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Résumeé

La mer Méditerranée est un point chaud de la biodiversité marine classé parmi les plus connus au
monde. Elle est, par conséquent, considérée un milieu approprié pour étudier les écosystémes marins.
Néanmoins, la diversité et la bio-potentialité pharmacologique des algues marines du bassin
méditerranéen sont encore loin d’étre complétement connue, en particulier dans les aires marines
protégées de la Méditerranée, y compris le Parc National d’Al-Hoceima du Maroc (PNAH).

La présente these, contribue a la réalisation de la premiére checklist des algues marines du PNAH,
basée principalement sur nos propres collections originales et complétée par les références
antécédentes. En se basant sur la taxonomie actuelle, le nombre total de taxa aux niveaux spécifiques
et infra-spécifiques actuellement acceptés est de 307 taxa avec 208 Rhodophyta (39 familles), 51
Ochrophyta (13 familles) et 48 Chlorophyta (13 familles). Quatre-vingt-seize de ces taxa ne figurent
pas parmi nos échantillons, alors que 93 se sont avérées nouvelles pour le PNAH. En outre, 1’identité
taxonomique de 30 taxa a été actualisée.

Principalement, 211 taxa (144 Rhodophyta, 30 Phaeophyceae et 37 Ulvophyceae) ont été identifiés
lors de toutes nos expéditions d'échantillonnage. Sur la totalité des taxa, cing algues rouges ont été
signalées pour la premiére fois dans toute la Méditerranée: Champia compressa, Diplothamnion jolyi,
Polysiphonia havanensis, Tiffaniella gorgonea, Jania capillacea, et neuf espéces pour le Maroc: 8
Rhodophyta et une Chlorophyta. En outre, douze autres especes (10 algues rouges, une algue brune et
une algue verte) sont nouvellement enregistrées pour la cbéte méditerranéenne du Maroc. La
confirmation de citations antérieures a été précisée pour 20 especes en Afrique, au Maroc ou sur la cote
méditerranéenne marocaine.

Du point de vue bio-potentialité, nous avons entrepris des investigations pharmaco-chimiques des
extraits d’algue brune Carpodesmia tamariscifolia (=Cystoseira tamariscifolia) issue de PNAH. Les
fractions de I'nexane (CtH), de dichlorométhane (CtD) et de méthanol (CtM) ont été soumises a une
analyse par spectrométrie de masse par chromatographie en phase liquide, puis évaluées pour
déterminer leur contenu phénolique total (dosage de Folin-Ciocalteu), I’activité antioxydante (dosage
de DPPH), le potentiel cytotoxique (test MTT sur la lignée cellulaire de SH-SY5Y) et la capacité a
générer du H>O; par le test Amplex Red.

Les analyses chromatographiques et phénoliques des 12 fractions indiquent que nombreuses
phénols a activité redox sont présentes en abondance et que les fractions apolaires contiennent une
grande quantité de dérivés prénylés d'hydroquinone. Dans les fractions CtH et CtD, l'activité
antioxydante et cytotoxique est étroitement liée a leur contenu phénolique. Dans les fractions CtM,
I'activité antioxydante est positivement liée au contenu phénolique, tandis que la cytotoxicité révele
une liaison négative avec celui-ci. Pour les mémes tests, I'nydroquinone se comporte a la fois comme
agent cytotoxique et antioxydant puissant. Le dosage de H.O> montre que les fractions de C.
tamariscifolia et I'hydroquinone peuvent s‘auto-oxyder et générer du H20o.

En conclusion, nos résultats pharmaco-chimigques montrent que les phénols rédox-actifs produisent
les effets pharmacologiques décrits pour C. tamariscifolia. Le cycle hydroquinone de dérivés prénylés
d'’hydroquinone est responsable a la fois des effets cytotoxiques (via un mécanisme prooxydant
secondaire a son autoxydation) et des effets antioxydants des fractions apolaires.

Mots clés : Algues marine, checklist, Parc National d’Al-Hoceima, aires marines protégées de la
Méditerranée, Maroc, Carpodesmia tamariscifolia, Cystoseira, études pharmaco-chimiques,
antioxidant, cytotoxique, composés phénoliques, redox-active.
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Resumen

El Mar mediterrdneo es uno de los puntos clave de la biodiversidad marina, estando clasificado
como uno de los més interesantes del mundo. Por lo tanto, esta considerado un medio adecuado para
estudiar los ecosistemas marinos. Sin embargo, la diversidad y la potencialidad farmacoldgica de las
algas marinas de la cuenca mediterranea, estan adn lejos de ser plenamente conocidas, y esto ocurre
también en las zonas marinas protegidas del Mediterraneo, incluido el Parque Nacional del Al-Hoceima
en Marruecos (PNAH).

Este trabajo, contribuyé a la realizacion de la primera checklist de las algas marinas del PNAH,
basada principalmente en nuestras propias colecciones originales, y completada con la bibliografia
disponible. Tomando como base la taxonomia actual, el nimero total de taxones a niveles especificos e
infraespecificos descritos en el PNAH es de 307, 208 Rhodophyta (39 familias), 51 Ochrophyta (13
familias) y 48 Chlorophyta (13 familias). Noventa y seis de estos taxones no se encuentran entre nuestras
muestras, mientras que 93 han resultado ser nuevas en el PNAH. Ademas, se ha actualizado la identidad
taxondmica de 30 taxones.

Principalmente, se identificaron 211 taxones (144 Rhodophyta, 30 Phaeophyceae y 37
Ulvophyceae) en todas nuestras muestras. De la totalidad de los taxones, por primera vez se han
notificado cinco nuevas algas rojas en el Mediterraneo: Champia compressa, Diplothamnion jolyi,
Polysiphonia havanensis, Tiffaniella gorgonea, Jania capillacea, y nueve en Marruecos: 8 Rhodophyta
y una Chlorophyta. Por otra parte, otras doce especies (10 algas rojas, 1 alga parda y 1 alga verde) se
han descrito recientemente en la costa mediterranea de Marruecos. Ademas, también se mencionan los
registros confirmados de 20 especies, ya sea en Africa, en Marruecos o en la costa mediterranea
marroqui.

Desde el punto de vista del interés biologico de las algas descritas, se investigaron quimica y
farmacoldgicamente varios extractos y fracciones del alga parda Carpodesmia tamariscifolia
(=Cystoseira tamariscifolia) del PNAH. Los extractos de hexano (CtH), diclorometano (CtD) y metanol
(CtM) y sus correspondientes fracciones (12 en total) se analizaron mediante cromatografia de capa fina
y cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién. En
ellas también se evalu6 su contenido fendlico total (ensayo de Folin-Ciocalteu), su actividad antioxidante
(ensayo DPPH), su potencial citotoxico (prueba MTT en la linea celular de SH-SY5Y) y su capacidad
de generar H20> (prueba Amplex Red).

