niveau du club de plongée PARADIVE, avant d’étre lavés successivement a I’eau de
robinet, puis a I’eau distillée et enfin a I’éthanol 70 %.

— Conditionnement : les échantillons ont été placés dans des pots stériles, soigneusement
codés selon la pigmentation des algues.

— Transport : les pots ont ét¢ maintenus dans des glaciéres durant le transport jusqu’au
laboratoire PLAGENOR (ESSBO). A réception, les échantillons ont été stockés a
-80 °C, en vue de I’extraction et des analyses génétiques ultérieures.

2.2 Etude de la flore algale : identification taxonomique

L’identification taxonomique est une étape essentielle pour relier les activités biochimiques ou
biotechnologiques a des especes algales précises. Elle a été réalisée a deux niveaux et de
maniére différenciée selon le site de collecte.

2.2.1 Observation macroscopique

Tous les échantillons ont d’abord été examinés a I’ceil nu puis a 1’aide d’une loupe binoculaire
(réf. OPTECH), afin d’identifier les principaux caracteres morphologiques généraux (forme du
thalle, ramification, texture, couleur, taille), permettant une classification préliminaire.

2.2.2 Observation microscopique

Elle n’a concerné que les deux échantillons collectés sur le site d’ Alger. Les autres, notamment
ceux de Rachgoun, n’ont pas été étudiés au microscope, en raison du temps limité, du manque
de moyens et de la faible quantité de biomasse prélevée.
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Figure 5. Poste de travail dédi¢ a l'identification microscopique des macroalgues.

Des coupes transversales manuelles ont été réalisées a 1’aide d’un scalpel, puis montées entre
lame et lamelle dans de I’eau distillée. Les observations ont été effectuées au microscope
optique (réf. OPTIKA, Italy), avec prise de photos des structures internes.

La détermination a été affinée par comparaison avec les descriptions issues de la littérature et
des clés d’identification dédiées aux macroalgues (Fischer, 1987; Perret-Boudouresque et
Seridi, 1989; Verlaque et al., 2015), puis confirmée par le Docteur Bahbah Lamia (ENSSMAL).

La nomenclature actuelle et la classification ont été vérifiées via la base AlgaeBase (Guiry et
Guiry, 2025).

3 Identification génétique (ESSBO)

La caractérisation génétique des macroalgues a €té réalisée a la plateforme de génomique
PLAGENOR de I’ESSBO, dans le but de confirmer l'identification taxonomique
morphologique et d'initier une cartographie génétique des especes €étudiées, contribuant ainsi
au développement d'une premicre base de données génétiques locale pour les espeéces marines
algériennes.

Cette approche moléculaire a suivi plusieurs étapes clés, de l'optimisation des protocoles
d'extraction, jusqu’a l'analyse bioinformatique des séquences d'ADN.

3.1. Optimisation de l'extraction de I' ADN génomique

L’extraction d’'un ADN génomique pur, intact et exempt d’inhibiteurs est une condition
essentielle a la réussite des analyses moléculaires. Or, les matrices biologiques marines, et
particuliérement les macroalgues, présentent une composition biochimique complexe, souvent
riche en polysaccharides, composés phénoliques et autres métabolites secondaires susceptibles
d’interférer lors des manipulations (Doyle et Doyle, 1987).

Face a ces contraintes, une démarche d’optimisation progressive de 1’extraction a été entreprise,
en combinant et adaptant deux méthodes distinctes afin d’obtenir un ADN de qualité suffisante
pour les applications en aval.
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o Phase d’optimisation initiale : protocole AIONA — PLAGENOR

La premiére phase a été réalisée a 1’aide du kit AIONA, développé a la plateforme
PLAGENOR, appliqué a trois especes codées B, E et G. Les échantillons (400 mg de matériel
algal préalablement lavé a I’éthanol 70 % et conservé a -80 °C) ont été broyés avec un tampon
de lyse préchauffé a 70 °C. Le lysat obtenu a été transféré dans des tubes Eppendorf, vortexé,
puis incubé a 65 °C pendant 45 minutes.
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Figure 6. Principales étapes de la lyse cellulaire pour I’extraction de I’ADN genomlque a
’aide du kit AIONA.

Apres centrifugation a 1400 g pendant 15 minutes, le surnageant a été transféré dans un nouveau
tube, mélangé a 500 pL de tampon de liaison, puis passé a travers une colonne de silice par
centrifugation (14000 g, 2 min), cette étape utilise I'affinité de I'ADN pour la silice en présence
de sels chaotropiques pour éliminer les contaminants résiduels. Le filtrat a été ¢liminé et deux
lavages successifs ont été réalisés avec les tampons de lavage 1 et 2. L’élution de I’ADN s’est
faite a I’aide de 50 pL de tampon d’élution préchauffé a 70 °C, avec une incubation de 5 minutes
a température ambiante suivie d’une centrifugation (2 min), puis conservation a -20 °C.

Une phase d’adaptation méthodologique a alors été engagée suite aux résultats insatisfaisants,
impliquant I’introduction de I’espéce D dans les tests et la modification progressive de certaines
étapes du protocole initial (temps d’incubation, vitesse de centrifugation, purification a la
RNase, etc.).

o Protocole CTAB optimisé

Suite a la disponibilité du bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) sur la plateforme, le
protocole CTAB (Doyle et Doyle, 1987)) a été mis en ceuvre sur les especes restantes (CRP, S,
ENT, M et V), avec quelques modifications.

L’extraction a été réalisée a partir de 500 mg d’algues pré-congelés et broyées a 1’aide d’un
mortier et pilon refroidis. Le broyat a été homogénéisé dans 800 pL de tampon CTAB (NacCl,
EDTA, Tris-HCI, CTAB et B-mercaptoéthanol) préchauffé a 65 °C.
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Le mélange a été incubé a 65 °C pendant 90 minutes avec agitation périodique apres 1’ajout de
la protéinase K (PK).

Apres refroidissement, une extraction a 1’aide de 800 pL de chloroforme-alcool isoamylique
(24:1) a été réalisée sous hotte aspirante, suivie d’une centrifugation (13 000 rpm, 10 min, 4
°C). La phase aqueuse a été récupérée, et I’extraction répétée pour assurer la pureté.

Afin de favoriser la précipitation des impuretés solubles, du NaCl a été¢ ajouté a la phase
aqueuse. Ensuite, 2/3 volumes d’isopropanol froid ont été incorporés, et le mélange a été
homogénéisé par retournement doux (inversion).

Une incubation overnight a -20 °C a permis de précipiter efficacement I’ADN. La précipitation
a été suivie d’une centrifugation prolongée (30 minutes a 4 °C) pour collecter le culot d’ADN,
lequel a été ensuite lavé avec de 1’éthanol 70 % glacé afin d’éliminer les sels résiduels, puis
suspendu dans 50 pL de tampon TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0).

Pour garantir une pureté maximale, une purification complémentaire sur colonne de silice
(issues du kit AIONA) a été effectuée. Cette étape a inclus deux lavages successifs a 1’aide des
tampons de lavage 1 et 2, conformément aux instructions du kit, suivis d’une élution finale dans
un tampon préchauffé (70 °C), avec incubation a température ambiante avant centrifugation.
L’ADN purifié a été conservé a -20 °C jusqu’a utilisation.

3.2. Controle qualité de I' ADN
o Controle quantitatif

La concentration et la pureté¢ de I'ADN extrait ont été évaluées a I'aide du spectrophotométre
ScanDrop?, une technologie avancée utilisant la microspectrophotométrie pour des mesures
précises sur de faibles volumes d'échantillon (0,5-2 pL). Les ratios d'absorbance A260/A280 et
A260/A230 ont ét¢ mesurés pour évaluer la pureté¢ de I'ADN vis-a-vis des protéines et des
contaminants organiques, respectivement. :

- A260/A280, indicateur de contamination protéique : I’ADN pur présente un ratio proche
de 1,8, car ’ADN absorbe fortement a 260 nm tandis que les protéines le font a 280 nm
(Glasel, 1995; Wilfinger et al., 1997).A260/A230, indicateur de contamination par des
composés organiques ou des sels (phénols, polysaccharides, EDTA, etc.), avec une
valeur attendue entre 2,0 et 2,2 pour un ADN pur (Sambrook et Russell, 2001).

-y —

v =

Figure 7. Quantification de I’ADN exti a I’aide du spectrophotomeétre ScanDrop.
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o Controle qualitatif

L'intégrité¢ de 'ADN a été vérifiée par électrophorese sur gel d'agarose 1,2 % en tampon TAE
(Tris-Acétate-EDTA : tampon de migration maintenant un pH stable et une force ionique
appropriée), révélée au SYBR Safe, un intercalant fluorescent, permettant de visualiser la
présence d'’ADN de haut poids moléculaire non dégradé sous illumination UV.

Flgure 8. Controle qualitatif de I’ADN par electrophorese sur gel d’agarose.

3.3. Amplification par PCR du géne ARNr 18S

Afin de confirmer l'identité génétique des macroalgues étudiées, une amplification ciblée du
gene ribosomal 18S a été réalisée. Ce geéne universel est largement utilisé en taxonomie des
eucaryotes marins pour sa conservation inter-espéces et sa résolution phylogénétique
satisfaisante (Lin et al., 2012).

Ce choix était également dicté par des contraintes pratiques, la synthése d'amorces spécifiques
nécessitant des délais incompatibles avec le calendrier de 1'étude, et les difficultés rencontrées
pour trouver des amorces publiques, accessibles et validées pour les macroalgues
méditerranéennes.

o Synthése et contréle qualité des amorces

Les amorces universelles ciblant le géne ARNr 18S ont été synthétisées chimiquement a
PLAGENOR en utilisant le synthétiseur d'oligonucléotides MerMade 4. Les séquences utilisées
sont celles décrites par Lin et al. (2012) dans leur étude sur la diversité des microalgues :

e Amorce sens (Forward) : 5'- GTA GTC ATA TGC TTG TCT C -3'
e Amorce antisens (Reverse) : 5'- CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG -3'
e Taille d'amplicon attendue : ~ 1150 pb

Aprées déprotection a 'ammoniaque selon le protocole standard (Beaucage et Caruthers, 1981),
les oligonucléotides ont été précipités a 1'aide de butanol froid, méthode efficace pour la
purification des amorces qui élimine les résidus de syntheése et les solvants organiques. Le
mélange a ensuite été centrifugé a 4 °C pour faciliter la formation du culot et préserver l'intégrité
des oligonucléotides.

Un controle qualité qualitatif et quantitatif des amorces purifiées a ¢été réalis€¢ par
spectrophotométrie et électrophorése sur gel d'agarose pour vérifier leur concentration, pureté
et intégrité avant utilisation.
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o Principe et conditions de PCR

La réaction en chaine par polymérase (PCR, Polymerase Chain Reaction), permet
I’amplification exponentielle d’une séquence spécifique d’ADN cible par cycles thermiques
successifs (Mullis et Faloona, 1987). Dans cette étude, la PCR visait a amplifier un fragment
du geéne ribosomal ARNr 18S, souvent utilis¢é comme marqueur moléculaire universel pour
I’identification taxonomique des eucaryotes.

Le processus repose sur la fixation complémentaire de deux amorces (forward et reverse) aux
extrémités 5’ et 3’ du fragment cible, puis la synthése du brin complémentaire par une ADN
polymérase thermostable (Taq), qui incorpore les désoxynucléotides triphosphates (ANTPs)
selon le principe de complémentarité des bases.

o Conditions de réaction

Les réactions PCR ont été effectuées dans un volume final de 25 pL, en utilisant la Taqg ADN
polymérase recombinante (Thermo Scientific). La composition du mélange réactionnel est la
suivante :

e 2.5 uL de tampon PCR 10X

e 2.5uL de MgCl: (25 mM)

e 0,5 uL de dNTPs (10 mM)

e | uL de chaque amorce (10 uM)

e (0,2 uL de Taq polymérase (5 U/uL)
e 2 ul d'ADN matrice

e FEau stérile g.s.p. 25 uL

L amplification a été réalisée dans un thermocycleur Applied Biosystems SimpliAmp™, selon
le programme détaillé ci-dessous :

« Dénaturation initiale : 95 °C pendant 2 minutes
« 35cyclesde:
a. Dénaturation : 95 °C pendant 1 minute
b. Hybridation : 55 °C pendant 1 minute
c. Elongation : 72 °C pendant 4 minutes

. Elongation finale : 72 °C pendant 6 minutes
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« Conservation a 4 °C jusqu’a utilisation

|

Figure 9. Préation des mélanges réactionnels de la PCR et le thermocycleur utilisé pour
l'amplification.

o Controle qualité des produits PCR

Les produits d'amplification ont été analysés par électrophorése sur gel d'agarose 1,2 % en
tampon TAE. La taille des fragments amplifiés a été vérifiée par comparaison avec un marqueur
de taille moléculaire (GeneRuler 1kb DNA Ladder). La présence d'une bande unique a la taille
attendue confirme la spécificité de 1'amplification.

o  Purification des produits PCR

Les produits PCR ont été purifiés a I'aide du kit ExoSAP-IT (Thermo Scientific), un systéme
enzymatique combinant I'exonucléase I et la phosphatase alcaline de crevette. Cette purification
enzymatique est cruciale pour optimiser l'efficacit¢ du séquencage en ¢Eliminant les
contaminants susceptibles d'interférer avec la réaction de séquencage (amorces simples brins
résiduelles, ANTPs non incorporés etc.) (Werle et al., 1994).

Le traitement a été effectué selon les recommandations du fabricant : 5 uL. de produit PCR ont
été mélangés avec 2 pL d'ExoSAP-IT, puis incubés a 37 °C pendant 15 minutes, suivis d'une
inactivation a 80 °C pendant 15 minutes.

3.4. Séquencage Sanger

Le séquencage des fragments amplifiés a été réalisé selon la méthode de Sanger modifiée,
également appelée séquencage par terminaison de chaine (Sanger et al., 1977).

Cette technique repose sur I’utilisation de didésoxynucléotides triphosphates fluorescents
(ddNTPs) qui, une fois incorporés par I’ADN polymérase, bloquent 1’élongation du brin en
cours de synthese. Chaque ddNTP est marqué par un fluorochrome spécifique correspondant a
I’une des quatre bases (A, T, C ou G), ce qui permet, apres séparation par électrophorese
capillaire, de lire la séquence nucléotidique base par base.

Le séquencage a été effectué¢ dans les deux directions (brins sens et antisens) afin d’assurer une
meilleure couverture, d’obtenir une séquence consensus fiable et de corriger d’éventuelles
ambiguités.
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o Réaction de séquencage (PCR BigDye)

La réaction de séquencage a été réalisée a 1’aide du kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems), qui repose sur une PCR asymétrique intégrant a la fois des
dNTPs standards et des ddNTPs terminaux fluorescents.

Le volume final de réaction était de 10 uL, contenant :
e ADN matrice (produit PCR purifi¢),
e Amorces spécifiques (sens ou antisens),
e Mix BigDye™ (enzyme, dNTPs, ddNTPs fluorescents),
e Tampon de séquencage (buffer 5x),
e Eau ultrapure (gqsp)
La réaction a été mise en ceuvre selon les conditions suivantes :
« Dénaturation initiale : 96 °C pendant 1 minute
« 25cyclesde:
a. Dénaturation : 96 °C pendant 10 secondes
b. Hybridation : 50 °C pendant 5 secondes

c. Elongation : 60 °C pendant 4 minutes

IMGERAM DURATION 03°36:10

4 ¥ P( ‘Rl nax

Figure 10. Thermocycleur PCRmax utilisé pour la PCR BigDye.

o Purification des produits de séquencage

Les produits de la PCR de séquengage ont été purifiés a 1’aide du kit DynaBeads™ Sequencing
Clean-Up (Thermo Scientific), basé sur des billes magnétiques permettant d’éliminer
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efficacement les ddNTPs non incorporés, les amorces libres, et les sels et autres contaminants
susceptibles d’altérer la qualité du signal lors de I’analyse capillaire.

Le protocole se déroule en plusieurs étapes :

1. Fixation : les fragments d’ADN marqués sont liés a la surface des billes magnétiques
par affinité.

2. Séparation : les billes sont attirées contre la paroi du tube a 1’aide d’un support
magnétique, permettant 1’élimination du surnageant contenant les impuretés.