Los analisis cromatogréaficos y la cuantificacion del contenido fendlico, indican que en todas las
fracciones abundan fenoles redox activos, y que las fracciones apolares son ricas en derivados prenilados
de la hidroquinona. En las fracciones procedentes de CtH y CtD, se observé una importante actividad
antioxidante y citotdxica que esta estrechamente relacionada con su contenido fendlico. En las fracciones
CtM, el efecto antioxidante observado se relaciona positivamente con el contenido fendlico, mientras
que el efecto citotdxico lo hace negativamente. En las mismas pruebas, la hidroquinona se comporté
tanto como un potente agente citotoxico como antioxidante. Los estudios realizados con la prueba
Amplex Red, indican que las fracciones de C. tamariscifolia y la hidroquinona pueden auto-oxidarse y
generar H20. Por todo ello, los fenoles redox activos presentes en C. tamariscifolia serian los
responsables tanto de los efectos antioxidantes como citotoxicos. En el caso de las fracciones apolares,
el grupo hidroguinona de los derivados prenilados de la hidroquinona, seria el responsables de los efectos
citotoxicos (a través de un mecanismo prooxidante secundario a su auto-oxidacion) y de los efectos
antioxidantes (mecanismos clasicos).

Palabras clave: Algas marinas, Checklist, Parque Nacional Al-Hoceima, Marruecos, areas marinas
protegidas del Mediterraneo, Carpodesmia tamariscifolia, Cystoseira, evaluacion quimica y
farmacoldgica, antioxidante, citotoxico, compuestos fendlicos, redox activos
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Abstract

The Mediterranean Sea considered as a marine biodiversity hot spot. Despite this, the seaweeds
diversity and bioactivity of the Mediterranean basin are still not fully known, especially in the
Mediterranean Marine Protected Areas (MPAS) including, Al-Hoceima National Park of Morocco
(PNAH).

This thesis improves the knowledge of the macroalgal flora from the Mediterranean of Morocco
and provides the first comprehensive checklist of the seaweeds of PNAH, based chiefly on our own
original collections, and complimented by literature records.

Using present-day taxonomy, the total number of taxa at both specific and infraspecific levels
currently accepted is 307 taxa with 208 Rhodophyta (39 families), 51 Ochrophyta (13 families) and 48
Chlorophyta (13 families). Ninety six of these taxa were not found in our samples, 93 were new to the
PNAH, and the taxonomic identity of 30 taxa was amended.

Principally, 211 taxa (144 Rhodophyta, 30 Phaeophyceae and 37 Ulvophyceae) were identified
from all of our sampling expeditions. From the totality of taxa, five red algae were signaled for the first
time in the Mediterranean Sea: Champia compressa, Diplothamnion jolyi, Polysiphonia havanensis,
Tiffaniella gorgonea, Jania capillacea, nine species were newly reported from Morocco: 8 Rhodophyta
and one green alga. Furthermore, 12 others species (10 red, 1 brown and 1 green alga) are new records
for the Mediterranean coast of Morocco. Besides this, confirmed records are mentioned for 20 species,
whether in Africa, in Morocco or in the Moroccan Mediterranean coast.

This accessible checklist to the international community could serve as an infrastructure for future
algal investigations of the taxa in this Specially Protected Area of Mediterranean Importance.

Regarding the pharmacochemical studies, the brown alga Carpodesmia tamariscifolia
(=Cystoseira tamariscifolia) was extracted consecutively with hexane, dichloromethane and methanol
and further fractionated using Sephadex LH-20 and silica gel columns. The twelve C. tamariscifolia
fractions were subjected to liquid chromatography mass spectrometry analysis and evaluated for their
total phenolic content (Folin-Ciocalteu assay), radical scavenging activity (DPPH assay), cytotoxic
activity (MTT assay on the SH-SY5Y cell line), and ability to generate H.O2 (Amplex Red assay).

The chromatographic and phenolic analysis of the fractions indicate that abundant redox-active
phenols are present in all the fractions and that plenty of prenylated hydroquinone derivatives are
present in the apolar ones. In the hexane (CtH) and dichloromethane (CtD) fractions, the antioxidant
and cytotoxic activity is closely related to their phenolic content; in the methanol fractions (CtM), the
antioxidant activity is positively related to the phenolic content while the cytotoxicity is negatively
related to it. For the same tests, hydroquinone behaves as both strong cytotoxic and antioxidant agent.
H20- assay shows that C. tamariscifolia fractions and hydroquinone can autoxidize and generate H2O».

Our pharmacochemicals results suggest that redox-active phenols produce the pharmacological
effects described for C. tamariscifolia. The hydroquinone moiety of prenylated hydroquinone
derivatives is the responsible for both cytotoxic (through a prooxidant mechanism secondary to its
autoxidation) and antioxidant effects of the apolar fractions.

Key words: Seaweeds, Al-Hoceima National Park, Checklist, Mediterranean Marine Protected Areas,
Morocco, Carpodesmia tamariscifolia, Cytoseira, pharmacochemical studies, antioxidant, cytotoxic,
phenolic compounds, redox-active.
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1.1. Présentation générale des algues marines

Le terme algue a été connu depuis les civilisations anciennes, introduit pour la premiére
fois par Linnaeus en 1753. Ensuite, en 1789 A. L. de Jussieu a classé les plantes et délimiter
les algues du reste du monde végétal jusqu’a son statut actuel. La branche de la botanique, qui
étudie les algues, est connue sous le nom de Phycologie.

Les algues constituent un groupe hétérogéne d'organismes photoautotrophes tres divers
dont la chlorophylle (a) est le principal pigment photosynthétique (Lee 2008). L’appareil
végétatif des algues pluricellulaires est souvent bien différencie, mais toujours
morphologiquement et anatomiquement different de celui des plantes supérieures, il est
relativement simple est appelé « thalle ». Les dimensions et les formes des algues sont tres
variables, certaines sont microscopiques (microalgues) (Figure 1.1) et d’autres sont
macroscopiques (macroalgues) (Figure 1.2). Toutefois, il existe des algues qui peuvent
atteindre plusieurs métres de longueur, mais elles ont toutes des caractéres communs. Jusqu'a

présent, les algues comprennent plus de 156 000 especes et infraspécifiques especes sont

décrites dans le monde (Guiry & Guiry 2019).
A

10 ym

Figure 1.1. Espéces de microalgues de la cbte méditerranéenne du Maroc. (A) Dinophysis caudata;
(B) Ceratium arietinum; (C) Exemple d’euglénophycées du genre Eutreptia (Photos: G. PMA).
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Figure 1.2. Espéces de macroalgues & marée basse sur la cote
Méditerranéenne du Maroc (PNAH). (Photos: G. PMA).

Le terme «Seaweed» est souvent utilisé populairement pour décrire les algues marines
benthiques (macroalgues). Ces macroalgues sont définies comme des organismes eucaryotes
multicellulaires avec une immense diversité morphologique, outre la grande variété des
structures et formes cellulaires et 1I’expression de leurs biocycles. Leur diversité morphologique
résulte de leur origine polyphylétique au sein de lI'arbre de vie des eucaryote (Keeling 2013;
Barsanti & Gualtieri 2014; Silberfeld et al., 2014).

Pour reconnaitre une macroalgue marine, le phycologue remarquera principalement son
aspect et son habitat. En ce qui concerne l'aspect, les caracteres les plus intéressants pour
reconnaitre les macroalgues a un niveau spécifique sont essentiellement la couleur, la forme et
la structure du thalle, ainsi que la présence ou non de calcification (Figure 1.3). Dans certains
cas, des détails concernant sa reproduction et la forme des organes reproducteurs.
L’identification précise du matériel biologique nécessitera une observation microscopique

détaillée des caractéres végétatifs et reproducteurs (Rodriguez-Prieto et al., 2013).

Figure 1.3. (A) Algue calcaire Tenarea tortuosa; (B) Algue non calcaire
Rissoella verruculosa (PNAH). (Photos: G. PMA).


https://scholar.google.com/citations?user=VnTKS6AAAAAJ&hl=en&oi=sra

Chapitre 1

Bold et Wynne (1985) ont noté que la diversité morphologique et la cytologie des algues
rendent leur détermination difficile. Les différences entre les divisions d’algues sont évidentes
lorsque I'on compare les pigments photosynthétiques, les réserves alimentaires, la paroi
cellulaire, type de mitose, la structure flagellaire, la morphologie et les antécédents biologiques
(Tableau 1.1).

Tableau 1.1. Caractéristiques générales des cellules de différents groupes de macroalgues
(Rodriguez-Prieto et al., 2013. Modifiée).

Chlorophyta Ochrophyta Rhodophyta
(Algues vertes) (Algues brunes) (Algues rouges)

Chlorophylles a, d, a,

Chlorophyll b
orophyties 4, b, o, Chlorophylles a, ¢, | P caroténe et divers

B caroténe et divers

Composition . C2, B carotene et xanthophylles,
. . xanthophylles. parfois . . .
pigmentaire svohoneine et divers Phycoérythrine,
. yp . xanthophylles phycocyanine et
siphonoxanthine .
allophycocyanine
Subs,,tance de Amidog @R Chrysolaminarine Amidon floridéen
réserve fructane
Nombre de
membranes de 2 4 2

chloroplastes

En groupes de 2, 4, 6
ou plus, formant

T Groupésde 3en 3 Libres non groupés
UELeiis lamelles, pseudo- P group
grana ou grana.
.. Microfibrilles de MICI‘OfIbI‘I”ES: de Microfibrilles de
Paroi interne cellulos. Parfois de
cellulose cellulose.

xylose ou omanose

Amorphe, avec des
P Amorphe, avec des

: Amorphe, de nature alginates et
Paroi externe . . galactanes (agar et
peptidique polysaccharides ,
. carraghénane)
sulfatés

Les algues marines peuvent étre classées également en fonction de leurs aspects
cellulaires, leurs modes de vie, leur mode de fixation aux substrats et la nature de ces derniers.
Dans leur environnement naturel, les macroalgues se développent attachées aux divers supports
par des structures spécifiques, qui selon leur degré de complexité morpho-anatomique seront

nommeées, par exemple, des crampons, des rhizoides et des disques. Elles peuvent s’aggripper
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a des substrats minéraux, rocheux (épilithiques) (Figure 1.4. A) ou sableux (épipéliques)
(Figure 1.4. B). De méme, elles peuvent se developper, sur des animaux (épizoiques) (Figure
1.5. A) ou sur d’autres algues (épiphytes) (Figure 1.5. B) Certaines algues minuscules vivent a

I’interieur d’autres thalles (endophytes) (Figure 1.6) ou dans les tissus d’animaux (endozoique).

e

Figure 1.4. (A) Algues épilithiques: Ceramium sp. (B) Algues épipéliques (Photos: G. PMA).

Figure 1.5. (A) Algue épizoique: Pachymeniopsis lanceolata sur un bivalve; (B) Algue épiphyte:
Ceramium diaphanum sur Cladophora sp. (Photos: G. PMA).

Figure 1.6. Algue endophyte: Schmitziella enodophloea dans Lychaete pellucida (Photos: G. PMA).
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W.H. Harvey est considéré comme 1’un des premiers phycologues qui a proposé la
premicre classification descriptive des algues, alors qu’il a reprit les idées de Lamouroux
(1813). Depuis W.H. Harvey (1836), plusieurs classifications ont été proposées en fonction de
divers caractéres, notamment morphologiques, physiologiques, biochimiques et, plus

récemment, les caracteres moléculaires ont également été pris en compte.
1.2. Les grands groupes des algues marines

1.2.1. Classification des macroalgues

La classification est le regroupement systématique d'organismes en catégories sur la base

de relations entre eux, cette relation pouvant étre évolutive ou structurelle.

Conformément au code international de nomenclature botanique (ICBN), les principaux
rangs hiérarchiques pour la classification des algues sont: la Division (Phylum,
Embranchement), la Classe, I’Ordre, la famille, le Genre et I’Espéce, (Chapman & Chapman
1973; Tehler 1996; Silva et al., 1996; Sharma 2011). Les différentes catégories recommandées
pour les d’algues, par ICBN sont illustées dans le tableau 1.2.

Tableau 1.2. Suffixes utilisés pour désigner les groupes régis par le code de la nomenclature
botanique (ICBN), selon le rang des algues.

Rang du taxon des algues Suffixe Exemple
Embranchement ou Phylum -phyta Chlorophyta
Sous-phyllum -Phytina Chlorophytina
Classe -phyceae Ulvophyceae
Sous-classe -phycidae -

Ordre -ales Cladophorale
Sous- ordre -inale -
Familles -aceae Cladophoraceae
Sous-famille -Oideae -

Tribu -eae -

Sous- tribu -inae -

Le systeme de classification des macroalgues a toujours connu une évolution au fil des
annees. Il est géneralement admis, selon les traveaux de Pereira (2009, 2010, 2018), que les

algues vertes sont incluses dans le phylum Chlorophyta reconnues par une pigmentation
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identique a celle des plantes terrestres (chlorophylles a, b et caroténoides), les algues rouges
appartiennent au phylum Rhodophyta dont les pigments photosynthétiques sont la chlorophylle
a, les phycobilines (R-phycocyanine et R-phycoérythrine) et les caroténoides, principalement
le B-caroténe, la lutéine et la zéaxanthine. Alors que les algues brunes font partie du phylum
Ochrophyta (ou Heterokontophyta), classe Phaeophyceae, avec un complex pigmentaire
renfermant des chlorophylles a, ¢ et des caroténoides, dominés par les xanthophylles dont la

fucoxanthine.

1.2.2. Reproduction chez les macroalgues

Il existe deux modes de reproduction chez les algues. Le mode asexué qui est assez fréquent
chez I’ensemble des algues. Dans ce cas, 1’algue se reproduit sans I’intervention d’organes
sexuels, ce qui fait que I’individu descendant maniféstera des caractéristiques génétiques
identiques a I’individu souche. Elle se fait de trois différentes facons: par la production de
structures pluricellulaires particuliéres (propagules, proliférations..), par le bris d’une partie
d’un thalle, par bourgeonnement, ou par apparition d’une masse de cellules specialisées sur le
thalle (spores). Ces différentes structures, aprés separation de I’individu mére, donneront de
nouveaux individus typiquement identiques aux parentaux. Le mode sexué: Il est fréquent et
aléatoire, 1’individu nait de la fusion de deux gametes (cellules sexuelles) qui donnera un

individu génétiquement différent de I’individu souche.