3. Lavage : deux lavages successifs sont effectués a 1’aide d’éthanol 85 % glacé afin
d’¢liminer les contaminants tout en conservant I’ADN 1i¢ aux billes.

4. Séchage : les billes sont brievement séchées a température ambiante pour éliminer toute
trace résiduelle d’éthanol.

5. FElution : I’ADN purifié est ensuite resuspendu dans du formamide déionisé, un solvant
faiblement dénaturant qui maintient les brins d’ADN en simple brin, essentiel pour leur
migration correcte lors de I’électrophorése capillaire.

i
y

Figure 11. Purification des produits d’amplification BigDye a ’aide de billes magnétiques

Avant injection dans le séquenceur, les échantillons sont chauffés a 95 °C pendant 2 minutes,
puis placés immédiatement sur glace afin de stabiliser I’ADN sous forme monocaténaire. Cette
étape finale garantit une lecture précise et sans interférence lors de la séparation capillaire et de
la détection des signaux fluorescents.

o Electrophorése capillaire

L’analyse des produits purifiés a été effectuée sur un séquenceur (Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer), basé sur la technologie de 1’électrophorése capillaire. Les fragments d’ADN
marqués par fluorescence sont injectés dans des capillaires contenant un gel polymérique, ou
ils migrent sous 1’effet d’un champ électrique selon leur taille.

Chaque fragment se termine par une base fluorescente identifiable, et le signal émis par chaque
fluorophore est détecté par un systéme optique intégré, permettant la lecture automatisée de la
séquence avec une résolution de 1’ordre du nucléotide (Schmalzing et al., 1997). Les fichiers
générés sont produits au format «.ab1», contenant :

e La séquence brute,
e Les chromatogrammes (profils de fluorescence),
e Les scores de qualité de lecture (Phred scores) pour chaque base.

Ces données ont ensuite ét¢ analysées pour assembler les lectures forward et reverse et obtenir
une séquence consensus de haute qualité.
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3.5.Analyse bioinformatique des séquences

Les données brutes de séquencgage ont été analysées, permettant une évaluation rapide de la
qualité des lectures, 1’obtention de séquences consensus et une identification préliminaire via
le serveur BLASTn (NCBI) en utilisant ChromasPro pour la visualisation et 1’édition des
chromatogrammes, ainsi que MEGA 12 pour I’alignement multiple et la construction d’arbres
phylogénétiques, suivant les étapes ci-dessous , suivant les étapes illustrées (fig 12 ) ci-dessous:

a. Visualisation et édition des séquences
Les fichiers bruts «.abl » ont été ouverts avec ChromasPro pour :
o Visualiser les chromatogrammes,
o Evaluerla qualité des lectures (intensité, double pics, bases faibles ou chevauchement),
o Corriger manuellement les erreurs évidentes,
o Réaliser le trimming des extrémités et supprimer les séquences d’amorces.
b. Assemblage des brins

Les séquences obtenues pour les deux amorces (forward et reverse) ont été alignées et
assemblées afin d’obtenir une séquence consensus propre, préte pour I’identification
taxonomique.

c. Identification BLAST

Chaque séquence a été soumise a une recherche de similarité via BLASTn sur la base de
données NCBI GenBank et évaluée selon :

o Le pourcentage d’identité (% identity),
o La couverture de la séquence (query coverage),
o Lavaleur e (expect),
o Le score de bit.
d. Alignement et inférence phylogénétique

Afin de valider l'identité taxonomique des séquences, une analyse phylogénétique a été
effectuée suivant les étapes ci-dessous:

1. Alignement multiple : réalisé avec ClustalW intégré au logiciel MEGA 12 a partir des
séquences obtenues et de séquences de référence issues de GenBank.

2. Construction des arbres phylogénétiques avec un maximum de vraisemblance
(Maximum Likelihood).

e. Validation croisée des données

Les résultats d'identification ont été validés par comparaison croisée entre :
o Les résultats BLAST de I’analyse
o La position phylogénétique dans les arbres construits

o Les caractéres morphologiques observés lors de l'identification classique.
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Figure 12. Etapes principales de I’analyse bioinformatique des séquences d’ADN : (A)
Visualisation et vérification des chromatogrammes obtenus par séquengage a 1’aide du logiciel
ChromasPro ; (B) Identification des séquences par comparaison avec la base de données NCBI
via I’outil BLASTn ; (C) Alignement multiple des séquences a 1’aide du logiciel MEGA 12.

4. Caractérisation biochimique (ENSSMAL)

La caractérisation biochimique des macroalgues a ét¢é menée au laboratoire LBCM2 de
I’ENSSMAL, afin d’évaluer leur composition en biomolécules d’intérét et leur potentiel
antioxydant.

Les deux espéces collectées sur Alger, Dictyota dichotoma et Sphaerococcus coronopifolius,
ont été spécifiquement étudiées.

4.1. Préparation du matériel biologique pour les analyses biochimiques

Les échantillons de macroalgues, apres avoir été lavés et congelés comme décrit précédemment
(cf. section 2.1.1), ont subi les étapes suivantes pour leur préparation en vue des analyses
biochimiques :

— Lyophilisation : les échantillons ont été lyophilisés pendant 72 h a -50 °C, sous une
pression de 0.1 mBar. Ce séchage par congélation sous vide, est une technique de
déshydratation douce qui permet de retirer I’eau contenue dans les €chantillons sans
altérer leurs composés thermosensibles. Dans le cadre de 1’étude des macroalgues, cette
méthode est particulierement avantageuse, car elle préserve 1'intégrité des biomolécules
telles que les pigments, les polyphénols ou les polysaccharides, qui sont souvent
sensibles a la chaleur ou a I’oxydation. Les algues lyophilisées présentent une excellente
stabilité et peuvent étre conservées plus longtemps pour des analyses ultérieures
(Ganesan et al., 2020).

— Séchage complémentaire : afin d’éliminer toute trace résiduelle d’humidité, un séchage
al’étuve a 28 °C a été réalisé pendant 2 a 3 heures avant le broyage.

— Broyage : les échantillons secs ont été réduits en poudre fine a 1’aide d’un broyeur de
laboratoire, puis passés au tamis afin d’obtenir une poudre fine. Cette étape est cruciale
pour augmenter la surface de contact et optimiser 1’efficacité des extractions ultérieures.
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— Stockage : les poudres ont ét¢ conservées dans des bocaux en verre borosilicaté,
étiquetés, et placés dans un dessiccateur a I’abri de la lumiere et de I’humidité jusqu’a
leur utilisation pour prévenir toute dégradation des composés.

es biochimiques : (A)
Lyophilisation des algues ; (B) Broyage des biomasses lyophilisées

4.2. Etude de la composition biochimique des biomasses

Cette analyse visait 1’évaluation des teneurs en biomolécules d'intérét biotechnologique chez
les deux especes algales sélectionnées. L’étude s’est particulierement basée sur les teneurs en
lipides totaux, protéines totales, polysaccharides totaux et en polyphénols totaux.

4.2.1. Lipides totaux
— Principe d’extraction

L’extraction des lipides totaux est basée sur leur solubilité dans des solvants organiques non
polaires. Pour cela, la méthode de Soxhlet a été choisie. C’est une technique d’extraction
solide-liquide continue qui permet une récupération efficace des composés liposolubles
reposant sur un processus d'extraction en continu par reflux, ou le solvant est chauffé et ses
vapeurs montent vers un condenseur puis retombent sur I'échantillon solide contenu dans une
cartouche en cellulose, dissolvant ainsi les lipides. Ce cycle se répéte, permettant une extraction
efficace et continue des lipides du matériau solide par un solvant purifi¢ a chaque cycle
(Hawach, 2025).

L'hexane est un solvant apolaire couramment utilisé pour I'extraction des lipides en raison de
sa bonne capacité a dissoudre les graisses et de sa volatilité, facilitant son évaporation ultérieure
(Dejoye, 2013).

— Procédé d’extraction

2 g de poudre algale sont placés dans une cartouche en cellulose, insérée dans l'extracteur de
Soxhlet. Un ballon de 250 mL contenant 160 mL d'hexane est connecté a la base de l'extracteur.
Le montage est chauffé a une température permettant 1'ébullition douce de 1'hexane (60-70 %)
pendant 4 h pour assurer une extraction complete des lipides. Apres cela, le solvant est évaporé
sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif pour récupérer les extraits de lipides totaux, qui sont
ensuite pesé€s pour déterminer leur teneur.
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Figure 14. Extraction des lipides totaux a partir des biomasses algales : (A) montage de
I’extracteur Soxhlet; (B) évaporation du solvant a l'aide d'un évaporateur rotatif

— Teneur globale
La teneur des lipides est calculée en pourcentage selon la formule suivante :
Teneur (%) = [(P1 - PO )/ Masse de poudre algale (g)] x 100
Ou:
- P1: poids du ballon apres extraction (g)
- PO : poids initial du ballon avant extraction(g)
NOTE: insérer un schéma récapitulatif de cette procédure
4.2.2. Protéines totales
— Principe

La teneur en protéines brutes est déterminée a partir de la conversion de la teneur de I’azote
total dosé par la méthode KJELDHAL, une technique qui repose sur trois étapes principales; la
minéralisation, la distillation et le titrage (AFNOR, 1985; Chang et al., 2020).

o La minéralisation : 1’échantillon est chauffé avec de 1’acide sulfurique concentré en
présence d’un catalyseur (souvent du Sulfate de Potassium, du Sulfate de Cuivre et de
Sélénium), transformant I’ Azote organique en ions ammonium (NH,+).

o Ladistillation : 'ammonium est libéré sous forme d'ammoniac gazeux par addition d'une
base forte (NaOH) et est entrainé par la vapeur d'eau dans une solution d'acide borique
(HSBOS)

o Le titrage : 'ammoniac piégé est titré avec une solution d'acide fort de concentration
connue, permettant de quantifier I'azote et, par conversion, la teneur en protéines.
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— Procédé

Une masse de 1 g de poudre d’algue seéche a été introduite dans un matras de 250 mL. Environ
2 g de catalyseur et 20 mL d’acide sulfurique concentré ont été ajoutés sous hotte chimique. Le
mélange a été chauffé sur un support d’attaque, jusqu’a obtention d’une coloration verte stable.

Apres refroidissement, le contenu a été dilué a 1’eau distillée puis distillé avec 50 mL de soude
(NaOH) dans un distillatoire (Biichi).

L’ammoniac dégagé a été piégé dans 20 mL d’acide borique (H3BO3) avec indicateur coloré
(rouge de méthyl et vert de bromocrésol).

Enfin, le distillat a été titré avec de I’acide sulfurique (H,SO,4) N/50 pour quantifier I’azote
(AFNOR, 1985).

Figure 15. Dosage des protéines totales par la méthode de Kjeldahl : (A) Minéralisation

Z = =

(0.5

N

de I’échantillon algal ; (B) Distillation de I’ammoniac libéré aprés addition de soude ; (C)
Titrage de I’ammoniac piégé dans 1’acide borique a L'acide sulfurique

— Teneur globale

Le volume d’acide titrant permet de calculer la quantité d’azote dans 1’échantillon. La teneur
en protéines brutes est ensuite obtenue en multipliant la quantité d’azote déterminée par un
facteur de conversion standard (généralement 6,25).

I ml d’H,SO, 1N —> 0.014 g d’azote
1 ml d’H,SO, N/50 —> 0.014/50 = 0.00028 g d’azote
N (g) = V1 x 0.00028 x 100/Y x 250/ Vo
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- V1 : volume de I’acide sulfurique N/50 (ml)
- Y : poids initial de 1’échantillon (g)
- VO : Volume de la prise d’essai (ml)
Teneur en MAT (%MS) =N (g) X 6.25/ MS
4.2.3. Polysaccharides totaux
4.2.3.1.Extraction

— Principe d’extraction

L'extraction des polysaccharides est réalisée avec une simple macération de la mati¢re premiere,
une technique classique pour l'extraction des molécules bioactives a partir des algues marines
(Chiu et al., 2011). Cette méthode repose sur la solubilité des polysaccharides dans I'eau aprés
une étape de dépigmentation a 'acétone permettant d'éliminer les pigments chlorophylliens et
d'autres composés liposolubles qui pourraient interférer avec l'extraction et les analyses
ultérieures des polysaccharides (Wang et al., 2017).

— Procédé d’extraction

Selon la méthode modifiée de Chiu et al. (2011), 20 g de poudre d'algue sont d'abord macérés
dans 200 mL d'acétone pendant 2 heures sous agitation, a l'abri de la lumicre, pour une étape
de dépigmentation. Cet extrait acétonique est ensuite filtré et conservé comme extrait de
pigments chlorophylliens (cf. section 4.5.2).

o Le résidu solide de la macération est ensuite mélangé avec 500 mL d'eau distillée. La
solution est placée dans un bain-marie pendant 3 heures sous agitation constante, puis
centrifugée a 5000 rpm pendant 15 minutes.

o Le filtrat obtenu, contenant les polysaccharides solubilisés, est précipité avec de
1'éthanol a raison de (V filtrat / 2V éthanol). Le mélange est laissé reposer pendant une
nuit a température ambiante. La masse des polysaccharides obtenue est finalement
séchée dans une étuve a 40 °C pendant 24 heures, puis broyée avec un mortier en poudre
fine et pesée pour calculer le rendement.

Figure 16. Extraction des polysaccharides totaux par macération a I’eau chaude et
précipitation a I’éthanol: (A) Macération du résidu algal dépigmenté dans de I’eau distillée

sous agitation dans un bain-marie a 80 °C; (B) Ajout d’éthanol au surnageant centrifugé de
l'extrait d'algue rouge; (C) Masse de polysaccharides fraichement récupérée; (D) Ajout
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d’¢éthanol au surnageant de 1’algue brune et masse obtenue apres précipitation ; (E) Broyage
des masses polysaccharidiques séches.

— Rendement d’extraction

Le rendement d'extraction des polysaccharides est calculé en pourcentage selon la formule
suivante : Rendement (%) = (P1/P0) x 100

Ou:
- P1: Masse des polysaccharides extraits (g)
- P2 : Masse de poudre algale initiale (g)
4.2.3.2.Dosage colorimétrique des oses totaux
— Principe

La méthode de Dubois et al. (1956), également connue sous le nom de méthode au phénol-acide
sulfurique, est une méthode colorimétrique largement utilisée pour la détermination des oses
totaux et des substances apparentées.

Le principe repose sur l'hydrolyse des polysaccharides en monosaccharides par l'acide
sulfurique concentré, suivie de leur déshydratation en furfural ou en dérivés de furfural. Ces
dérivés réagissent ensuite avec le phénol pour former un complexe coloré stable, dont l'intensité
est proportionnelle a la concentration en sucres.

La mesure de I'absorbance de ce complexe a une longueur d'onde spécifique (ici 485 nm) permet
de quantifier la teneur en polysaccharides en utilisant une courbe d'étalonnage préparée avec
un sucre standard (le glucose) (Dubois et al., 1956; Quero-Jiménez et al., 2019).

— Mode opératoire

Une solution meére de glucose a 1 mg/mL est préparée pour établir une courbe d'étalonnage avec
six concentrations : 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 pg/mL. Pour le dosage des échantillons, 1 mL de
I'échantillon (avec trois dilutions : 100 %, 50 % (500 puL échantillon + 500 pL eau distillée), et
35 % (350 pL échantillon + 650 pL eau distillée)) est placé dans un tube a essai.

Ensuite, 1 mL d'une solution aqueuse de phénol a 5 % (m/v) est ajouté, suivi rapidement de 5
mL d'acide sulfurique concentré (96 %) assurant une réaction exothermique (La manipulation
du phénol et de l'acide sulfurique a été effectuée sous hotte aspirante en raison de leur toxicité
et de leur caractere corrosif). Le mélange est ensuite vortexé, puis incubé a 30° C pendant 20
minutes.
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Figure 17. Visualisation des gammes d’étalonnage et des extraits polysaccharidiques dosés
(méthode Dubois) : (A) Gamme d’étalonnage du glucose; (B) Extraits de I’algue rouge (AR);
(C) Extraits de l'algue brune (AB).

L'absorbance est ensuite mesurée a 485 nm contre un blanc. La concentration en
polysaccharides de 1'échantillon est ensuite déterminée a partir de la courbe d'étalonnage.