Les algues rouges sont les seuls végétaux connus qui se reproduisent avec alternance
de trois générations. La reproduction ne fait jamais intervenir d’é¢léments flagellés. La
fécondation est comparable a une oogamie dans laquelle les gamétes males (spermaties)
dépourvues de mobilité sont transportés passivement sur une partie réceptrice caracteristique

de I’ooyste (carpogone) nommée le trichogyne (Ozenda 2000).

1.2.3. Chlorophyta (Algues vertes)

Les algues vertes (Figure 1.7) sont comme toutes les macrophycophytes photosynthétiques
qui jouent un rdle important dans 1’oxygénation des eaux. Elles sont caractérisées par la
présence de chloroplastes a double membrane et a thylacoides empilés (rappelant I’organisation
granaire des Embryophytes), les chlorophylles (a) et (b) et de I’amidon intraplastidial colorable
en bleu par la solution iodo-iodurée. Les cellules constituant le thalle sont eucaryotes et
contiennent donc tous les organites cellulaires tels que des noyaux bien organisés, des plastides
membranaires, des mitochondries, des corps de Golgi, du réticulum endoplasmique et des vraies
vésicules. Les formes nageuses possedent en général deux ou quatre flagelles (parfois plus)

lisses, identiques acrocontées ou stéphanocontées (Mattox & Stewart 1984; Hoffmann 1989;
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Chapman et al., 1991; Leliaert & Coppejans 2006; Norris 2010; Lemieux et al., 2015; Boedeker
et al., 2016). Jusqu’a maintenant, environ de 4270 especes d’algues vertes ont été identifiées a

I’échelle mondiale (Guiry 2012; Guiry & Guiry 2019).

Figure 1.7. Algues vertes. (A) Ulva sp.; (B) Codium tomentosum; (C) Codium adhaerens;
(D) Ulva intestinalis (Photos: G. PMA).

1.2.4. Rhodophyta (Algues rouges)

Les Rhodophytes ou algues rouges (Figure 1.8) forment un groupe trés diversifié, elles
sont rarement unicellulaires mais le plus souvent filamenteuses ou a aspect plus ou moins
compacte, avec une disposition plus ou moins hiérarchisée des rameaux. Leur structure peut
étre uni-ou multiaxiale. Ces algues sont les seuls végétaux connus qui se reproduisent avec
alternance de trois générations et aucune phase de leur biocycle ne fait apparaitre de stades
flagellés.

Les algues rouges ne produisent pas d’amidon proprement dit, mais un glucide de plus
faible poids moléculaire, analogue au glycogene, appelé «amidon floridéen» ou rhodamylon
(Ozenda 2000; Feldmann 2008), ¢’est un amidon particulier toujours extraplastidial prenant une

teinte rougeatre au contact de 1‘iode. Leurs pigments sont constitués par des chlorophylles (a)
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et (d), des a et B-caroténes, des xanthophylles et des biliprotéines (Phycoérythrine et
Phycocyanine).

.:‘ . T . ) ‘v . :-_ ., :‘_ “’ 1
Figure 1.8. Algues rouges. (A) Asparagopsis armata; (B) Ellisolandia elongata; (C) Lomentaria
articulata; (D) Sphaerococcus coronopifolius; (E) Botryocladia botryoides (Photos: G. PMA).

Parmi les algues rouges marines, il existe des formes plus ou moins volumineuses et
charnues se rencontrant dans les régions tempérées fraiches, tandis que les especes trouvées
dans les mers tropicales sont généralement petites et filamenteuses. Elles présentent également
un degré elevé d'épiphytisme et de parasitisme avec une spécificité considérable. Les espéces
épiphytes possédent une forme et une pigmentation normales, mais les especes parasites
présentent une grande réduction de leur forme et de leur pigmentation. Le thalle des algues
rouges se caracterise par la formation de synapses secondaires (Figure 1.9). Certaines espéces
peuvent présenter également des cellules spécialisées comme les cellules sécrétrices (Figure
1.10).

Les Rhodophytes ont la capacité de vivre plus profondément que les espéces d'autres
groupes d'algues. Certains genres tels que Gigartina et Schizymenia puissent atteindre jusqu'a
un métres (Smith 1944; Maggs & Hommersand 1993) et deux métres (Abbott 1967; Norris
2014) respectivement. Toutefois, les algues rouges n’atteignent généralement pas la taille des
grandes algues brunes. Le phyllum Rhodophyta regroupe environ 7280 espéces (Guiry 2012;
Guiry & Guiry 2019) et elles sont les plus nombreuses et les plus diversifiées.
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PMA).

Figure 1.10. (A) Aspect generale de Antithamnionella boergesenii; (B) Cellules sécrétrices
(Photos: G. PMA).

1.2.5. Ochrophyta (Algues brunes)

Les algues brunes (Figure 1.11) présentent toujours une structure filamenteuses plus ou
moins compacte, mais jamais unicellulaires, elles sont souvent de grande taille et certaines
peuvent atteindre 75 meétres de longueur (Macrocystis pyrifera, connu sous le nom kelp géant).
Elles possedent des plastes bruns contenant des chorophylles (a) et (c), du B-carotene et des
xanthophylles (surtout de la fucoxanthine et de la diatoxanthine). Elles ne produisent jamais
d’amidon et leurs matieres de réserve consistent en laminarine et en mannitol. Leur couleur est

due a I’abondance des pigments bruns, la fucoxanthine, qui masque les chlorophylles (a) et
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(c). Leur couleur brune est également influencée par la présence de phlorotannins stockés dans

des vésicules appelées physodes (Goodwin 1974; Schoenwaelder 2008).

e Ao 3 —_— ) i 2 ‘a:' ‘ 3
Figure 1.11. Algues brunes. (A) Bifurcaria bifurcata; (B) Colpomenia sinuosa;
(C) Carpodesmia tamariscifolia; (D) Dictyota dichotoma (Photos: G. PMA).

Les especes d’Ochrophyta se rencontrent dans toutes les mers du monde, mais
principalement diversifiées dans les mers froides et tempérées ou elles forment les grandes
foréts sous-marines. Elles peuvent aussi étre trouvées dans les eaux tropicales, mais

représentent des especes de grands thalles et forment les populations les plus denses.

Les Phaéophytes sont adaptées a une grande variété de niches écologiques marines, un
grand nombre d’espéces Se trouve dans la zone intertidale ou littorale supérieure, ou les facteurs
environnementaux tels que la température et la salinité peuvent changer considérablement en
24 heures.

Les algues brunes comprennent plus de 4250 especes (Guiry 2012; Guiry & Guiry 2019),
la majorité sont regroupées dans la classe des Phaéophyceae (environ 2058 espéces), dont
I’ordre Fucales renferme plus de 550 especes se répartissent en 9 familles, dont la famille
Sargassaceae présente plus de 90% de la totalité des especes identifiées (environ 515). Parmi
les 59 des genres cités de cette famille, on trouve le genre Cystoseira qui regroupe 33 des
espéces (Guiry & Guiry 2019).
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e Présentation de genre Cyctoseira C. Agargh

Le genre Cystoseira a été décrit pour la premiére fois par C. Agardh (1820) dans son livre
intitulé Species algarum, cette nomenclature provient d’une caractéristique morphologique,
I’existence de flotteurs (cysto-) arrangés en chaines (-seira) sur le thalle de ces spécimens.
Cystoseira est un genre polyphylétique d'algues marines, qui regroupe actuellement 33 especes
et 14 taxa intraspécifiques réparties dans le monde entier dans des eaux subtropicales (Guiry &
Guiry 2019). En effet, ce genre exclusivement marin, la plupart de ses especes se répandent le
long de la Mediterranée et sur les cOtes de I'Atlantique Nord-Est, du Cap-Vert aux Tles
Britanniques (Amico 1995; Draisma et al., 2010; Guiry & Guiry 2019).

Du point de vue morphologique, Cystoseira se caractérise par un thalle partiellement
vivace qui peut varier de 30 cm a quelques metres de longueur, avec un aspect cylindrique (Ex:
Cystoseira usneoides (Linnaeus) M.Roberts) ou aplatis (Ex: Cystoseira compressa (Esper)
Gerloff & Nizamuddin). Les thalles sont fixés au substrat rocheux par un disque conigue a base
fibreuse. Leur morphologie trés ramifiée confere a ces algues une caractéristique semblable a
un arbuscule (Figure 1.12). Les raeaux latéraux sont ramifiées a plusieurs reprises de maniere
pennée une, deux ou trois fois et portent parfois de courts appendices filiformes ou spiniformes.
En dépit de ses caractéristiques communes, l'accent est mis sur la variabilité du genre, non
seulement entre les espéces, mais aussi entre les individus d'une méme espéce et dans le méme

individu au cours des différentes saisons (Roberts 1967).

Figure 1.12. Organisation générale d’un thalle de Carpodesmia tamariscifolia. (A) Disque basal;
(B) Axe primaire epais; (C) Axe secondaire; (D) Axe tertiaire (Réalisation, H. Moussa).
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Il convient de noter également le fait que certaines especes (C. tamariscifolia (Hudson)
Papenfuss et C. nodicaulis (Withering) M. Roberts, par exemple) peuvent présenter une
irisation bleue, violette ou verte lorsqu'elles sont observées sous I'eau (Figure 1.13). L'irisation
peut varier chez différents individus de la méme espece sous différentes latitudes, ou chez le
méme individu a différentes périodes de I'année (Ercegovic 1952; Norris 2010; Cormaci et al.,
2014). Des études ont révélé que I'irisation est due a des inclusions cellulaires de type physodes,
qui sont protéiques et contiennent également des polysaccharides et des composes phénoliques
tels que les phlorotannins (Pellegrini 1980; Ragan & Craigie 1976).

Figure 1.13. Irisation bleue sous I'eau chez 1’algue brune Carpodesmia tamariscifolia (Anon 2017).

Trés recemment, Orellana et al. (2019) ont analysé la diversité et la relation
phylogénétique des specimens du genre Cystoseira sensu lato de I'Atlantique Est et de la
Méditerranée. Les résultats de cette étude fournissent des preuves solides pour résoudre les
problémes et les abberations taxonomiques connues entre la plupart des espéces répertoriées
sous le genre Cystoseira dans I'Atlantique Est et en Méditerranée. Ce genre, si diversifé, se
montre alors réparti en trois clades (représentant trois genres). En effet, des études

morphologiques ont confirmé parfaitement la distinction entre ces genres:

Le premier clade correspond au genre Cystoseira sensu stricto, y compris l'espéce type C.
foeniculacea (Linnaeus) Greville (Ex: C. compressa (Esper) Gerloff & Nizamuddin, C. humilis
Schousboe ex Kitzing). Les especes de Cystoseira se caractérisent par un aspect caespiteux et
la présence des réceptacles a conceptacles groupés sans appendices épineux.

Le deuxieme clade correspond a Treptacantha gen. emend., avec Treptacantha abies-
marina (S.G. Gmilin) Kitzing, comme espéce type. Onze autres espéces de I'Atlantique et/ou
de la Méditerranée ont été transférées a ce genre. Le concept de Treptacantha a été mieux
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redefini en utilisant les caracteres morphologiques suivants: rameaux primaires lisses au moins
dans la région basale, cellules corticales a parois épaisses et des cellules du méristoderme de

forme carrée en coupe transversale.

Le dernier clade correspond a Carpodesmia gen. emend., avec Carpodesmia zosteroides
(Turner) Greville, comme espece type. Six autres espéces méditerranéennes plus Carpodesmia
tamariscifolia atlantico-mediterranéenne ont été transférées a ce genre. Le concept de
Carpodesmia était mieux defini pour inclure de nouvelles caractéristiques morphologiques:
tous les rameaux ont des épines, des cellules corticales & parois minces et des cellules du

méristoderme rectangulaires en coupe transversale.

e Espéce Carpodesmia tamariscifolia (Hudson) Orellana & Sanson (Cystoseira

tamariscifolia (Hudson) Papenfuss)

Les cotes méditerranéennes du Maroc abritent plusieurs espéces des Sargassaceae,
parmi lesquelles, on trouve Carpodesmia tamariscifolia (= Cystoseira tamariscifolia) (Figure
1.14) qui est I’une des espéces les plus abondantes. Elle a été observée pour la premiére fois
par par Linnée en 1759 et citée a I’époque comme «Fucus selaginoides», puis redécrite par
Hudson en 1762 qui lui a attribué le nom basionyme Fucus tamariscifolius. La dénomination

actuelle a été donnée par Orellana & Sanson in Orellana et al. (2019).

Figure 1.14. Carpodesmia tamariscifolia du Parc National d’Al-Hoceima (Photos: G. PMA)

Carpodesmia tamariscifolia est une algue érigée, touffue, de couleur brune dont les thalles
peuvent atteindre 60 cm de hauteur, mais généralement de 30 a 45 cm. La fronde est cylindrique
avec des rameaux irréguliers. Les organes reproducteurs localisés a I'extrémité des rameaux
sont longs, ovales et épineux. Elles présentent, selon I’habitat et les saisons, des petites

aérocystes volumineux qui se localisent généralement en dessous des organes reproducteurs.
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Lorsque la plante est observée dans son milieu naturel (sous I'eau), elle présente une irisation
bleu-vert. Cette espéce peut étre localiée dans les cuvettes rocheuses du médiolittoral jusqu’a
I’infralittoral superieur (Figure 1.15). Elle pousse sur les rivages rocheux et les plaines
graveleuses (Pereira 2015, 2016).

Figure 1.15. Carpodesmia tamariscifolia dans ’infralittoral supérieur (PNAH) (Photos: G. PMA)

L’espéce s'étend sur les cotes Atlantiques de I’Europe et de 1’ Afrique (Prud’homme van
Reine et al., 2005; Garcia-Fernandez & Béarbara 2016; Gallardo et al., 2016; Anon 2017;
Bermejo et al., 2018; Burel et al., 2019). Des populations ont également été signalées en
Méditerranée (Taskin et al., 2008, 2012; Ould-Ahmed et al., 2013; Moussa et al., 2018).