4.2.3.3.Analyse par spectroscopie FTIR
— Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique non
destructive et rapide utilisée pour identifier les groupes fonctionnels présents dans une molécule
et caractériser sa structure chimique. Elle repose sur l'absorption de la lumiére infrarouge par
les liaisons chimiques, qui vibrent a des fréquences spécifiques. Chaque type de liaison (par
exemple, O-H, C-H, C=0, C-0) absorbe a une longueur d'onde caractéristique, produisant un
spectre unique qui agit comme une « empreinte digitale » de la molécule. Pour les
polysaccharides, la spectroscopie FTIR permet d'identifier les différents types de liaisons
glycosidiques, la présence de groupes sulfate, de groupes carboxyle, et d'autres caractéristiques
structurales importantes (Hong et al., 2021; Martins et al., 2023).

— Procédé

L’analyse des extraits polysaccharidiques a été réalisée par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) a ’aide de I’appareil Jasco FTIR-4X (JASCO Corporation,
Japon).

Une petite quantité des extraits polysaccharidiques secs et finement broyés ont été déposés
directement sur la cellule en cristal de type ATR (Attenuated Total Reflectance) intégrée a
l'appareil. Les spectres ont été enregistrés dans la plage spectrale de 4000 a 400 cm ™, avec une
résolution de 4 cm™, puis corrigés automatiquement pour la ligne de base. Les bandes
caractéristiques observées dans les spectres FTIR, exprimés en transmittance, ont été
interprétées pour identifier les groupes fonctionnels typiques des polysaccharides.
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4.2.4. Polyphénols totaux
4.2.4.1.Extraction
— Principe d’extraction

L'extraction des polyphénols par macération est une méthode conventionnelle qui repose sur la
diffusion des composés phénoliques du matériel végétal vers un solvant. Le principe est basé
sur la solubilité des polyphénols dans le solvant choisi (ici un mélange éthanol/eau 70/30).

La macération implique de laisser I'échantillon solide (poudre algale) en contact avec le solvant
pendant une période prolongée, permettant aux polyphénols de se dissoudre progressivement.
Le mélange éthanol/eau (70/30) est un solvant couramment utilis¢ pour I'extraction des
polyphénols des algues marines en raison de son efficacité a solubiliser une large gamme de
composés phénoliques et de sa faible toxicité (Santos et al., 2019; Cagalj et al., 2021).

— Procédé d’extraction

La méthode de Pappou et al., (2022) a été adoptée pour I’extraction des polyphénols totaux,
avec quelques modifications. 10 g de poudre algale sont placés dans un bécher et mélangés avec
100 mL du mélange éthanol/eau (70/30, v/v).

Le mélange est soumis a une agitation magnétique a température ambiante et a 'abri de la
lumiére pendant 12 heures. Apres la période de macération, la suspension est filtrée pour séparer
l'extrait liquide des résidus solides.

Le filtrat est ensuite centrifugé a 5000 tr/min pendant 15 minutes. Le surnageant est récupéré
et concentré sous vide a I'aide d'un évaporateur rotatif. Les extraits concentrés sont pesés ensuite
conservés a -20 °C jusqu'a leur utilisation pour 1'évaluation de l'activité antioxydante.

— Rendement d’extraction

Le rendement d'extraction des polyphénols est calculé en pourcentage selon la formule
suivante: Rendement (%) = (P1/P2) x 100

Ou:
- P1: Masse de I’extrait sec (g)
- P2 : Masse de poudre algale initiale (g)
4.2.4.2.Dosage colorimétrique
— Principe

La méthode de Folin-Ciocalteu est une méthode colorimétrique largement utilisée pour la
quantification des polyphénols totaux. Elle est basée sur la réaction d'oxydoréduction entre les
composés phénoliques et le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est un mélange d'acides
phosphotungstique et phosphomolybdique. En milieu alcalin, les groupes hydroxyle des
polyphénols réduisent les hétéropolyacides du réactif de Folin-Ciocalteu, entrainant la
formation d'un complexe de couleur bleue. L'intensité de la couleur bleue est proportionnelle a
la concentration en polyphénols et est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d'onde
maximale d'absorption (ici 760 nm). Une courbe d'étalonnage est construite a l'aide d'un
standard phénolique, tel que I'acide gallique, pour déterminer la concentration des échantillons
(Blainski et al., 2013; Pérez et al., 2023).
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— Mode opératoire

Une solution mere d'acide gallique a 0.2 mg/mL est préparée pour établir une courbe
d'étalonnage avec dix concentrations : 0,0.03, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21, 0.24, 0.27, 0.3
pug/mL.

Pour le dosage des échantillons, 100 pL de 1'extrait de polyphénols (avec trois dilutions : 100,
75 et 50 %) sont mélangés avec 500 pL du réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois. Aprés 5
minutes d'incubation a température ambiante, 2 mL d'une solution de carbonate de sodium
(Na2COs) a 20 % (m/v) sont ajoutés.

Le mélange est ensuite incubé dans l'obscurité a température ambiante pendant 30 minutes.
L'absorbance est mesurée a 760 nm contre un blanc préparé de la méme manicére mais sans
¢chantillon. Les résultats sont exprimés en équivalents d'acide gallique par gramme de matiere
séche (mg EAG/g MS) (Pappou et al., 2022).

Figure 18. Visualisation des tubes de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique

4.2.4.3.Evaluation de I'activité antioxydante (Test DPPH)
— Principe

L'activité antioxydante des extraits de polyphénols est évaluée par le test de piégeage du radical
libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). Le DPPH est un radical stable de couleur violette
qui, en présence d'un composé antioxydant, est réduit en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine, une
forme non radicalaire de couleur jaune.

Cette décoloration est mesurée par spectrophotométrie a 517 nm. La diminution de 1'absorbance
est proportionnelle a la capacité de 1'échantillon a piéger les radicaux libres, reflétant ainsi son
activité antioxydante.

Les résultats sont souvent exprimés en pourcentage d'inhibition du radical DPPH ou en
concentration efficace (IC50), qui est la concentration d'échantillon nécessaire pour inhiber
50% des radicaux DPPH (Baliyan et al., 2022; Afrin et al., 2023).

— Procédé

Le test de piégeage du radical libre DPPH a ¢été réalisé selon le protocole décrit par Prieto et al.
(1999), tel que rapporté par Sanchez-Moreno et al. (1998) avec quelques modifications.

Une solution mere de DPPH est préparée en dissolvant 6 mg de DPPH dans 60 mL de méthanol.
Des solutions filles sont ensuite préparées a des concentrations de 62.5, 125, 250, 500 et 1000
ppm (1 ppm = 10 mL). Pour la préparation des échantillons, 30 mg de chaque extrait de
polyphénols (extraits liquides récupérés dans 1'éthanol et pesés selon la masse de 1 ml d’éthanol)
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sont dissous dans 30 mL de méthanol. Pour chaque échantillon, des dilutions identiques a celles
utilisées pour l'acide ascorbique (standard positif) sont préparées. Ensuite, 4 mL de la solution
de DPPH préparée sont ajoutés a chaque dilution d'échantillon. Les mélanges sont agités et
incubés dans l'obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance est mesurée
a 517 nm contre un blanc (méthanol).

Un contrdle témoin est préparé en mélangeant 4.5 mL de méthanol et 0.5 mL de solution de
DPPH, incubé également 30 minutes et lua 517 nm.

La valeur de I'IC50 est déterminée graphiquement a partir de la courbe de pourcentage
d'inhibition en fonction de la concentration de I'extrait.

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH selon la formule suivante :
% Inhibition = [(DO contrdle - DO échantillon) / DO contrdle ] x 100
4.2.5. Pigments
4.2.5.1.Extraction des pigments rouges (Phycobiliprotéines)
o Principe

Les pigments rouges des macroalgues, principalement les phycobiliprotéines (phycoérythrine,
phycocyanine, allophycocyanine), sont des protéines hydrosolubles. Leur extraction est
généralement réalisée par macération en milieu aqueux, souvent assistée par des ultrasons.

L’ultrasonication favorise la rupture des parois cellulaires et la libération des pigments
intracellulaires dans le solvant. L'eau distillée est utilisée comme solvant en raison de la nature
hydrosoluble de ces pigments. La macération prolongée permet une diffusion efficace des
pigments dans la solution (Castro-Varela et al., 2022; Kovaleski et al., 2022).

o Procédé

2 g de poudre algale sont mélangés avec 20 ml d'eau distillée dans un tube Falcon. Le mélange
est soumis a une sonication dans un bain a ultrasons (BRANSON 2510E-MT) a 45 kHz pendant
3 heures a basse température pour éviter la dégradation des pigments thermosensibles.

Apres cela, la suspension est centrifugée (5000 rpm pendant 10 min) pour séparer le surnageant
contenant les phycobiliprotéines des débris cellulaires. Le surnageant est ensuite filtré et
conserve a l'abri de la lumiére et a basse température pour les analyses ultérieures (Linares et
al., 2022).

4.2.5.2.Extraction des pigments chlorophylliens
o Principe

L'extraction des pigments chlorophylliens (chlorophylles a et b, caroténoides) des macroalgues
est basée sur leur solubilité dans les solvants organiques. L'acétone est un solvant polaire
couramment utilisé pour cette extraction en raison de sa capacité a dissoudre efficacement ces
pigments hydrophobes.

La macération de I'échantillon dans I'acétone permet aux pigments de diffuser hors des cellules
algales. Le temps de macération et I'obscurité sont importants pour éviter la dégradation des
pigments sensibles a la lumiere (Jain et al., 2021; Poorter, 2025).

o Procédé

L'extrait acétonique obtenu lors de I'étape de dépigmentation de I'extraction des polysaccharides
(voir section 2.4.2.3) est utilisé comme extrait de pigments chlorophylliens.
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Apres filtration, cet extrait est concentré par évaporation sous vide a l'aide d'un évaporateur
rotatif. Le concentré est ensuite récupéré dans 2 mL d'acétone et conservé a -20 °C a l'abri de
la lumiére jusqu'a l'analyse spectrophotométrique et chromatographique (Caesar et al., 2018).

4.2.5.3.Chromatographie sur colonne de gel de silice
o Principe

La chromatographie sur colonne est une technique de séparation basée sur les différences
d'affinité des composés pour une phase stationnaire (ici le gel de silice) et une phase mobile (le
mélange de solvants hexane/acétone).

Le gel de silice est une phase stationnaire polaire. Les pigments chlorophylliens, qui ont des
polarités différentes (par exemple, les caroténoides sont moins polaires que les chlorophylles),
vont migrer a des vitesses différentes le long de la colonne.

Les composés les moins polaires seront élués en premier par le solvant apolaire (hexane), tandis
que les composés plus polaires nécessiteront un solvant plus polaire (acétone) pour étre élués.
Cela permet de séparer les différents pigments présents dans l'extrait (Amrita, 2025; Flinn
Scientific, 2025).

o Procédé

Une colonne de chromatographie est préparée en remplissant un tube en verre avec du gel de
silice (60-120 mesh) en suspension dans de I'hexane. La colonne est laissée a tasser et 1'exces
de solvant est drainé jusqu'a ce que le niveau du solvant atteigne le sommet du gel de silice.

L'extrait pigmentaire concentré (1 mL) est délicatement déposé sur le dessus de la colonne.
L'élution est ensuite effectuée en utilisant une série de mélanges de solvants de polarité
croissante pour obtenir différentes fractions :

> Hexane/acétone (9:1, v/v)
> Hexane/acétone (7:3, v/v)
> Hexane/acétone (1:1, v/v)
>

Acétone/méthanol (1:1, v/v)
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Les fractions contenant les pigments séparés sont collectées individuellement dans des tubes
protégés de la lumiére externe. La progression de la séparation peut étre suivie visuellement par
'apparition de bandes colorées distinctes le long de la colonne (Flinn Scientific, 2025).

Saw
-

7 il

Figure 19. Chromatographie sur colonne des pigments chlorophylliens des deux extraits algaux
: (A) Montage du dispositif de chromatographie sur colonne avec gel de silice et solvant
d'élution; (B) Séparation des pigments issus de 1’algue brune (AB); (C) Séparation des pigments
issus de 1’algue rouge (AR)

4.2.5.4. Etude spectrale (Balayage de spectre)
o Principe

Le balayage de spectre dans le visible est une technique spectrophotométrique qui permet
d'obtenir un profil d'absorption complet d'un échantillon sur une gamme de longueurs d'onde
donnée. Pour les pigments, cette méthode est cruciale car chaque pigment possede un spectre
d'absorption unique avec des maxima caractéristiques.

En enregistrant 'absorbance, il est possible d'identifier qualitativement les pigments présents
dans 1'extrait en comparant les pics obtenus avec les données de la littérature. Cette approche
permet également de détecter la présence de plusieurs pigments dans un méme extrait et
d'évaluer leur pureté (Rowland et al., 2022; Khan Academy, 2025).

o Procédé

L'absorbance des extraits pigmentaires (obtenus apres chromatographie sur colonne pour les
pigments chlorophylliens, et l'extrait brut du pigment rouge) est mesurée a l'aide du
spectrophotomeétre SHIMADZU UV-1800. Un balayage de spectre est réalisé dans la gamme de
longueurs d'onde de 380 nm a 680 nm.

Les résultats bruts du balayage sont ensuite lus et convertis grace au logiciel UV Probe
spectrum. Ces données spectrales sont utilisées pour 1'identification qualitative des pigments
par comparaison avec les spectres d'absorption connus de pigments de macroalgues dans la
littérature.
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Ce chapitre est consacré a la présentation et a I’ interprétation des résultats obtenus dans le cadre
de ce travail, qui a porté sur 1’identification morphologique et moléculaire de plusieurs especes
de macroalgues marines, ainsi que sur leur caractérisation biochimique en vue d’évaluer leur
potentiel biotechnologique. Les analyses réalisées ont permis d’explorer la diversité des
biomolécules présentes (lipides, protéines, polysaccharides, polyphénols, pigments), et
d’estimer certaines de leurs activités biologiques. Les résultats sont discutés de manicre
critique, en les confrontant aux données disponibles dans la littérature, afin de mieux situer les
spécificités des especes étudiées et d’envisager leurs perspectives de valorisation.

1 Echantillonnage et caractérisation du milieu
1.1.Conditions physico-chimiques des sites d'échantillonnage

Les paramétres physico-chimiques de I'eau de mer ont été mesurés in situ lors des différentes
campagnes d'échantillonnage (Tableau 6).

Tableau 6. Paramétres physico-chimiques de 1'eau de mer lors de 1'échantillonnage

Salinité | O: dissous | Conductivité
. . . o
Site Période Plongée | T (°C) pH (PSU) (mg/L) (mS/cm)
Mi- février
2025 1 16,0 8,22 36,6 10,3 54,7
Alger
Fin février
2025 2 16,5 8,15 36,55 9,93 55,85
Mi- avril 36,3-
Rachgoun 2025 1 ~18,0 8,25 36.9 - -

Les conditions physico-chimiques mesurées correspondent aux valeurs caractéristiques des
eaux cotieres méditerranéennes algériennes. Les températures enregistrées refleétent la
saisonnalité, avec des valeurs plus €élevées a Rachgoun en avril (18 °C) par rapport a Alger en
février (16-16,5 °C).

Le pH légerement alcalin (8,15-8,25) est typique des environnements marins méditerranéens et
favorable au développement des macroalgues (Gattuso et al., 2010). La salinité mesurée (36,3-
36,9 PSU) correspond aux valeurs normales de la Méditerranée occidentale, légeérement
supérieures aux océans en raison du taux d'évaporation élevé et des apports limités d'eau douce
(Béthoux et al., 1999).

Les concentrations en oxygene dissous a Alger (9,93-10,3 mg/L) indiquent des conditions
d'oxygénation satisfaisantes, favorables aux communautés algales photosynthétiques
(Falkowski et Raven, 2007).