Dans I’ensemble, les macroalgues intertidales vivent dans des habitats complexes soumis
a des conditions environnementales extrémes (par exemple, les fluctuations de la salinité, les
variations de la température, disponibilité des nutriments, les effets de I'irradiation UV-Vis et
de la pression). Par conséquent, ces conditions ont conduit a 1’élaboration de stratégies de
défense chimique conduisant a la création d’une grande variété de métabolites secondaires et
une diversité significative de composés naturels avec différentes structures chimiques (Cardozo
et al., 2007).

1.3. Les macroalgues marines: Source de produits naturels et de composés
bioactifs

La biodiversité est vitale dans le screening de nouvelles entités chimiques lors de la
recherche et la découverte des produits naturels actifs. Dans ce contexte, la recherche de

nouveaux composés biologiquement actifs provenant d'organismes marins peut étre considérée
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comme un champ presque illimité. Les organismes marins produisent une grande quantité de

métabolites secondaires que 1’on ne trouve souvent pas dans les organismes terrestres.

Depuis le début de I'histoire humaine jusqu'a nos jours, les algues marines jouent un réle
majeur en tant que producteurs primaires dans les océans, outre qu’elles considérées comme
une source majeure d'aliments et de divers produits de consommation. Plus récemment, elles
sont devenues des sources principales de composés bioactifs naturels a utiliser dans différents
domaines tels que les produits pharmaceutiques et cosmétiques (Faulkner 2002). Environ 150
espéces de macroalgues sont consommées comme aliments et 250 ont d'autres utilisations

commerciales (Kumari et al., 2011).

Les macroalgues possédent des capacités biologiques intéressantes qui peuvent améliorer
la santé humaine, en raison de leur faible teneur en lipides et de leurs concentrations élevées en
vitamines, minéraux, protéines, fibres alimentaires et polysaccharides (Barsanti & Gualtieri
2006; Pereira 2012; Wells et al., 2017). Ainsi, les progres technologiques ont permis d'en
extraire des produits nutraceutiques d'importance commerciale des algues marines, notamment

les AGPI w-3, les caroténoides, la fucoxanthine, la phycoérythrine et le p-caroténe (Kim 2013).

Traditionnellement, les algues ont été incorporées dans le régime alimentaire via des sushis,
des salades, des soupes, etc. Récemment, les algues fraiches et séchées ont acquis une popularité
croissante dans la cuisine gastronomique en tant qu’accompagnements, garnitures et
condiments. Selon I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO;
12), 1.1 million de tonnes d'algues sont récoltées chaque année, la majeure partie de la biomasse
étant utilisée dans les industries des phytocolloides et de I'alimentation (Bixler & Porse 2011;
Stengel & Connan 2015). En 1990, le gouvernement francais a publié une réglementation sur
l'utilisation des algues marines (y compris plusieurs algues brunes telles que Ascophyllum
nodosum, Fucus vesiculosus, Fucus serratus et Undaria pinnatifida) en tant qu'ingrédients bruts
ou semi-transformés dans les aliments préparés. En effet, plusieurs especes sont consommeées
apres avoir subi seulement des traitements mineurs tels que le séchage. Les algues ont
¢galement été utilisées dans de nombreux pays d’Asie de I’Est (Japon, Corée et Chine) et dans
les cultures celtiques d’Europe (Irlande, Ecosse et Bretagne) comme additifs dans les domaines

de la cosmétique et de I’industrie alimentaire (Rebours et al., 2014; Anis et al., 2017).

Les applications cosmétiques des algues marines sont bien connues depuis longtemps et
sont utilisées dans la préparation du savon, des lotions, des nettoyants, des crémes, du
shampooing, les soins de visage, etc. L'amélioration cosmétique est devenue significative en

raison de la présence de composés bioactifs. Comme I’exemple de 1’entreprise «Celtalga
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Extract», qui est une spin-off de l'université de Santiago de Compostela (USC, Espagne), dont
I'activité est axée sur la production des produits cosmétiques a base d'extraits aqueux des algues
de la cote galicienne, principalement Ascophyllum nodosum, Undaria pinnatifida, Fucus

vesiculosus, Sargassum muticum et Ulva lactuca.

Comme les plantes terrestres, les algues possédent, aussi des molécules et des substances
favorables a la santé et qui sont essentiels pour les produits cosmétiques, tels que les fibres

alimentaires, les acides gras -3, les acides aminés nécessaires, les vitamines A, B, C et E.

Les extraits d’algues marines présentent de nombreux avantages connus depuis des
milliers d'années, mais leurs principes actifs ne sont reconnus que depuis I'époque moderne. La
chimie des produits naturels (PNs) est I’'un des domaines les plus développés en biotechnologie.
Toutefois, la découverte de nouveaux composes a partir des algues est généralement étayée par
des méthodes analytiques telles que la RMN et la spectroscopie. En effet, la phytochimie des
macroalgues a commenceé dans les années soixante du XX siecle (Faulkner 1984), et depuis
lors, les macroalgues ont présenté plus de 3000 PNs, ce qui représente environ 13% des
composés signalés chez des organismes marins en général (Leal et al., 2013; Blunt et al., 2015).
En particulier, la revue bibliographique de Leal et al., (2013) montre que la plupart des PNs
dérivés d'algues ont été isolés de Rhodophyta (53% du total sur la période 1965-2012), suivi
des Ochrophyta (39%) puis de Chlorophyta (8%).

Il est & noter que, la composition chimique des algues dépend de divers facteurs tels que
I'espéce, la période de la collecte, I'habitat géographique, la température de I'eau, l'intensité
lumineuse et la disponibilité des éléments nutritifs dans I'eau (Mabeau & Fleurence 1993;
Marinho-Soriano et al., 2006). Par conséquent, on constate souvent que de grandes différences
de composition peuvent s’observer entre des macroalgues du méme genre et de la méme espece
(Martinez & Rico 2002; Dawczynski et al., 2007), ce qui rend les comparaisons difficiles. Il
parait alors important de disposer d’une estimation du profil nutritionnel des macroalgues

comestibles.

Les macroalgues sont considérées comme une excellente source naturelle de métabolites
primaires et secondaires qui pourraient conduire au developpement d'aliments innovants et de
nouveaux composés dotés d'un large éventail d'activités biologiques (Figure 1.16). Cette
activité peut étre définie comme 1’effet spécifique d’une substance, ou une réaction d’un étre
vivant (organisme, organe, tissu, cellule, enzyme) contre son exposition a un composé donné

ou un melange de composés (par exemple des extraits). Les composes bioactifs présents dans

16



Chapitre 1

les algues ont été identifiés comme étant des polysaccharides, des acides gras, des glycolipides,

des stéroides, les pigments, les composés phénoliques et les terpénoides.
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Figure 1.16. Les activités biologiques de macromolécules issues des algues marines
(Réalisation, H. Moussa).