1.2. Collecte et diversité des échantillons

La différence de biomasse collectée entre les deux sites s'explique par les conditions
d'échantillonnage contrastées. A Alger, les conditions calmes ont permis une collecte ciblée et
quantitative de deux espéces principales, tandis qu'a Rachgoun, les conditions légerement
agitées, témoignent d'un hydrodynamisme plus marqué ont limité la récolte mais favorisé une
approche qualitative axée sur la diversité spécifique.
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Tableau 7. Récapitulatif des échantillons collectés

Site Profondeur Conditions Espec?s Collecte
(m) collectées
Alger 13-20 Favorables 2 espeéces Suffisante pour analyses complétes
Rachgoun 710 Lege're’ment 7 espéces Faible (1denF1ﬁcat10n génétique
agitees uniquement)

2. Identification taxonomique

2.1. Identification macroscopique et microscopique

L'identification taxonomique a ¢été réalisée selon une approche hiérarchique combinant
observations macroscopiques et microscopiques (cf- section 2.2 du chapitre II).. Les tableaux
ci-dessous présentent les résultats de cette identification pour les especes récoltées
respectivement a Alger et a Rachgoun (Tableau 8) (Tableau 9), accompagnées de leurs
photographies réelles (prises lors de la phase de tri et d’observation), des codes d’échantillons
attribués et des noms taxonomiques proposés.

Tableau 8. Résultats de I’identification morphologique et microscopique des macroalgues

collectées sur Alger.

Espece Caractéres macroscopiques | Caractéres microscopiques
Dictyota dichotoma
(Hudson)
J.V.Lamouroux, 1809
- Embranchement :
Ochrophyta
- Classe :
Phaeophyceae
- Ordre : Dictyotales Structure parenchymateuse
- Famille : Thalle brun olivatre, aplati, | Simple, une seule assise de
Dictyotaceae rubané, a ramification | cellules Internes
i i Soylie volumineuses et incolores
(Worms, 2025) dichotomique réguliere. Largeur o oh hec
des segments de 5-15 mm, | aVeC, de chaque cote une
longueur totale pouvant atteindre | assise de petites cellules
Code échantillon : D | 20-30 cm. Texture membraneuse | corticales superficielles
renfermant de nombreux

mais consistante (Fischer, 1987).

plastes avec une croissance

terminale par une seule
cellule initiale (Fischer,
1987).
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Sphaerococcus
coronopifolius
Stackhouse, 1797
- Embranchement :
Rhodophyta
- Classe : /
Florideophyceae gy
- Ordre : Gigartinales | Thalle rouge carmin a rouge | Structure pseudo
- Famille : violace,  cartilagineux,  trés | parenchymateuse avec
Sphaerococcaceae ramiﬁé. Ram.iﬁcation pinnée a | cortex dense de petites
sub-dichotomique, avec des axes | cellules arrondies et médulla
(Worms, 2025) principaux cylindriques de 1-2 | de cellules allongées formant
Code échantillon : S | mm de diamétre. Longueur totale | des  filaments  laches.
de 10-25 cm (Fischer, 1987). Présence de cellules
glandulaires dispersées dans
le cortex (Fischer, 1987).

Tableau 9. Résultats de 1’identification morphologique des macroalgues collectées a

Rachgoun.
Espece Caractéres macroscopiques
Jania J.V.Lamouroux, 1812 Corallines articulés, formant des thalles
- Embranchement : érigés composés de segments calcifiés
Rhodophyta cylindriques ou comprimés (intergenicula).
Les thalles, de couleur rose a rouge,
- Classe : Florideophyceae présentent des ramifications dichotomiques

et se fixent au substrat par un disque basal
(Doris, 2025).

- Ordre : Corallinales
- Famille : Corallinaceae

Code échantillon : E

Halopteris Kiitzing, 1843 Un fucophycée de couleur brun verdatre,
) avec un thalle principalement filamenteux ou
- Embranchement : i
finement ramifié, souvent souple. Les
Ochrophyta

ramifications sont régulieres mais peu
- Classe : Phaeophyceae denses, et le thalle se fixe par de petites
- Ordre - Fucales frondes ou un disque basal (Doris,2025).
- Famille : Halopteridaceae
(Worms, 2025)

Codes échantillons : M, B
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Halopteris Kiitzing, 1843

- Embranchement :
Ochrophyta

- Classe : Phaeophyceae
- Ordre : Dictyotales

- Famille : Dictyotaceae
(Worms, 2025)

Codes échantillons : V

Les espéces du genre Dictyota sont des |,
algues brunes a thalle dichotomiquement
ramifié¢ en forme de ruban plat (laminaire), de
couleur brun-jaune a brun-vert. Les frondes
sont rigides, mesurent généralement quelques
dizaines de centimetres de long et sont
attachées par un petit disque basal. Le thalle
est plat et souvent découpé, avec un port [
¢lancé et des ramifications dichotomiques
régulieres (Doris, 2025).

Caulerpa racemosa (Forsskal)
J.Agardh, 1873

- Embranchement :
Chlorophyta

- Classe : Ulvophyceae

Algue verte posseéde un stolon rampant
produisant des rhizoides fixateurs et un
ensemble de frondes (assimilateurs) dressées,
ayant une structure siphonnée (contenant de
multiples noyaux dans une seule cellule). Les
frondes sont irréguliérement ramifiées en

Ulva compressa Linnaeus,
1753

- Embranchement :
Chlorophyta

- Classe : Ulvophyceae

- Ordre : Ulvales

- Famille : Ulvalaceae
(Worms, 2025)

Codes échantillons : ENT

Algue verte avec un thalle membraneux,
mince, feuilleux et d’aspect rubané. Le thalle
est large, lisse, d’un vert vif, avec des bords
finement ondulés. Sa texture est souple,
épaisse de quelques cellules, atteignant
quelques centimétres de hauteur (Fischer,
1987).

7

- Ordre : Bryopsidales ramuli sphpnques ou ovoides disposés sans
. ordre distinct, formant des « grappes » = —
- Famille : Caulerpaceae reconnaissables (Doris, 2025).
(Worms, 2025)
Codes échantillons : CRP
A—

3. Identification génétique

L'identification moléculaire des macroalgues marines échantillonnées a été entreprise pour
confirmer l'identification taxonomique classique et contribuer a la mise en place d’une premicre
base de données génétiques locale. Les étapes clés de cette analyse, de l'extraction de I'ADN a
'analyse bioinformatique, sont détaillées dans la section (référence a la section Méthodologie).

3.1. Extraction et contréle qualité de I' ADN génomique

Suite a I’optimisation progressive des protocoles d’extraction d’ADN, des résultats contrastés
ont été obtenus selon les especes et les méthodes utilisées. La premiere approche, basée sur le
kit AIONA appliquée aux échantillons codés B, E, G et D, s’est révélée inefficace, n’ayant pas
permis 1’obtention d’un ADN de qualité suffisante pour les applications en aval. Cela s’est
traduit par 1I’échec de I’amplification PCR pour ces échantillons (cf. section I11.3.2).
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En revanche, les especes CRP, V, S, M et ENT traitées selon le protocole CTAB modifié ont
donné des extraits d’ADN de meilleure qualité, a la fois en termes de concentration et de pureté,
permettant la poursuite des analyses génétiques.

La quantification spectrophotométrique par ScanDrop? a permis d’estimer la concentration en
ADN ainsi que sa pureté, a travers les rapports d’absorbance A260/A280 (protéines) et
A260/A230 (composés organiques). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-
dessous.

Tableau 10. Quantification et pureté¢ de ' ADN génomique des échantillons d'algues

Echantillon | Concentration (ng/pL) | Pureté A260/A280 Qualité
CRP 26,33 1,70 Acceptable
S 19,10 1,94 Bonne
ENT 21,83 1,80 Excellente
M 304,1 1,92 Bonne
A% 178,9 1,80 Excellente
B 45,3 1,3 Faible
E 57,2 2,27 Faible
G 20,28 1,4 Faible
D 34,09 1,5 Faible

Ces résultats soulignent la performance nettement meilleure du protocole CTAB modifié, dont
les extraits (CRP, S, ENT, M, V) ont affich¢ des ratios A260/A280 proches de la norme,
associés a des concentrations largement suffisantes pour la PCR (généralement >10 ng/uL
requis ; Sambrook et Russell, 2001).

A Dinverse, les ADN issus du protocole AIONA présentaient des ratios non conformes,
traduisant des impuretés qui sont connues pour inhiber les réactions enzymatiques telles que la
PCR et le séquencage (Schrader et al., 2012) :

- Ratios faibles (<1,8) pour B, G et D, indiquant une contamination probable par des
protéines ou des composés phénoliques ;

- Ratio ¢levé (>2,0) pour E, pouvant signaler une contamination par ’ARN ou une
perturbation du pH (Wilfinger et al., 1997 ; Schrader et al., 2012).

L’inefficacité de cette méthode pour certaines especes pourrait s’expliquer par son incapacité a
¢liminer efficacement les polysaccharides et phénols. Ces métabolites secondaires sont
particuliérement abondants dans les parois cellulaires des macroalgues (Loomis, 1969).

L’analyse qualitative par électrophorese sur gel d’agarose a généralement montré la présence
de bandes d’ADN de haut poids moléculaire pour les échantillons traités au CTAB, confirmant
leur bonne intégrité. En revanche, les espéces traitées par AIONA ont montré des trainées
diffuses (smear) ou des bandes mal définies, reflétant une possible dégradation de I’ADN. Bien

57



RESULTATS ET DISCUSSIONS

que des tentatives de purification aient été entreprises, une nouvelle extraction n’a pu étre
réalisée pour les especes E, B et G (biomasse épuisée), ni pour D (contraintes temporelles).

Malgré ces limitations, les résultats globaux démontrent que le protocole CTAB optimisé est
plus adapté a la matrice complexe des macroalgues, combinant un rendement satisfaisant et une
qualité d’ADN jugée acceptables pour mener les analyses en aval.

3.2. Amplification par PCR du géne ARNr 18S

Les amorces universelles décrites par Lin et al. (2012) ont été synthétisées avec succes, puis
purifiées (déprotection, précipitation, contréle qualité) avant d’étre utilisées pour la PCR.

L’amplification ciblée du geéne ribosomal 18S a été testée sur I’ensemble des ADN extraits a
partir des 9 échantillons macroalgaux. Les produits PCR ont été quantifiées par Scandrop puis
visualisés par électrophorése sur gel d’agarose a 1,2 %, révélant les profils suivants (fig.19).
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Figure 20. Visualisation des amplicons PCR 18S rRNA des especes d'algues sur gel d'agarose
1,2% , MT : marqueur de taille de ' ADN (GeneRuler 1 kb DNA Ladder). Bandes: 1 -V ;2 —
M;3-ENT;4-S;5-CRP.

Les échantillons traités selon le protocole CTAB ont globalement montré une bande unique
bien définie, a une taille estimée d’environ 1150 pb, correspondant a I’amplicon attendu pour
le gene 18S. Toutefois, certaines variations d’intensité ou d’aspect ont €t¢ observées :

- Echantillon S : une bande spécifique a été détectée, mais de faible intensité,
probablement en lien avec une concentration initiale plus faible en ADN ou une
dégradation partielle (Wilson, 1997).

- Echantillon M : une bande secondaire faiblement marquée a été observée, suggérant une
amplification aspécifique, possiblement due a une hybridation partielle des amorces ou
a une contamination croisée lors de la préparation du mélange réactionnel (Arezi et al.,
2003).

En revanche, aucune amplification n’a été obtenue pour les échantillons B, E, G et D, malgré
plusieurs tentatives. Ces échecs peuvent s’expliquer par :

- La présence d’inhibiteurs enzymatiques (polysaccharides, phénols), fréquemment
rencontrés dans les matrices macroalgales, comme en témoignent leurs ratios
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A260/A280 inférieurs a 1,5, bien en dessous du seuil optimal pour un ADN pur (Opel
etal., 2010 ; Schrader et al., 2012).

- Ou encore une quantité¢ insuffisante d’ADN amplifiable, malgré des concentrations
apparentes parfois élevées, en raison d’un ADN fragmenté ou altéré, ou de contaminants
co-extraits non détectés par spectrophotométrie (Demeke et Jenkins, 2010).

Pour ces échantillons, une ré-extraction de ' ADN avec un protocole plus robuste ou des étapes
de purification supplémentaires seraient nécessaires pour obtenir des amplicons.

Ces résultats soulignent I’importance d’'un ADN a la fois pur, intact et exempt de toute
inhibition pour la réussite des étapes d’amplification enzymatique et des analyses moléculaires
en aval (Wilson, 1997 ; Schrader et al., 2012).

3.3.Séquencage et analyse bioinformatique
L'analyse des séquences partielles du géne ARNr 18S obtenues par séquengage Sanger a été
réalisée selon une approche bioinformatique standardisée (cf. chapitre II, section 3.6). Sur les
cinq échantillons soumis au séquengage, trois ont fourni des séquences exploitables permettant
une identification moléculaire fiable illustrée par le tableau 11 et I’arbre phylogénétique (fig
20) suivants. L ’arbre phylogénétique a été construit a ’aide du logiciel MEGA 12, sur la base
des séquences du gene 18S ARNr avec la méthode de Maximum de Vraisemblance (Maximum
Likelihood) et une analyse de bootstrap sur 1000 réplicas. Les deux échantillons restants (S et

M) ont présenté des chromatogrammes de qualité insuffisante pour 'analyse bioinformatique.

Tableau 11. Résultats de 'analyse BLAST pour les échantillons séquencés avec succes

Max | Total | Query %

. e s Accession
score score cover | d'identité

Code | Espéce identifiée

v Dictyota linearis 1406 1406 | 100 % 100 % gi|38141734|AB087108.1

ENT Ulva compressa 800 800 99 % 100 % | gi|2070437036|MZ596167.1

CRP | Caulerpa racemosa | 1219 1219 98 % | 95,63 % JF932254.1
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AB090387.1 Dictyota sp.

99
ABO87106.1 Dictyota dichotoma

100 ABO87108.1 Dictyota linearis

v

MZ544637.1 Ulva compressa strain CNS00534

100 | MZ596133.1 Ulva compressa strain CNS00536

MZ596167.1 Ulva compressa strain CNSO0537

ENT

CRP

100 ’

~JF932254.1 Caulerpa racemosa

-]
]

JQ745684.1 Caulerpa peltata

0,080

Figure 21. Arbre phylogénétique des espéces d’algues marines séquencées (MEGA 12, 2025)

- Echantillon V : L'analyse moléculaire révéle une correspondance parfaite (100 %
d'identité, 100 % de couverture) avec Dictyota linearis, confirmant l'appartenance au genre
Dictyota déterminée morphologiquement, tout en précisant I'espece. L'arbre
phylogénétique place cet échantillon dans le clade Dictyota avec un support de bootstrap

de 100 %, validant la robustesse de cette identification.

Il convient de noter que Dictyota linearis est réguliecrement documentée dans la littérature
méditerranéenne (Ribera et al., 1992 ; Cormaci et al., 2012). Les especes du genre Dictyota sont
largement distribuées en Méditerranée, incluant les cotes algériennes (Perret-Boudouresque &
Seridi, 1989 ; Verlaque, 2001). Cette identification moléculaire s'inscrit donc dans le contexte

biogéographique connu de I'espéce.

- Echantillon ENT : L'identification moléculaire révéle Ulva compressa avec une identité
parfaite (100 %) et une couverture de 99 %. L'analyse phylogénétique confirme cette
identification en positionnant 1'échantillon au sein du clade Ulva compressa avec un

support de bootstrap de 100%. Cette identification précise l'identification morphologique
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préliminaire et concorde avec la distribution connue de cette espéce cosmopolite,

fréquemment signalée en Méditerranée (Hayden et al., 2003 ; Flagella et al., 2007).

- Echantillon CRP : L'analyse moléculaire confirme l'identification morphologique avec
Caulerpa racemosa (95,63 % d'identité, 98 % de couverture). Bien que le pourcentage
d'identité soit légerement inférieur a 100 %, il reste dans la gamme acceptable pour une
identification spécifique au niveau du géne 18S (Saunders, 2005). L'arbre phylogénétique
forme un clade bien résolu avec les séquences de référence de C. racemosa et C. peltata
(supports de bootstrap de 100% et 96% respectivement), confirmant l'appartenance au
complexe Caulerpa racemosa. Cette espece invasive est bien documentée en Méditerranée,

y compris sur les cotes algériennes (Verlaque et al., 2003 ; Djellouli et al., 2010).
o Limites méthodologiques

Les tentatives de séquencage pour les échantillons S et M n'ont pas abouti a des séquences
exploitables. L'analyse des chromatogrammes révele des profils de faible qualité avec des pics
incohérents et un rapport signal/bruit insuffisant, rendant impossible 'assemblage de séquences

consensus fiables (Ewing et Green, 1998).