Les macroalgues contiennent des quantités importantes de protéines (Lourenco et al.,
2002), qui sont des facteurs importants et essentiels pour établir la valeur nutritionnelle des
aliments. Il a été rapporté que les algues rouges et vertes avaient des concentrations en protéines
relativement élevées, comprises entre 10 et 30% de la matiére seche (Mabeau & Fleurence
1993; Burtin 2003). En revanche, chez les algues brunes, la teneur en protéines est généralement
plus faible, variant entre 5 et 15% (Burtin 2003; Dawczynski et al., 2007). Quelques exceptions
ont toutefois été signalées, telles que les teneurs en protéines chez Fucus serratus et Undaria
pinnatifida qui ont été rapportées de 44% et 21,3% respectivement (Marsham et al., 2007;
Misurcova et al., 2012).

Les lipides jouent des rbles divers et critiques dans le métabolisme. La teneur en lipides
des macroalgues ne représente que 1 a 5% de la matiere séche (Burtin 2003). La contribution
de cette classe de molécules en tant que source d’énergie semble donc étre limitée (Burtin
2003). Cependant, les Phaeophyceae telles que les Cystoseira font partie des algues a plus forte
teneur en lipides, en particulier en acides gras polyinsaturés (AGPI), par rapport aux algues
appartenant a d'autres phylums (Colombo et al., 2006; Pereira et al., 2012). Les AGPI
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représentent prés de la moitié de cette fraction lipidique, une quantité significative d’acides gras
se présentant sous la forme d’acides gras «oméga-3» et «oméga-6», tels que
I’eicosapentaénoique (EPA) et d’acides arachidoniques (AA), respectivement (MacArtain et
al., 2007). Les AGPI régulent un large éventail de fonctions dans le corps, telles que la pression
artérielle, la coagulation du sang, ainsi que le développement et le fonctionnement correct du
cerveau et du systeme nerveux (Patterson et al., 2012). En outre, les AGPI jouent un réle dans
la régulation des réponses inflammatoires par la production d’eicosanoides, qui sont des

médiateurs inflammatoires connus (Calder 2006).

La concentration en glucides des macroalgues est considérée comme élevée. Cependant, la
digestibilite de ces glucides est faible (Bocanegra et al., 2009). Les polysaccharides standards
dans les algues brunes sont la laminarine, la cellulose, les alginates, le mannitol et le fucoidane.
La plupart de ces polysaccharides ne sont pas digestibles par les sucs du tractus gastro-intestinal
humain et peuvent donc étre considérés comme des fibres alimentaires (Dawczynski et al.,
2007). Les polysaccharides de stockage tels que I'agar, les carraghénanes et les alginates sont
les composants les plus exploités. Ces polysaccharides présentent des propriétés texturales et
stabilisantes (MacArtain et al., 2007). lls sont donc utilisés dans les solutions aqueuses

épaississantes, les gels, les films hydrosolubles et les stabilisants.

Les taux de cendres des macroalgues sont associés a la quantité d’éléments minéraux. lIs
sont généralement éleves, en particulier par rapport a ceux des légumes terrestres. Les minéraux
constituent un élément essentiel dans I'alimentation humaine, bien que plus de 95% de I'apport
en minéraux provient des aliments. En outre, les minéraux jouent un réle important dans le
corps humain car ils sont des matériaux structurels pour la construction des tissus et des facteurs
importants dans les réactions vitales, tels que les cofacteurs de nombreuses métalloenzymes.
Les macroalgues sont reconnues comme une source importante de minéraux en raison de leur
capacité a absorber les ions inorganiques de I'environnement, principalement le fer, le

potassium, le calcium et le sodium (Misurcova et al., 2011).

Les polyphénols sont des composés riches en électrons, qui peuvent intervenir avec des
réactions de don d'électrons efficaces et produisent a leur tour des espéces radicalaires
phénoxyle comme intermédiaires en présence d'agents oxydants. Cette caractéristique des
polyphénols est en fait une bonne cause pour le choix des antioxydants naturels (Thomas &
Kim 2011). Les phlorotannins sont des polyphénols majoritaires présents dans les algues
brunes, reconnus pour leurs capacités biologiques. Ces phlorotannins sont des composés

phénoliques a base de phloroglucinol, biosynthétisés par la voie acétate-malonate, hautement
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hydrophiles et d'une large gamme de tailles moléculaires (Target & Arnold 2001). Il s’agit des
oligoméres ou des polymeéres de phloroglucinol (1, 3, 5, 5-trihydroxybenzéne), liés par des
liaisons aryle-aryle (fucols), des liaisons éther (phloréthols, hydroxyphloréthols, fuhalols), ou
les deux (fucophloréthols), ou avec une liaison dibenzodioxine (eckols et carmalols) (Balboa et
al., 2013). Plusieurs chercheurs ont montré que les phlorotannins dérivés d'algues brunes
marines avaient de fortes activités antioxydantes contre les dommages causes par I'oxydation
provoquée par les radicaux libres (Kang et al., 2003, 2004; Heo et al., 2005; Shibata et al.,
2008). En outre, il a été rapporté que certaines pholorotannines telles que le 7-phlorphloroeckol,
le phlorofucofuroeckol A et le 6,6-bieckol montrent des activités inhibitrices contre les deux
enzymes acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase, suggérant la possible de prendre des
phlorotannins comme complément alimentaire pour traiter des perturbations neurologiques tels

que celui de la maladie d'Alzheimer (Yoon et al., 2009).

Au cours de cette derniére décennie, les profils chimiques des algues ont démontré leur
richesse en terpénoides, alcaloides, polyphénols, stéroides, pigments et polysaccharides. De
méme, certaines analyses biologiques ont montré que plusieurs de ces métabolites avaient des
activités pharmacologiques prometteuses (Gouveia et al., 2013a; Peng et al., 2015; Cardoso et
al., 2015; Sun et al., 2018). D’ailleurs, les macroalgues biosynthétisent un ensemble de
métabolites secondaires (Figure 1.17) ayant des effets notamment antioxydants (Roohinejad et
al., 2017; Sonani et al., 2017), anti-inflammatoires (Lee et al., 2013; Fernando et al., 2016),
antimicrobiens (Pérez et al., 2016; Shannon & Abu-Ghannam 2016; Roohinejad et al., 2017),
neuroprotecteurs (Pangestuti & Kim 2011) et a propriétés anticancéreuses (Folmer et al., 2010;
Murphy et al., 2014; Hussain et al., 2016; Ruan et al., 2018; Alves et al., 2018a,b).

Cependant, la majorité de ces nouveaux composes actifs sont isolés d’un nombre assez
limité d’algues marines, comme celles du genre Laurencia (algues rouges) ainsi que les genres
des algues brunes tels que Dictyota, Sargassum et Cystoseira qui attirent 1’intention des
investigateurs, malgré que leur potentiel en matiere de découverte de médicaments reste
largement inexploré. Néanmoins, de grands efforts ont été déployés au cours des derniéres

décennies pour étudier cette ressource.
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Activités biologiques des algues
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Figure 1.17. Les activités Biologiques des algues marines au cours des dix derniéres années
(Réalisation, H. Moussa).