Ces échecs peuvent étre attribués a plusieurs facteurs techniques identifiés lors des étapes

préliminaires :

- Qualité de I'ADN template : Les échantillons S et M ont présenté des ratios
A260/A280 de 1,94 et 1,92 respectivement, mais avec une concentration relativement
faible (19,10 ng/uL) pour I'échantillon S, qui pourrait avoir compromis l'efficacité de

I'amplification PCR (Schrader et al., 2012).

- Amplification PCR sub-optimale : L'échantillon S avait montré une bande PCR de
faible intensité lors de I'électrophorése, suggérant une amplification limitée. Pour
'échantillon M, la présence d'une bande secondaire faible indiquait une possible

amplification aspécifique, pouvant interférer avec le séquencage (Arezi et al., 2003).

- Inhibiteurs résiduels : Malgré I'utilisation du protocole CTAB optimisé, la présence
d'inhibiteurs résiduels (polysaccharides, polyphénols) caractéristiques des macroalgues

pourrait avoir affecté la qualité du séquencage (Opel et al., 2010).

Ces résultats soulignent l'importance de l'optimisation des protocoles d'extraction et de
purification pour les matrices algales complexes, ainsi que la nécessité d'évaluer la qualité des

amplicons PCR avant le séquengage.
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11 est important de noter que cette étude s'appuie sur le séquencage partiel du gene ARNr 188,
marqueur couramment utilis€ pour l'identification taxonomique des eucaryotes (Saunders,
2005). Mais bien qu’il soit informatif au niveau spécifique, il ne constitue pas un séquengage
génomique complet. Les identifications obtenues doivent é&tre considérées comme des
identifications moléculaires préliminaires, qui gagneraient a étre consolidées par l'analyse de
marqueurs supplémentaires (ITS, rbcL, COI) selon les recommandations pour le barcoding des

algues (Saunders et Kucera, 2010).

4. Caractérisation biochimique
4.1. Composition en lipides totaux

Tableau 12. Teneurs en lipides totaux des macroalgues étudiées

Espéce Masse initiale (g) Po (2) Pi (g) Teneur en lipides (%)
S. coronopifolius 2,02 99,7714 99,8284 2,82
D. dichotoma 2,07 112,0552 | 112,2005 7,01

Les teneurs en lipides obtenues révelent une différence significative entre les deux especes
étudiées. Dictyota dichotoma présente une teneur en lipides de 7,01 %, nettement supérieure a
celle de Sphaerococcus coronopifolius (2,82 %).

Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature indiquant que les algues brunes
(Phaeophyceae) accumulent généralement plus de lipides que les algues rouges (Rhodophyta).
Selon Kumari et al. (2013), les algues brunes peuvent contenir entre 1 et 15 % de lipides en
poids sec, tandis que les algues rouges présentent généralement des teneurs inférieures a 5 %.

La teneur élevée en lipides de D. dichotoma peut s'expliquer par la présence d'acides gras
polyinsaturés caractéristiques des Phaeophyceae, notamment les acides gras en Czo et Co
(Schmid et al., 2014). Ces lipides jouent un réle important dans la fluidit¢ membranaire et la
résistance au stress environnemental (Guschina et Harwood, 2006).

4.2. Composition en protéines totales

Tableau 13. Teneurs en protéines totales par la méthode Kjeldahl

Espéce Essai | Vi(mL) | Azote (g/100g MS) | Protéines (% MS)

R1 22,5 3,15 19,69
S. coronopifolius R2 23,9 3,35 20,94
R3 25,9 3,63 22,69

Moyenne + ET - - 3,38 £0,24 21,11 +1,50
B1 14,7 2,06 12,88
D. dichotoma B2 15,2 2,13 13,30
B3 16,5 2,31 14,44

Moyenne = ET - - 2,17 £0,13 13,54 + 0,82
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Calculs d'écart-type
e S. coronopifolius
ET = [((3,15—3,38) 2+ (3,35 — 3,38) 2+ (3,63 — 3,38)* ) / 2] = 0,24
e D. dichotoma
ET =V [((2,058 — 2,165) 2+ (2,128 — 2,165)* + (2,310 — 2,165)* ) / 2] = 0,13

Les analyses révelent que Sphaerococcus coronopifolius présente une teneur en protéines
significativement plus élevée (21,11 + 1,50 %) que Dictyota dichotoma (13,59 + 0,82 %).

Cette différence refléte les spécificités métaboliques des deux groupes taxonomiques. Les
rhodophycées sont généralement plus riches en protéines que les phaeophycées, notamment en
raison de leur systéme photosynthétique complexe incluant les phycobiliprotéines (Wells et al.,
2017). Selon Fleurence (1999), les algues rouges peuvent contenir jusqu'a 47 % de protéines en
poids sec, avec des valeurs moyennes de 15-25 % pour les especes méditerranéennes.

Analyse statistique .

Le test t de Student révele une différence hautement significative entre les deux especes (p <
0,001), avec un coefficient de variation de 7,1 % pour S. coronopifolius et 6,0 % pour D.
dichotoma, témoignant d'une bonne reproductibilité¢ analytique. Cette faible variation (CV <10
%) montre que la méthode Kjeldahl a été bien appliquée, et que les résultats obtenus sont
cohérents entre les réplicas.

4.3. Composition en polysaccharides totaux
4.3.1. Rendements d'extraction

Tableau 14. Rendements d'extraction des polysaccharides

Espeéce Masse initiale (g) | Extrait sec (g) | Rendement (%)
S. coronopifolius 20,0 2,22 11,10
D. dichotoma 20,0 0,62 3,10

Le rendement d'extraction des polysaccharides hydrosolubles est nettement supérieur chez S.
coronopifolius (11,10 %) par rapport a D. dichotoma (3,10 %).

Ces rendements d'extraction reflétent la nature et I'abondance des polysaccharides
hydrosolubles dans chaque espece. Le rendement élevé de S. coronopifolius s'explique par la
richesse en carraghénanes, polysaccharides sulfatés hautement hydrophiles caractéristiques des
Gigartinales (Campo et al., 2009).

Ces biopolymeéres forment des solutions visqueuses en milieu aqueux et sont facilement
extractibles par traitement a chaud.

Le rendement plus faible de D. dichotoma peut s'expliquer par plusieurs facteurs :

e Nature des polysaccharides : les alginates et fucoidanes des algues brunes présentent
une solubilité variable selon leur composition en acides mannuronique/guluronique et
leur degré de sulfatation (Draget et Taylor, 2011)

e Structure pariétale : la matrice pariétale des Phaeophyceae est plus complexe et rigide,
limitant 1'extraction par simple traitement aqueux
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e Associations moléculaires : les polysaccharides peuvent étre associés a d'autres
composants (protéines, polyphénols) réduisant leur extractibilité (Holdt et Kraan, 2011)

4.3.2. Dosage colorimétrique des sucres totaux
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Figure 22. Droite d’étalonnage du glucose

Les concentrations des polysaccharides dans chaque échantillon et leurs teneurs ont été
calculées a partir de I’équation de régression de la droite d’étalonnage du glucose (fig.21) et

sont résumées dans le tableau 15 et tableau 16.
Tableau 15. Résultats du dosage des sucres totaux par la méthode de Dubois

\ Facteur de .
Espece Tubes dilution DO (485 nm) | Concentration (mg/mL)
1 6,67 2,528 0,279
D. dichotoma 2 2,86 3,3 0,373
3 2,0 3,950 0,452
1 10,0 1,806 0,192
S. coronopifolius
2 6,67 3,128 0,353

Note : La dilution 3 de S. coronopifolius était hors gamme étalon

Calculs des concentrations
Concentration dans 1 mL d'échantillon = (Concentration mesurée x facteur de dilution)

Teneur dans la poudre algale = (Concentration x volume total d'extraction) / masse initiale

En considérant que 0,1 g d'extrait polysaccharidique provient de I'extraction de 20 g de poudre
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Tableau 16. Teneurs en sucres totaux

Espéce Teneur dans I'extrait polysaccharidique Teneur rapportée a la MS
P (%) (2/100g)
D. dichotoma 73,6 2,28
S. coronopifolius 54,6 6,06

Ces teneurs (2,28 % pour D. dichotoma et 6,06 % pour S. coronopifolius) correspondent aux
polysaccharides hydrosolubles purifiés et sont cohérentes avec les rendements d'extraction
observés.

Ces résultats confirment la richesse variable en polysaccharides des macroalgues selon leur
taxonomie. Les algues rouges sont généralement riches en polysaccharides structuraux comme
l'agar et les carraghénanes, tandis que les algues brunes contiennent principalement des
alginates et des fucoidanes (Usov, 2011).

La teneur ¢€levée en polysaccharides de S. coronopifolius est cohérente avec la présence de
carraghénanes, polysaccharides sulfatés caractéristiques des Gigartinales (Campo et al., 2009).
Ces biopolymeres présentent des propriétés gélifiantes et épaississantes largement exploitées
industriellement (Necas et Bartosikova, 2013).

4.3.3. Analyse par spectroscopie FTIR des extraits polysaccharidiques

L'analyse par spectroscopie FTIR des extraits polysaccharidiques révele des profils spectraux
distincts entre les deux especes étudiées (Annexe), confirmant la nature différente de leurs
polysaccharides constitutifs.

- Dictyota dichotoma — Algue brune (AB)

Le spectre FTIR de I’extrait (fig. 22) révele une large bande d’élongation O—H centrée autour
de 3320 cm™, typique des groupes hydroxyle abondants dans les polysaccharides. Une bande
d’¢longation asymétrique des carboxylates (COO™) apparait a 1623 cm™!, suivie d’une vibration
symétrique a 1415 cm™, caractéristiques des acides uroniques présents dans les alginates
(Lahaye & Robic, 2007). L’intense bande a 1081 cm™ est attribuée aux vibrations C—O—C des
liaisons glycosidiques, structure de base des polysaccharides. Enfin, les bandes entre 648 et 589
cm! correspondent aux vibrations S=O ou C-O-S, suggérant la présence de fucoidanes
sulfatés, typiques des algues brunes (Ale et al., 2011).
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Figure 23. Spectre FTIR des polysaccharides de Dictyota dichotoma

Ces signaux confirment la nature polysaccharidique de 1’extrait, probablement un mélange
d’alginates et de fucoidanes. Toutefois, une caractérisation fine par chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC), résonance magnétique nucléaire (RMN) ou spectrométrie
de masse serait nécessaire pour confirmer précisément la structure et la composition des
polysaccharides extraits.

- Sphaerococcus coronopifolius — Algue rouge (AR)

Le spectre (fig. 23) montre une bande O—H large a 3412 cm™, et des pics a 1221 cm™ et 804—
679 cm™ correspondant aux vibrations d’élongation asymétrique des groupements sulfatés
(S=0 et C-0O-YS), signatures des carraghénanes, polysaccharides sulfatés typiques des algues
rouges (Rioux et al., 2007). L’absence de bandes fortes autour de 1400-1600 cm™ confirme
I’absence notable de groupes carboxylates, ce qui exclut les alginates. Le pic a 1013 cm™ est
associé aux liaisons glycosidiques C—O—C, marqueur commun des polysaccharides.
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Figure 24. Spectre FTIR des polysaccharides de Sphaeorococcus coronopifolius
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Ces résultats sont donc compatibles avec la présence de polysaccharides, probablement les
carraghénanes, mais leur type précis (k, 1 ou A) ne peut étre déterminé que par des analyses
structurales complémentaires (RMN, électrophorese capillaire, HPLC, ou La chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse GC-MS).

Cette caractérisation structurale compléte l'analyse quantitative précédente et confirme
l'identité chimique des polysaccharides extraits. Les différences spectrales observées expliquent
les variations de rendement d'extraction et de solubilité entre les deux espéces.

4.4. Composition en polyphénols totaux
4.4.1. Rendements d'extraction

Tableau 17. Rendements d'extraction des polyphénols

Espeéce Masse initiale (g) | Extrait sec (g) | Rendement (%)
D. dichotoma 10,0 3,442 34,42
S. coronopifolius 10,0 2,032 20,32

Les rendements d'extraction des polyphénols révelent des valeurs élevées pour les deux especes,
mais une différence marquée entre Dictyota dichotoma (34,42 %) et Sphaerococcus
coronopifolius (20,32 %).

Les différences de rendement peuvent étre influencées par plusieurs facteurs techniques et
biologiques : la polarit¢ du solvant utilisé (ici un mélange éthanolique optimisé), la
granulométrie de la poudre d’algue, I’état physiologique de I’échantillon au moment de la
récolte, la saisonnalité, connue pour influencer la biosynthese des polyphénols ainsi que le type
et composition de 1’algue (Wang et al., 2009; Catarino et al., 2017).

4.4.2. Dosage colorimétrique par Folin-Ciocalteu
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Figure 25. Courbe d'étalonnage de I’acide gallique
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Tableau 18. Résultats du dosage des polyphénols totaux

Espéce Concentration DO Concentration | Teneur (mg | Conversion
P (%) (760 nm) | (mg EAG/mL) | EAG/gMS) | en (% MS)
100 2,1 0,431 17,68 -
D. dichotoma
50 0,934 0,193 15,84 -
Moyenne - - - 16,76 1,68
100 1,211 0,250 10,08 -
S. coronopifolius 75 1,031 0,213 11,33 -
50 0,470 0,099 7,94 -
Moyenne - - - 9,78 0,98

Note : La dilution a 75 % de D. dichotoma était hors gamme étalon

Les résultats ont été obtenues a partir de I’équation de régression de la droite d’étalonnage de
I’acide gallique (fig. 24) et révélent que Dictyota dichotoma présente une teneur en polyphénols
totaux significativement plus ¢élevée (16,76 mg EAG/g MS) que Sphaerococcus coronopifolius
(9,78 mg EAG/g MS).

Cette différence s'explique par la composition phénolique spécifique des algues brunes, riches
en phlorotannins, des polymeéres phénoliques complexes dérivés du phloroglucinol (Koivikko
et al., 2005). Ces composés, absents chez les algues rouges, constituent une réponse adaptative
aux stress environnementaux et présentent des propriétés antioxydantes remarquables (Pavia et
Toth, 2000).

Selon Agregan et al. (2017), les algues brunes méditerranéennes peuvent contenir entre 0,2 et
14 % de phlorotannins en poids sec, nos résultats s'inscrivant dans cette gamme. Les algues
rouges contiennent principalement des acides phénoliques simples et des flavonoides en
quantités généralement inférieures (Farvin et Jacobsen, 2013).

4.4.3. Evaluation de l'activité antioxydante (Test DPPH)
L'évaluation de l'activité antioxydante a été réalisée par le test DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) sur les extraits de polyphénols des deux especes d'algues ainsi que sur l'acide

ascorbique utilis¢ comme référence, permettant d'obtenir les valeurs de densité optique
présentées dans le tableau suivant (Tableau 19).

Tableau 19. Valeurs d’absorbance (DO a 517 nm) mesurées lors du test DPPH

Echantillon 1000 ppm 500 ppm 250 ppm 125 ppm 62,5 ppm
D. dichotoma 0,078 0,126 0,149 - -
S. coronopifolius 0,115 0,139 0,147 - -
Acide ascorbique 0,006 0,012 0,014 0,015 0,017

Sachant que : DO contrdle = 0,190
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Figure 26. Variations du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de 1’acide
ascorbique et des deux extraits algaux

Tableau 20. Activité antioxydante des extraits de polyphénols des deux algues

Espéce Concentrati | Inhibition ICso (ppm) Equinllent acide
on (ppm) % ascorbique (mg/g)
1000 39,47 ~1200-1300 ~80-90
S. coronopifolius 500 26,84
250 22,63
1000 58,95 ~800-850 ~120-130
D. dichotoma 500 33,68
250 21,58

L'analyse comparative des courbes dose-réponse (fig. 26) révele des cinétiques d'inhibition
distinctes entre les trois échantillons testés. L'acide ascorbique présente une activité
antioxydante tres €levée avec un ICso inférieur a 62,5 ppm, atteignant 91,05% d'inhibition a
cette concentration, confirmant son efficacité reconnue comme antioxydant de référence.

Les extraits algaux démontrent une activité antioxydante modérée mais significative, avec une
supériorité claire de D. dichotoma (ICso = 800-850 ppm) par rapport a S. coronopifolius (ICso =
1200-1300 ppm). Cette hiérarchie d'activité est illustrée par I'histogramme des pourcentages
d'inhibition a 1000 ppm (fig 25), ou D. dichotoma présente 58,95 % d'inhibition contre 39,47
% pour S. coronopifolius.
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Figure 27. Activité antiradicalaire du DPPH : comparaison du pourcentage d’inhibition des
trois échantillons a 1000 ppm

L'histogramme comparatif illustre de mani¢re synthétique la hiérarchie des capacités
antioxydantes a la concentration de 1000 ppm. L'acide ascorbique exhibe le pourcentage
d'inhibition le plus élevé (96,84%), établissant la référence maximale d'efficacité antioxydante.
L'extrait de D. dichotoma montre une activité intermédiaire substantielle (58,95%), représentant
environ 61% de l'activité de référence, tandis que S. coronopifolius présente une capacité
d'inhibition plus modeste (39,47%), équivalant a 41% de l'activité de référence. Cette gradation
reflete fidelement les différences de composition phénolique entre les especes étudiées.

Cette différence d'activité est directement corrélée aux teneurs en polyphénols totaux mesurées
précédemment. L'activité antioxydante supérieure de D. dichotoma s'explique par la présence
de phlorotannins, reconnus pour leur capacité de piégeage des radicaux libres supérieure a celle
des antioxydants de synthese (Li et al., 2011).

Selon Santoso et al. (2004), les phlorotannins d'algues brunes présentent des ICso variant de 5 a
500 pg/mL selon leur pureté et leur concentration. Nos résultats, bien que plus élevés, restent
dans une gamme acceptable pour des extraits bruts non purifiés.

L'expression en équivalent acide ascorbique révele des capacités antioxydantes de 120- mg/g
pour D. dichotoma et 80-90 mg/g pour S. coronopifolius, positionnant ces especes comme des
sources potentielles d'antioxydants naturels pour des applications nutraceutiques ou
cosmétiques (Connan et al., 2007).

4.5.Analyse des pigments extraits des macroalgues
4.5.1. Identification des phycobiliprotéines de I’algue rouge

L'extraction aqueuse par sonication a basse température a permis d'obtenir un extrait
pigmentaire rouge caractéristique des phycobiliprotéines des algues rouges.

Le profil spectral (fig. 27) obtenu suite au balayage de spectre d’absorption UV-visible (380-
680 nm) est caractéristique de la phycoérythrine (PE), pigment accessoire majeur du
photosystéme II chez les rhodophycées. Cette identification repose sur plusieurs criteres :
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o Maximum d'absorption a 494 nm : Typique de la phycoérythrine, qui présente
généralement son pic principal entre 490-500 nm dans le bleu-vert (Glazer, 1985)

« Absorption secondaire a 446 nm : Correspond aux transitions électroniques des
chromophores phycoérythrobiline présents dans la structure protéique

« Absence de pic vers 620-650 nm : Confirme la faible concentration en phycocyanine,
qui présenterait un maximum vers 620 nm.
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Figure 28. Profil spectrale de 1’extrait hydrosoluble de 1’algue rouge (UVProb-1800)

La présence de phycoérythrine chez S. coronopifolius refléte son adaptation aux
environnements marins profonds ou dominent les longueurs d'onde bleues-vertes, c’est une
antenne collectrice de lumicre pour la photosynthése, optimisant la capture photonique dans les
zones a faible luminosité en milieu infralittoral (Gantt, 1981).

Cette caractérisation confirme la richesse en phycobiliprotéines de S. coronopifolius et explique
partiellement sa teneur ¢€levée en protéines totales mesurée précédemment. Les
phycobiliprotéines constituent en effet une fraction significative des protéines totales chez les
algues rouges (Fleurence, 1999). Ces protéines présentent un intérét biotechnologique comme
colorants naturels et antioxydants (Sekar et Chandramohan, 2008).

4.5.2. Fractionnement des pigments chlorophylliens des algues étudiées

La chromatographie sur colonne a permis la séparation de différentes fractions pigmentaires a
partir des extraits bruts de l'algue brune (D. dichotoma) et de 1'algue rouge (S. coronopifolius).
Les observations visuelles des fractions éluées sont présentées dans les figures et le tableau ci-
dessous.
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Figure 29. Fractions pigmentaires de I’extrait chlorophylliens des deux échantillons algaux :
(A) Séparation de I’extrait brut de I’algue brune ; (B) Séparation de I’extrait brut de I’algue
rouge.
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Tableau 21. Récapitulatif des fractions pigmentaires de I’algue brune obtenues par
chromatographie sur colonne

Solvant d'élution et

Espéce | Fraction e Code Observation
polarité
Fxat — AB brute brun / vert foncé
Brut
AB3 Jaune vif
Fraction 1 Hexane/Acétone (9:1) -
Faible .. Noiratre (non analysé
Phéopigments
spectralement)
Fraction 2 Hexane/Acétone (7:3) - AB4.S Vert foncs
Algue Moyenne
Brune
. Hexane/ Acétone (1:1) - AB6 Vert clair
Fraction 3
Haute
AB7 Jaune-vert
. Acétone/Méthanol (1:1) - ABS Jaune brun
Fraction 4 ;
Tres haute
AB9 Jaune foncé
Fralt — AR brute Vert foncé
Brut
Fraction 1 Hexane/Ac.etone 9:1) - ARL2 Vert claic
Faible
. Hexane/Acétone (7:3) - AR3 Vert clair
Fraction 2
Moyenne
AR4 Vert trés clair
Algue
Rouge
. , ARS Jaune clair
Fraction 3 Acétone/Méthanol (1:1) -
Haute
AR6 Jaune foncé
AR7 Jaune
Fraction 4 Acetone/Methanol (1:1) -
Treés haute
ARS Vert foncé
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4.5.3. Analyse spectrophotométrique UV-Vis

L'analyse UV-Visible des fractions pigmentaires des deux algues a permis d'identifier
qualitativement les principales familles de pigments par leurs longueurs d'onde maximales
d'absorption (Amax), grace a des spectres représentatifs (Annexes), comparés aux données de
la littérature.

A.

Dictyota dichotoma

Extrait Brut (AB brute) : Le spectre de 1'extrait brut présente un pic majeur a 664 nm,
caractéristique de la chlorophylle a (chl a). Des épaules d'absorption sont observées
entre 480 nm et 534 nm, indiquant la présence de caroténoides, dont la fucoxanthine,
pigment accessoire majeur des algues brunes. La couleur sombre est due au mélange
complexe de pigments.

Fraction 1 (AB3) : Cette fraction présente des pics intenses dans la région du bleu-violet
(398 nm et 468 nm), caractéristiques des caroténoides apolaires, et particuliérement
compatibles avec la fucoxanthine (Britton et al., 2004). La présence d'un pic significatif
a 666 nm indique une co-¢élution de chlorophylle a ou de dérivés dégradés.

Phéopigments (visuel) : Une phase liquide noiratre a été visuellement identifiée apres
1'élution de la fraction AB3. Cette observation est fortement indicative de la présence
de phéophytines (produits de dégradation de la chlorophylle a), dont la couleur gris-
brun est caractéristique (Solymosi et Schoefs, 2008).

Fraction 2 (AB4-5) : Cette fraction est dominée par des pics intenses a 650 nm et 612
nm, caractéristiques de la chlorophylle a et de la chlorophylle ¢ respectivement. Des
pics secondaires entre 480 nm et 534 nm indiquent la co-présence de caroténoides ou
de xanthophylles.

Fraction 3 (AB6 et AB7) : Les spectres montrent une diminution progressive de la
chlorophylle a (pic a 660 nm) et une augmentation des bandes de Soret (398 nm),
suggérant une proportion croissante de xanthophylles plus polaires et/ou de
phéopigments. Les absorbances plus faibles dans AB7 sont cohérentes avec une dilution
ou une concentration moindre des pigments principaux.

Fraction 4 (AB8 et AB9) : Ces fractions de haute polarité présentent une faible
absorption de chlorophylle a (658 nm), mais des pics intenses dans le bleu-violet (398
nm) et des pics/épaules a 580-604 nm. Ces profils spectraux, combinés aux couleurs
jaune-brun/jaune foncé, sont trés caractéristiques des phéophytines (Solymosi et
Schoefs, 2008) et des xanthophylles tres polaires.
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Tableau 22. Interprétation des spectres UV-Vis des fractions de Dictyota dichotoma

Fraction Code Amax (nm) majeures Interprétation pigmentaire

Me¢élange de chlorophylles et de

Extrait Brut | AB brute 664, 534, 504, 482 .o
caroténoides

Fucoxanthine (dominante), Chl a (co-

Fraction 1 AB3 398, 468, 666 (intense) éluée)

Chl a (dominante), Chl c,

Fraction 2 AB4-5 650, 612, 534, 504, 480 Caroténoides/Xanthophylles

Chl a, traces de

AB6 660, 604, 398 caroténoides/phéopigments
Fraction 3
AB7 660 (faible), 610, 398 Chl a (faible), Xaqthophylles polaires,
Phéopigments
. Phéophytines (dominantes),
AB8 638 (faible), 604, 580, Xanthophylles polaires, Chl a
398 .
] résiduelle
Fraction 4
AB9 398 (intense), 658 (tres Phéopigments (dominants),
faible) Xanthophylles trés polaires

Dictyota dichotoma présente un profil pigmentaire typique des algues brunes, dominé par la
chlorophylle a, la chlorophylle c et la fucoxanthine (Mimouni et al., 2012; Smerilli et Brunet,
2019). La fucoxanthine, un caroténoide majeur, est responsable de la couleur jaune-brun
caractéristique de ces algues et est €luée précocement en raison de sa polarité relativement faible
(Britton et al., 2004).

La présence de phéopigments est notable, et souvent liée a des conditions de stress
environnemental telles que la forte exposition lumineuse, I'élévation de température, les
variations de salinité ou le vieillissement des tissus algaux (Havaux, 1998; Solymosi et Schoefs,
2008). Le site d'échantillonnage (Ain Benian) est soumis a une forte anthropisation, ainsi qu'a
des variations de température, de turbidité et de salinité, ce qui peut accentuer leur production.
D'un point de vue écologique, ces phéopigments ne sont pas de simples produits de dégradation
passive ; ils peuvent aussi jouer un role adaptatif en protégeant les cellules contre la
photodégradation ou en stabilisant les membranes chloroplastiques sous stress oxydatif
(Havaux, 1998).

La diversité pigmentaire de D. dichotoma confere a cette espéce un fort potentiel
biotechnologique. La fucoxanthine, en particulier, est reconnue pour ses propriétés
antioxydantes, anti-obésité, anti-diabétiques, et son utilisation comme colorant naturel ou agent
photoprotecteur en cosmétique (Zhang et al., 2021).

B. Sphaerococcus coronopifolius

L'analyse UV-Visible des fractions pigmentaires de Sphaerococcus coronopifolius a permis
d'identifier qualitativement les principales familles de pigments.
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Tableau 23. Interprétation des spectres UV-Vis des fractions de Sphaerococcus

coronopifolius
Fraction Code Amax (nm) principaux Interprétation pigmentaire
Extrait Brut | AR brute | 654, 616, 578 Me’lan.ge de Chl a, de caroténoides et de
phéopigments
Fraction 1 ARI1-2 658, 616, 578 Chl a, Caroténoides (élution précoce)
AR3 658. 616 Chl a (dominante),  pigments
accessoires (616 nm)
Fraction 2
AR4 662, 616 Chl a (dominante),  pigments
accessoires (616 nm)
. . Caroténoides polaires (Xanthophylles),
AR5 461?(2) (faible), 614 (faible), Phéopigments, Chlorophylles
. résiduelles
Fraction 3
ARG 422, 470, 660 (trés faible) Cafote.nmdes polalrf;s (Xanthophylles),
Phéopigments (dominants)
AR7 398, 662 (faible) Cafote_nmdes polaires (Xanthophylles),
Phéopigments
Fraction 4
ARS 662. 616 Chl a (dominante) et pigments
accessoires

Extrait Brut (AR brute) : Le spectre de l'extrait brut présente un pic majeur a 654 nm
(chlorophylle a) avec un pic secondaire tres significatif @ 616 nm, probablement li¢ a
d'autres pigments accessoires ou a des interférences (Jeffrey et Humphrey, 1975). Des
pics/épaules entre 518 nm et 590 nm indiquent la présence de caroténoides.

Fraction 1 (AR1-2) : Cette fraction contient principalement de la chlorophylle a (658
nm) et des pigments absorbant autour de 616 nm (potentiellement des pigments
accessoires ou des interférences). L'¢lution précoce de ces chlorophylles, bien que de
faible polarité, peut suggérer une élution non compléte ou la présence de formes
légerement altérées.

Fraction 2 (AR3 et AR4) : Ces fractions sont clairement dominées par la chlorophylle a
(658-662 nm) avec des absorbances tres intenses, indiquant une forte concentration et
une pureté relative de ces pigments.

Fraction 3 (ARS et AR6) : Ces fractions montrent une diminution des chlorophylles et
ne dominance des pics dans le bleu-violet (412 nm, 422 nm, 470 nm), caractéristiques
des caroténoides polaires (xanthophylles) et des phéopigments. La couleur jaune est
cohérente avec ces pigments.

Fraction 4 (AR7 et ARS) : La fraction AR7 est similaire aux précédentes, dominée par
les caroténoides polaires et les phéopigments. Etonnamment, la fraction ARS, la
derniere ¢luée, montre un retour a une forte concentration de chlorophylle a (662 nm)
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et chlorophylle ¢ (616 nm). Cela pourrait indiquer 1'élution de formes trés polaires ou
fortement liées de ces chlorophylles, nécessitant le solvant le plus polaire pour étre
¢luées.

Sphaerococcus coronopifolius présente un profil pigmentaire caractérisé par la dominance de
la chlorophylle a et de pigments accessoires absorbant autour de 616 nm. Les algues rouges
sont typiquement caractérisées par la présence de chlorophylles a et de phycobiliprotéines
(phycoérythrine, phycocyanine, allophycocyanine) comme pigments accessoires majeurs, et ne
contiennent généralement pas de chlorophylle ¢ (Jeffrey et Humphrey, 1975). Les caroténoides
et xanthophylles sont également présents, contribuant aux teintes jaunes des fractions plus
polaires.

L'¢lution des chlorophylles a et des pigments accessoires (autour de 616 nm) dans des fractions
de polarité tres différentes (AR1-2 et ARS8) suggere une complexité dans leur association ou
leur état de dégradation, ou bien la présence de différentes formes de ces pigments avec des
polarités variées. Comme pour l'algue brune, la présence de phéopigments dans les fractions de
haute polarité indique des processus de dégradation, potentiellement influencés par les
conditions environnementales du site d'échantillonnage.

Cependant, la spectrophotométrie UV-Vis, bien qu'utile pour un premier criblage qualitatif, ne
permet pas une identification formelle et une quantification précise des pigments. Des analyses
complémentaires, notamment par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
couplée a la détection spectrale ou de masse, sont indispensables pour confirmer I'identité
exacte de chaque pigment, résoudre les co-élutions complexes et établir des corrélations
quantitatives robustes. Cela permettrait également de mieux comprendre les mécanismes
d'adaptation des algues aux stress environnementaux et d'optimiser l'extraction de biomolécules
d'intérét afin d’exploiter leur potentiel bioactif.

4.6. Synthese de la caractérisation biochimique

Cette synthese établit une corrélation directe entre la composition biochimique des macroalgues
Dictyota dichotoma (algue brune) et Sphaerococcus coronopifolius (algue rouge),
échantillonnées en février 2025 sur la cote d'Alger, leurs stratégies d'adaptation
écophysiologique et leur potentiel biotechnologique. L'analyse met en lumiére des profils
métaboliques distincts, influencés par les conditions environnementales et la saisonnalité.

Les analyses révelent des stratégies adaptatives spécifiques a chaque espece, clairement
illustrées par leurs compositions relatives (fig 29).

Cette caractérisation révele des profils biochimiques complémentaires entre les deux espéces
étudiées. Dictyota dichotoma se distingue par des teneurs élevées en lipides et polyphénols,
conférant un potentiel antioxydant remarquable. Sphaerococcus coronopifolius présente une
richesse en protéines et polysaccharides, suggérant des applications dans les domaines
alimentaire et pharmaceutique.

La chromatographie sur colonne, couplée a la spectrophotométrie UV-Vis, a permis un premier
criblage qualitatif des pigments des deux especes d'algues. Les profils pigmentaires observés
sont cohérents avec les classifications taxonomiques des algues brunes et rouges, mettant en
évidence des compositions distinctes mais aussi des similarités :

e Les deux especes sont riches en chlorophylle a.

o La fucoxanthine est le caroténoide dominant et caractéristique de D. dichotoma. Chez
S. coronopifolius, d'autres types de caroténoides et xanthophylles sont présents
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o Des phéopigments sont identifiés dans les fractions les plus polaires des deux espéces,
indiquant des processus de dégradation des chlorophylles.

La présence de phéopigments dans les deux espéces souligne l'impact potentiel de facteurs de
stress environnementaux sur la composition pigmentaire et I'état physiologique des algues,
témoignant d'un systeme adaptatif permettant aux algues de s'ajuster aux fluctuations du milieu
marin.

Ces résultats confirment l'intérét biotechnologique des macroalgues méditerranéennes et
ouvrent des perspectives pour leur valorisation en tant que sources de biomolécules actives
(Schiener et al., 2015). La diversité des profils métaboliques observés témoigne de 1'adaptation
évolutive des différents groupes taxonomiques aux contraintes environnementales
méditerranéennes (Cormaci et al., 2012).
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5 Discussion générale

L'échantillonnage réalisé sur deux sites distincts (Alger et Rachgoun) a permis de collecter une
diversité¢ d'espéces dans des conditions physico-chimiques typiques des eaux cotiéres
méditerranéennes.

5.1. Identification Génétique : Succes et Limites

L'optimisation des protocoles d'extraction d'ADN, notamment avec le protocole CTAB qui s'est
avéré plus performant que le kit AIONA initial, a permis 1'amplification réussie du gene 18S
ARNTr pour plusieurs especes. Le séquencage a confirmé avec succes l'identité de Dictyota
linearis et Ulva compressa avec une grande précision (100% d'identité), tandis que Caulerpa
racemosa a ¢té identifiée avec un pourcentage d'identité légérement inférieur, ce qui reste
acceptable pour ce marqueur.

Cependant, plusieurs échantillons n'ont malheureusement pas pu étre identifiés génétiquement
malgré les efforts d'optimisation, soulignant la complexité des matrices algales riches en
métabolites secondaires et composés phénoliques qui interférent avec les réactions
enzymatiques.

5.2. Caractérisation Biochimique : Profils Complémentaires et Limites

La caractérisation biochimique a révélé des profils métaboliques distincts, influencés par les
conditions environnementales et la saisonnalité. Les analyses révelent des stratégies adaptatives
spécifiques a chaque espéce, clairement illustrées par leurs compositions relatives (fig 29).

Composition de ['algue rouge S. coronopifolius Composition de I'algue brune D. dichotoma

@ Froteines totales @ Polysaccharides Lipides totaux @ Polyphénols @ Protéines totales Lipides totaux @ Polysaccharides @ Polyphenols

Figure 30. Composition biochimique relative des deux algues étudiées

Dictyota dichotoma s'est distinguée par des teneurs élevées en lipides totaux (7,01 %) et en
polyphénols totaux (16,76 mg EAG/g MS), avec une activité antioxydante supérieure (ICso =
800-850 ppm), cohérente avec la présence de phlorotannins caractéristiques des algues brunes
(Lietal., 2011). L'analyse des pigments a confirmé la présence de chlorophylle a, chlorophylle
¢ et probablement de fucoxanthine.

Sphaerococcus coronopifolius a montré une richesse notable en protéines totales (21,11 %) et
en polysaccharides hydrosolubles (6,06 %), en accord avec la composition typique des algues
rouges riches en phycobiliprotéines et carraghénanes (Wells et al., 2017; Campo et al., 2009).
L'analyse des pigments a confirmé la présence de chlorophylle a et de phycoérythrine, avec une
activité antioxydante des extraits éthanoliques modérée (ICso = 1200-1300 ppm).
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Ces profils biochimiques complémentaires confirment leur intérét pour diverses applications
industrielles dans les secteurs pharmaceutique, nutraceutique et cosmétique. La présence de
phéopigments dans les deux espéces souligne l'adaptation des algues aux conditions
environnementales locales et leur résilience face aux stress, tout en soulevant des questions sur
la stabilité des biomolécules et I'optimisation des conditions de récolte et de traitement.

5.3. Analyse Critique : Freins et Obstacles

L'approche moléculaire a révélé des obstacles majeurs liés a la présence d'inhibiteurs PCR
endogenes (polysaccharides sulfatés, polyphénols, sels) et a I'absence de bases de données
génétiques locales. L'exploration du potentiel biochimique présente également ses limites : les
méthodes d'extraction conventionnelles et les dosages colorimétriques utilisés, bien que
robustes pour un criblage préliminaire, ne permettent pas une caractérisation structurale fine ni
une quantification précise de chaque biomolécule. Des analyses complémentaires (RMN, GC-
MS, HPLC) sont indispensables mais représentent un obstacle financier et logistique pour les
laboratoires en Algérie. De plus, I'évaluation de l'activité antioxydante par le test DPPH ne
représente qu'une facette du potentiel bioactif, laissant d'autres activités biologiques
inexplorées.

Cette étude a mis en lumiére la nécessité d'une approche méthodologique rigoureuse et
adaptative pour surmonter ces obstacles et optimiser la valorisation des ressources algales du
littoral algérien.
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CONCLUSION

Ce travail de fin d'études a entrepris une exploration approfondie des macroalgues du littoral
algérien, une ressource marine d'une richesse écologique et d'un potentiel biotechnologique
considérables, mais encore largement sous-étudiée. L'objectif principal était de caractériser
génétiquement et d'identifier ces especes, ainsi que d'explorer leur potentiel biochimique en vue
d'une valorisation durable et d'une contribution a la biotechnologie bleue. Les résultats obtenus,
bien que préliminaires, répondent de maniére significative a la question scientifique posée en
amont.

L'étude a démontré la faisabilité et I'importance de l'identification génétique pour surmonter les
limites de la taxonomie morphologique traditionnelle, notamment face a la plasticité
phénotypique et aux especes cryptiques. L'optimisation des protocoles d'extraction d'ADN et
I'amplification réussie du géne 18S ARNT pour plusieurs especes ont permis une identification
moléculaire précise grace au séquengage et la phylogénie, confirmant 1'identité de Dictyota
linearis, Ulva compressa et Caulerpa racemosa. Cette démarche a posé les premiéres pierres
d'une base de données génétiques locale, essentielle pour la tracabilité, la conservation et la
bioprospection ciblée des ressources algales algériennes. Les défis rencontrés, tels que la
présence d'inhibiteurs et la nécessité d'une optimisation continue des protocoles, soulignent la
complexité inhérente a I'étude de ces matrices biologiques, mais n'invalident pas I'approche, au
contraire, ils en précisent les exigences.

Parallélement, la caractérisation biochimique de Dictyota dichotoma et Sphaerococcus
coronopifolius a révélé des profils métaboliques distincts et complémentaires, confirmant leur
intérét biotechnologique. D. dichotoma, algue brune, s'est avérée riche en lipides et
polyphénols, démontrant une activité antioxydante supérieure, attribuable notamment aux
phlorotannins. S. coronopifolius, algue rouge, a montré une richesse notable en protéines et
polysaccharides, en accord avec la présence de phycobiliprotéines et de carraghénanes. Ces
découvertes ouvrent des perspectives concretes pour le développement d'ingrédients
fonctionnels dans les secteurs pharmaceutique, nutraceutique et cosmétique. La détection de
phéopigments dans les deux especes, bien que signe de dégradation, peut €galement étre
interprétée comme un indicateur de l'adaptation des algues aux stress environnementaux locaux,
offrant des pistes pour 1'étude de leur résilience.

Cependant, cette étude constitue une étape préliminaire. Pour une valorisation optimale, des
analyses complémentaires sont nécessaires. Sur le plan génétique, 1'utilisation de marqueurs
moléculaires additionnels (ex: ITS, Tufa, rbcl) sont cruciales pour une identification plus fine
et la résolution des ambiguités. Sur le plan biochimique, une caractérisation structurale
approfondie des biomolécules par technologies de pointe, ainsi que l'évaluation d'autres
activités biologiques, permettraient de cibler précisément la valorisation.

En répondant a la question initiale, ce travail a non seulement contribué a une meilleure
connaissance de la biodiversité algale algérienne et de son potentiel, mais il a également mis en
lumicere les défis méthodologiques et les freins structurels a une valorisation a grande échelle.
Il s'agit d'une étape fondamentale qui valide l'approche combinée et constitue une étape
fondamentale vers des initiatives de valorisation durable, s'inscrivant pleinement dans la
dynamique de I'économie bleue. La richesse inexplorée du littoral algérien en macroalgues
représente une opportunité stratégique pour le développement économique et la conservation
de la biodiversité marine, transformant cette ressource naturelle en un levier d'innovation
scientifique tout en assurant sa conservation pour les générations futures.
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Perspectives de recherche

Pour maximiser le potentiel des macroalgues du littoral algérien et lever les freins identifiés
dans cette étude, plusieurs perspectives de recherche et recommandations stratégiques peuvent
étre formulées :

Identification Génétique Avancée

Marqueurs moléculaires complémentaires : Compléter le séquengage 18S ARNr par de
marqueurs plus spécifiques (ITS, rbcL, COI...) pour résoudre les ambiguités
taxonomiques

Créer une base collaborative avec GenBank/BOLD pour la tragabilité¢ et
l'authentification

Optimiser les protocoles et améliorer les méthodes pour surmonter les inhibiteurs et la
dégradation

Caractérisation Biochimique Ciblée

Utiliser des techniques analytiques de pointe (RMN, LC-MS, GC-MS...) pour identifier
les molécules bioactives spécifiques.

Diversification des activités biologiques : Tester les propriétés anti-inflammatoires,
antivirales, anticancéreuses

Optimisation saisonniere : Etudier l'impact des facteurs environnementaux sur la
composition biochimique

Recommandations Stratégiques

Réglementation spécifique : Définir quotas, zones de récolte, normes qualité/sécurité.

Structuration de la Filiére : Créer un consortium recherche-industrie-pouvoirs
publics, développer des mécanismes fiscaux et fonds R&D dédiés et faciliter I'acces aux
technologies d'extraction et d'analyse.

Développement des Compétences : Informer décideurs et investisseurs sur le potentiel
économique, créer des programmes en phycologie, biotechnologie marine et
algoculture.

Axes Prioritaires

1.

Court terme : Optimisation des protocoles d'extraction et caractérisation biochimique
ainsi que 1’établissement de bases de données de référence locales

Moyen terme : Développement de I'algoculture locale et structuration réglementaire

Long terme : Industrialisation et positionnement sur les marchés internationaux
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Annexe 1 : Poster scientifique
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¢| Abstract :

This pioneering study explores the biotechnological potential of Algerian macroalgae through a dual approach: genetic identification and
biochemical valorization. Seven species, sampled from Algiers and Ain Témouchent, underwent morphological and molecular analyses. DNA was
successfully extracted and PCR products obtained, pending sequencing and bioinformatic analysis. Two species (Dictyota sp. and Sphaerococcus
sp.) were selected for biochemical profiling with antioxidant assays in progress. Limited access to protocoles and data bases with time constraints
were major challenges, but this work lays the foundations for genetic mapping and sustainable exploitation of Algerian marine macroalgae.

| Introduction i

Marine macroalgae are increasingly recognized as
renewable sources of bioactive compounds with
applications in health, cosmetics, and food industries
(Holdt & Kraan, 2011). Globally, research has
focused on their biochemical and genetic potential,
yet in Algeria, these resources remain largely
untapped (Mouradi-Givernaud et al., 2014). This
study addresses two major gaps: the absence of a
genetic reference for Algerian macroalgae and the
lack of systematic biochemical valorization. The
objectives are (i) to genetically map native
macroalgae using molecular tools and (ii) to assess
their biotechnological potential through extraction and
characterization of key biomolecules. As the first
integrated initiative in Algeria, this work responds to
global sustainability goals (FAO, 2020) and local
priorities for marine resource management.

Results
+ Biochemical A[m]ygis Red Macroalgae
. Brown Macroalgae
25
20
15

E .
5 -
0 - "
Total lipids  Total proteins

Figure 1: Total Lipid and Protein Content in Red and Brown
Macroalgae

b )
Parameter A 3 Sphasrococeus sp. | | ““14  Dictyota sp.
2

Total polysaccharides 0,0058 glg 0,0046 gfy

Total polyphenols
0,0283 ofg 0,0456 gfg

Table 1: Quantification of Polysaccharides and Polyphenols in Algal
Biomass (g/g dry weight)

| Methodology i

SAMPLING

Genetic Biochemical
Analysis Analysis
DNA Extraction Assessment of the total content
Extraction kit optimisation Total Lipids tal Proteins
DNA Quality Control ( Soxhlet) ( Kjeldhal)

- Qualitative ( Electrophoresis)
- Quantitative ( ScanDrop) Polyphenols Polysaccharides
l ( Folin-Ciocalteu) (Dubois)

Biomolecule Extraction & Caracterisation

PCR
Primer Synthesis & purification Polysaccharides s| - Fourier Transform
Quality control of PCR Infrared
products Polyphenols Spectroscopy (FTIR)
Purification by ExoSAP
l Pigments

L  goumn Chromalography

A « Spectrum analysis
Big .E.)ye .PCR _ = Thin Layer Chromatography (TLC)
Purification by magnetic beads

SANGER Sequencing

« Genetic Analysis -
Conclusion
([ conduson )
CRP 17 26.33 By integrating biochemical profiling and molecular tools, this
s 1o 101 pioneering study provides new insights into the
biotechnological potential of Algerian macroalgae. Our
ENT 18 2183 results confirm the presence of bioactive compounds in
" 192 001 selected species and validate the feasibility of genetic
identification, despite challenges such as time-consuming
v 18 1789 protocol optimization, limited access to standardized
s 13 453 Figure 2 Visualization of 18S rRNA PCR methods, and technical constraints. Further research
amplicons on a 1.2% agarose gel. should expand into detailed bioassays and complete
= 22 oz genomic characterization to strengthen Algeria’s capacity
& 14 2028 MT: DNA size marker (GeneRuler 1kb DNA for marine biodiscovery and database development.”
D 15 34.09 L)
Lanes: 1-V; 2-M; 3—ENT, 4-S; 5— CRP.
Table 2: Quantification and Purity of Genomic DNA
extracted from the sampled species.
Sphaerococcus sp.showed high levels of proteins and polysaccharides, while Dictyota sp. Scan the QR Code
was richer in lipids and polyphenols , suggesting promising antioxidant potential to be
confirmed through bioassays. On the genetic level, successful DNA extraction was achieved
for all samples, with clear PCR products for 5 species, paving the way for molecular
identification and the development of a local genetic reference database.
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ANNEXES

Annexe 2 : Clés d’identificatin des algues Sphaerococcus coronopifolius et
Dictyota dichotoma (Fischer, 1987)

Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse, 1797 RH Sphaer 1

Autres noms scientifiques encore en usage : Aucun.

R

apex

filaments el

filaments

aspect général d'un thalle

cystocarpe coupe d'un
cystocarpe

Noms vernaculaires : FAO: An - False gorgon; Es - Tallo chino: Fr - Fausse gorgone. Nationaux:

Caractéres distinctifs : Morphologie - thalle rouge vif, cartilagineux, trés ramifié; les axes principaux
sont aplatis, ramifiés de fagon pseudodichotome a irréguliére; les rameaux de dernier ordre portent de petits
ramules épineux. Structure - uniaxiale, en coupe transversale, I'axe central est entouré dhyphes réfringentes
abondantes engendrées par les cellules péricentrales peu discernables. Croissance - apicale. Cytologie - type
néoplastidié. Reproduction - cycle trigénétique avec gamétophyte et tétrasporophyte isomorphes. Les
tétrasporocystes (zonés) sont disséminés dans le cortex du thalle; les cystocarpes, trés proéminents, sont portés
par de petites proliférations marginales des ramules.

Taille : Commune de 20 a 25 cm.

Habitat et écologie : Colonise les substrats
durs des étages infra- et circalittoral. Profondeur de
1460 m,

Récolte et utilisation : Récoltée a la main;
utilisation potentielle médicale si on se référe a son
exploitation en Chine.

Egalement en Atlantique
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Dictyota dichotoma (Hudson) Lamouroux, 1809 PH Dictyot 1

Autres noms scientifiques encore en usage : Aucun.

autre forme de thalle

touffe de poils

1

2 cm
aspect général d'un thalle

s ¥

initiale apicale .

sporocyste
coupe d'un
sporophyte fertile
coupe de deux 0.mm
gamétophytes

Noms vernaculaires : FAO: An - Forked ribbons; Es - Abanico amarillo; Fr - Rubanier céruléen.
Nationaux:

Caracteéres distinctifs : Morphologie - thalle en forme de ruban de couleur brune avec les extrémités plus
claires, régulierement ramifié par dichotomie, dans un plan; fixé au substrat par un disque formé de rhizoides.
Structure - uniaxiale et polystique. En coupe transversale, présence d'une seule assise de cellules internes
volumineuses et incolores avec, de chaque cdté, une assise de petites cellules corticales superficielles renfermant
de nombreux plastes. Croissance - terminale par une seule cellule initiale se ramifiant de facon dichotome.
Cytologie - type néoplastidié avec de nombreux plastes discoides sans pyrénoide; présence abondante de
physodes. Reproduction - cycle digénétigue isomorphe. Les organes reproducteurs (gamétocystes et
sporocystes) naissent des cellules corticales.

Taille : Commune de 5 a 15 cm.

Habitat et écologie : Espéce colonisant les
substrats durs des étages infra- et circalittoral.

Récolte et utilisation : Récoltée a la main.
Utilisation potentielle en alimentation humaine (si on se
référe aux pratiques asiatiques), comme source de
phycocolloides et en médecine (en raison des actions
antibiotiques démontrées).

Espéce cosmopolite

Note Les espéces de Dictyota sont souvent confondues avec celles de Dilophus
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Annexe 3: Résultats du balayage de spectre UV-vis des extraits

chlorophylliens de Dictyota dichotoma

coronopifolius (AR)

Data Set: BRUTE100_121350 - Manipulated

(AB) et Sphaerococcus
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Annexe 4 : Laboratoire BioGenius

Laboratoire d’analyses génétiques et biochimiques

1. Introduction

BioGenius est un laboratoire privé d’analyses génétiques et biochimiques appliquées a
la biodiversité marine et terrestre. Il répond a une forte demande en tragabilitg,
conformité réglementaire (APA, non-OGM) et valorisation scientifique des ressources
biologiques.

2. Présentation du projet & valeur ajoutée

- Nom : BioGenius — SARL (Société a responsabilité limitée)
- Domaine : Biotechnologies environnementales

- Valeur ajoutée : analyses fiables, expertise en génétique marine, accompagnement
R&D, conformité au Protocole de Nagoya

- Lieu d’implantation : Zone industrielle de Oued Smar (Alger)
Avantages : proximité académique et industrielle, acces facile aux partenaires et au
marché national.

3. Objectifs du projet

- Devenir un référent national en analyses génétiques liées a la biodiversité
- Proposer des services spécialisés et accessibles

- Soutenir la recherche et I’innovation dans la bioéconomie algérienne

4. Activités clés & services offerts

- Extraction ADN/ARN

- PCR classique

- Dosages biochimiques (pigments, protéines...)
- Pré-traitement et conservation des échantillons
- Séquencage

- Chromatographie et spectroscopie

- Rédaction de rapports techniques certifiés

- Formations
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5. Analyse stratégique du marché

Elément Détail

Segments visés | Universités, centres R&D, ONG, fermes aquacoles, agro-

industries
Canaux Réseautage pro, site web, réseaux sociaux, conférences
Relations Contrats annuels, packs personnalisés, formations, conseil
clients réglementaire

6. Plan d’organisation
Réalisation des services

- Zones séparées (prétraitement,extraction, biochimie, stockage)
- Gestion par logiciel LIMS

- Tragabilité assurée dés la réception des échantillons
Besoins humains

- 1 technicien supérieur en génie génétique
- 1 agent d’entretien

- 3 fondatrices ( Directrices administrative, commerciale, technique)
Partenariats

- Universités, fournisseurs labos, sous-traitants (séquencage, chromatographie)

7. Plan de financement

Source %

Apport personnel | 5%

NESDA 25%
Banque 70%
Total 100%
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8. Résultats financiers

Indicateur Valeur estimée
CA Année 1 101 000 000 DA
Charges totales 4219000 DA
Résultat net 96 781 000 DA
VAN (12%) +228 551 632 DA
Délai de récupération (DR) | 0,04 an (=15 jours)

9. Analyse du marché
Clients (Segments de clientéle)

- Instituts de recherche et universités : laboratoires universitaires, centres de
recherche publics et privés (ENSSMAL, CNRDPA, LEM, ESSBO, CRSP, IPA),
chercheurs indépendants.

- Entreprises des secteurs agroalimentaire et pharmaceutique.
- Entreprises agricoles et aquacoles.

- Organismes de conservation et de gestion de I’environnement.
Proposition de valeur

- Positionnement unique : Premier laboratoire privé en Algérie entierement dédié a
I’analyse génétique et biochimique de la biodiversité marine, en dehors du secteur
médical.

- Spécialisation rare en dehors du domaine de la santé humaine.

- Services destinés non seulement a la recherche académique mais aussi a ’industrie
et aux besoins appliqués.

- Réponse a des problématiques concretes pour les entreprises, les chercheurs, les
pécheurs et les agriculteurs.

Canaux de distribution

- Service direct au laboratoire, plateforme de commande en ligne, téléphone et email
deédiés, réseaux sociaux professionnels, campagnes publicitaires ciblées, participation
a des salons professionnels et conférences scientifiques.
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Relations avec les clients

- Contrats de service personnalisés, cartes d’abonnement et forfaits d’analyses,
support technique et scientifique réactif, ateliers et formations spécialisées,
communication ciblée avec contenu informatif de valeur et présence active lors
d'événements professionnels.

Partenaires clés

- NESDA, banques.

- Fournisseurs (Labomaster, Numidia, Distrilabo Algérie, Thermo Fisher, Qiagen,
Eppendorf, Illumina).

- Ministeres (MSPRH, MPPH, MESRS)), institutions de recherche (ENSSMAL,
CNRDPA, CRSP), établissements d’enseignement et organismes de normalisation.

10. Conclusion

Le projet BioGenius présente une rentabilité immédiate, un mod¢le clair et structuré,
et une forte utilité scientifique et environnementale. Il s’inscrit parfaitement dans les
axes stratégiques de soutien a la bioéconomie et a la valorisation de la biodiversité en
Algérie.
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Annexe 5 : GLOSSAIRE

A

Acide Gras Polyinsaturé (AGPI) : Type de lipide (graisse) contenant plusieurs
doubles liaisons carbone-carbone. Essentiels pour la santé, ils incluent les oméga-3 et
oméga-6, et sont recherchés pour leurs bienfaits cardiovasculaires et neuronaux.
Alginate : Polysaccharide structural principal des algues brunes, utilisé dans I'industrie
comme agent gélifiant, épaississant et stabilisant (E401).

Amorce (Primer) : Courte séquence d'ADN simple brin utilisée comme point de départ
pour la synthése d'un nouveau brin d'ADN par I' ADN polymérase lors d'une PCR.
Amplicon : Fragment d'ADN spécifique qui a été¢ amplifi¢ (copié¢ en grand nombre) par
la technique de PCR.

Analyse Phylogénétique : Ftude des relations de parenté évolutive entre différentes
especes ou populations, souvent représentée sous la forme d'un "arbre phylogénétique".
Antioxydant : Molécule capable de neutraliser les radicaux libres, des composés
instables qui peuvent endommager les cellules. Les antioxydants aident a prévenir le
stress oxydatif.

Barcoding ADN (Code-barres ADN) : Technique d'identification des especes basée
sur le séquencage d'une courte région standardisée de leur ADN (le "code-barres").
Bioéconomie bleue : Economie basée sur l'utilisation durable des ressources
biologiques marines (algues, micro-organismes, etc.) pour développer de nouveaux
produits et services.

Biomasse : Maticre organique totale d'origine végétale ou animale. Dans ce contexte, il
s'agit de la masse totale des algues récoltées.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) : Outil bioinformatique qui compare
une séquence d'’ADN ou de protéine a une immense base de données (GenBank) pour
trouver des séquences similaires et ainsi identifier une espece.

Caractérisation : Démarche scientifique qui consiste a identifier, décrire et quantifier
les propriétés spécifiques d'un échantillon. Dans le contexte de ce mémoire, elle se
divise en :

Caractérisation génétique : Identification de l'espece par l'analyse de son ADN
(séquengage, phylogénie).

Caractérisation biochimique : Détermination de la composition chimique (teneur en
lipides, protéines, etc.) et de la structure des molécules (par FTIR, par exemple).

Carraghénane : Polysaccharide sulfaté extrait des algues rouges, largement utilisé¢ dans
l'industrie alimentaire comme gélifiant et épaississant (E407).

Chromatographie sur colonne : Technique de laboratoire utilisée pour séparer les
différents composants d'un mélange (comme les pigments) en les faisant passer a travers
une colonne remplie d'une phase stationnaire (gel de silice).

Code-barres ADN : Voir Barcoding ADN.

Cryptique (espece) : Espece qui est morphologiquement identique a une autre mais qui
est génétiquement distincte. L'identification par ADN est nécessaire pour les
différencier.
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DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) : Radical libre stable de couleur violette. 11
est utilisé en laboratoire pour mesurer l'activité antioxydante d'un extrait : plus 1'extrait
décolore le DPPH, plus son pouvoir antioxydant est ¢levé.

Electrophorése sur gel d'agarose : Technique de laboratoire qui permet de séparer des
fragments d'ADN en fonction de leur taille en les faisant migrer a travers un gel sous
l'effet d'un champ électrique.

Epiphyte : Organisme (souvent une autre algue ou un petit animal) qui vit fixé sur une
autre plante (ici, une macroalgue) sans la parasiter.

Folin-Ciocalteu (réactif de) : Réactif chimique utilisé pour mesurer la quantité totale
de composés phénoliques (polyphénols) dans un extrait.

FTIR (Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier) : Technique d'analyse qui
identifie les groupes fonctionnels chimiques d'une molécule en mesurant 1'absorption de
la lumiére infrarouge. Elle agit comme une "empreinte digitale" chimique.

Fucoidane : Polysaccharide sulfaté complexe trouvé principalement dans les algues
brunes, étudié pour ses nombreuses activités biologiques (antivirale, antitumorale,
anticoagulante).

Fucoxanthine : Pigment caroténoide de couleur brune, caractéristique des algues
brunes, qui joue un rdle dans la photosynthése et possede de fortes propriétés
antioxydantes.

Géne marqueur : Gene spécifique (comme '"ARNr 18S ou le cox1) dont la séquence
est utilisée pour l'identification des especes ou pour les études phylogénétiques en raison
de son bon équilibre entre régions conservées et régions variables.

IC50 (Concentration Inhibitrice médiane) : Mesure de 1'efficacité d'une substance. C'est
la concentration nécessaire pour inhiber 50 % d'un processus biologique ou d'une
réaction chimique (par exemple, la concentration d'extrait nécessaire pour neutraliser
50 % des radicaux DPPH).

Kjeldahl (méthode de) : Procédure chimique standard pour déterminer la quantité
d'azote dans un échantillon, ce qui permet ensuite de calculer sa teneur en protéines
brutes.

Lyophilisation : Procéd¢ de déshydratation a basse température sous vide (séchage par
le froid) qui permet de conserver l'intégrité des molécules sensibles a la chaleur.

Macroalgue : Algue pluricellulaire visible a I'eeil nu, par opposition aux microalgues
qui sont unicellulaires et microscopiques.

Métabolite secondaire : Composé organique produit par un organisme qui n'est pas
directement impliqué dans sa croissance ou sa reproduction, mais qui joue souvent un
role dans ses mécanismes de défense ou d'adaptation (ex: polyphénols, terpénes).

PCR (Polymerase Chain Reaction) : Technique de biologie moléculaire permettant de
copier en trés grand nombre (amplifier) un segment spécifique d'ADN a partir d'une tres
faible quantité initiale.

Phlorotannin : Type de polyphénol que 1'on ne trouve que chez les algues brunes. Ils
sont connus pour étre de trés puissants antioxydants.
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Phycobiliprotéine : Pigment protéique hydrosoluble (soluble dans 1'eau) présent chez
les algues rouges et les cyanobactéries, qui capte la lumiere pour la photosynthese. La
phycoérythrine (rouge) et la phycocyanine (bleue) en sont des exemples.

Plasticité phénotypique : Capacit¢ d'un organisme a changer son apparence (sa
morphologie, sa physiologie) en réponse aux variations de son environnement.
Polysaccharide : Glucide complexe (longue chaine de sucres) qui joue un role structural
(paroi cellulaire) ou de réserve énergétique. Les alginates, carraghénanes et fucoidanes
en sont des exemples.

Séquencage Sanger : Méthode classique de détermination de I'ordre exact des
nucléotides (A, T, C, G) dans un fragment d'ADN.

Soxhlet (extracteur de) : Appareil de verrerie de laboratoire utilisé pour l'extraction en
continu d'un composé a partir d'un solide par un solvant chaud. Il est trés efficace pour
extraire les lipides.

Spectrophotométrie UV-Visible : Technique d'analyse qui mesure la quantité¢ de
lumiére absorbée par un échantillon a différentes longueurs d'onde dans le spectre
ultraviolet et visible. Elle est utilisée pour identifier et quantifier des composés comme
les pigments.

Taxonomie : Science de la classification des étres vivants en catégories hiérarchiques
(régne, embranchement, classe, ordre, famille, genre, espéce).

Thalle : Appareil végétatif simple des algues, qui n'est pas différencié en racines, tiges
et feuilles comme chez les plantes supérieures.
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Résumé

Cette présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation biotechnologique des macroalgues
marines, ressources encore peu exploitées en Algérie malgré leur potentiel bioactif important.
Le travail a porté sur plusieurs especes collectées sur les cotes de Ain Benian et de Rachgoun,
avec un double objectif : leur identification taxonomique (morphologique et génétique) et
I’évaluation de leur composition biochimique en biomolécules d’intérét (lipides, protéines,
polysaccharides, polyphénols, pigments). L'identification s'est appuyée sur des observations
microscopiques et le séquengage du geéne 18S rRNA, avec analyses bioinformatiques et
phylogénétiques. Parallélement, les extractions biochimiques ont permis de quantifier les
principaux métabolites primaires et secondaires, et d’évaluer ’activité antioxydante des extraits
par le test DPPH pour deux algues principales Dictyota dichotoma et Sphaerococcus
coronopifolius. Les résultats montrent des profils biochimiques variables selon les espéces
renforgant leur intérét pour des applications multiples.

Abstract

This thesis explores the biotechnological potential of marine macroalgae, a largely untapped
resource in Algeria despite their richness in bioactive compounds. The study focused on several
species collected from the Alger and Rachgoun coasts, with two main objectives: taxonomic
identification (morphological and genetic) and biochemical characterization of key
biomolecules (lipids, proteins, polysaccharides, polyphenols, pigments). Identification was
carried out using microscopic observation and Sanger sequencing of the 18S rRNA gene,
followed by bioinformatics analysis (BLAST, ChromasPro, MEGA12). Biochemical
extractions were performed to quantify both primary and secondary metabolites, and
antioxidant activity was assessed using the DPPH radical scavenging assay. The results
revealed significant interspecies variation in biochemical profiles and antioxidant capacity,
underlining their potential for pharmaceutical or cosmetic use. This work emphasizes the
importance of multidisciplinary approaches to enhance the understanding and sustainable
exploitation of local marine biodiversity.

Keywords: marine macroalgae, taxonomic identification, 18S rRNA sequencing, biochemical
extraction, antioxidant activity, Algeria.
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