1.4. Propriétés antioxydante et anticancéreuse des extraits et des composés

isolés a partir des algues brunes
Les preuves accumulées au cours des deux derniéres décennies suggerent que la poursuite
du stress oxydatif et des dommages oxydatifs peuvent conduire a une inflammation chronique,
qui est associée a un risque accru de développement d'un cancer (Federico et al., 2007; Reuter
etal., 2010).

1.4.1. Activité antioxydante

Récemment, les antioxydants ont attiré beaucoup d'attention, non seulement en tant
gu'aliments fonctionnels, mais également en tant qu’agents biomédicaux afin de contrdler et de

prévenir les maladies dans lesquelles des dommages oxydatifs ont été impliqués.

Un antioxydant est une substance capable d'empécher ou de ralentir I'oxydation d'autres
molécules (Flora 2009). L'oxydation est une réaction chimique pouvant produire des radicaux
libres, conduisant a des réactions en chaine pouvant endommager les cellules. Dans un
organisme, l'oxydation peut causer un stress oxydatif, qui se produit suite a un déséquilibre
entre la production et ’accumulation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) dans les cellules
et les tissus et la capacité d’un systéme biologique a détoxifier facilement ces intermédiaires
réactifs (Pizzino et al., 2017). Ce type de stress est impliqué dans I'activation des facteurs de
transcription multiples, qui conduisent a I'expression différentielle de plus de 500 genes

différents, y compris ceux des facteurs de croissance, des cytokines, des chimiokines, des

20



Chapitre 1

molécules régulatrices du cycle cellulaire et des molécules anti inflammatoires (Reuter et al.,
2010; Imbesi et al., 2013). Ces médiateurs activent des mécanismes complexes et des voies de
signalisation caractérisant 1I’inflammation (Federico et al., 2007; Reuter et al., 2010; Imbesi et
al., 2013). Le résultat final est généralement la génération de radicaux libres qui doivent étre
éliminés pour prévenir les dommages aux cellules. En effet, un radical libre est défini comme
une espece chimique capable d'exister de maniere indépendante, ayant un ou plusieurs électrons
non appariés. Ces électrons non appariés rendent les radicaux libres instables et hautement

réactifs envers les autres substances et méme envers eux-mémes.

Les ROS (comprennent le superoxyde A, I'oxygene singulet b, I'hydroxyle C, le peroxyle
K, l'oxyde nitrique (NO), etc.) sont produites en permanence lors du métabolisme cellulaire
normal (Birben et al., 2012), et peuvent initier la peroxydation des lipides membranaires, ce qui
conduit & l'accumulation de peroxydes lipidiques (Gulgin 2010). Ces ROS jouent des rbles
physiologiques importants, en particulier dans le maintien de I'homéostasie cellulaire et dans la
régulation des fonctions telles que la prolifération, la transduction du signal, I'expression des
génes et l'activation des récepteurs (Droge 2002). En plus des processus biologiques qui
produisent des formes endogénes de ROS, I'organisme humain est également exposé aux ROS
géneérées par l'exposition a des facteurs externes (exogene) (Figure 1.18) tels que les rayons
ultraviolets et rayons X, fumée de tabac, certains polluants, produits chimiques comme les

solvants organiques et les pesticides (Lobo et al., 2010).
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Figure 1.18. Les plus importants facteurs (endogenes et exogénes) qui favorisent la production
des radicaux libre (ROS), menant a I’apparition de stress oxydatif (Réalisation, H. Moussa).
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Lorsque la production de ROS dépasse les mécanismes de protection cellulaire (stress
oxydatif), des niveaux excessifs de ROS peuvent endommager I'ADN, les lipides et les
protéines (Wu et al., 2013). D’ailleurs, la réaction des ROS avec les acides nucléiques des
génomes nucléaire et mitochondrial peut entrainer des mutations et des nombreuses maladies
(Figure 1.19), telles que I'athérosclérose, les maladies inflammatoires, les cancers, les maladies
de la peau, y compris le vieillissement, les maladies ischémiques, le SIDA, I'emphyséme,
I'némochromatose, les maladies cardiovasculaires, les troubles neurologiques, hépatotoxicité,
asthme, ulcerés gastrique et plein d'autres (Taylor & Turnbull 2005; Huamantupa et al., 2011;
Wang et al., 2013; Hayyan et al., 2016). Ces exemples montrent a quel point les radicaux libres
sont dangereux et combien il est important de s’en protéger et de lutter contre eux. Néanmoins,

ces déséquilibres peuvent étre modifiés lorsque les niveaux des antioxydants sont augmentés.
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Figure 1.19. Les lésions cellulaires et tissulaires produites par le stress oxydatif sont
responsables de plusieurs maladies (Réalisation, H. Moussa).

Les mécanismes physiologiques de la défense antioxydante comprennent des voies
enzymatiques (enzymes qui réduisent la peroxydation lipidique) et non enzymatiques (par
exemple, la glutation, la L-arginine et le coenzyme Q) (Lopez-Alarcon & Denicola 2013;
Kumar & Pandey 2015). Outre ces antioxydants endogénes, une variété d’antioxydants
exogenes peut étre obtenue par le biais de compléments alimentaires et nutritionnels (par
exemple, vitamines C et E, flavonoides et caroténoides) (Nimse & Palb 2015; Pizzino et al.,
2017).

Dans la production alimentaire, la protection contre I’oxydation est obligatoire pour assurer
la valeur nutritionnelle et les propriétés organoleptiques telles que la saveur, I’odeur, la couleur
et la texture. Toutefois, dans ces produits, I’autoxydation des lipides par des processus

chimiques, thermiques, électromagnétiques et / ou enzymatiques est un événement fréquent
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entrainant une augmentation des radicaux libres. Par exemple, les hydroperoxydes lipidiques
sont instables et facilement convertis en produits d’oxydation secondaires (aldéhydes, cétones,
alcools, hydrocarbures, etc.) qui affectent la qualité des aliments (Balboa et al., 2013). Plusieurs
antioxydants synthétiques comme I’exemple de [I’hydroxyanisole butylé (BHA),
I'nydroxytoluene butylé (BHT), le gallate de propyle (PG) et la tert-butylhydroquinone (TBHQ)
ont été utilisés pour éviter I'oxydation des aliments et d'autres produits, bien qu'ils aient été
associés a des effets secondaires indésirables tels que la toxicité et la cancérogénicité (Lanigan
& Yamarik 2002). Par conséquent, les problemes de sécurité ont entrainé un besoin croissant
d'étudier et d'identifier d'autres sources d'antioxydants pouvant étre utilisées dans l'industrie
alimentaire (Cho et al., 2011).

Actuellement, les extraits et les composés isolés des macroalgues dotés de propriétés
antioxydantes font l'objet de recherches intensives en raison de la demande croissante d'agents
antioxydants dans les industries alimentaire et pharmaceutique. Dans leur milieu naturel, les
algues marines sont exposées a une combinaison de rayons ultraviolets (UV) et de facteurs de
stress environnementaux (lumiére intense et concentrations élevées en oxygene) qui conduit
facilement a la formation de radicaux libres. Malgré leur exposition a des ROS nocives, les
thalles des algues ne présentent pas de dommages oxydatifs dans leurs composants structuraux
(par exemple, les acides gras), suggérant alors la présence de metabolites dotés de fonctions de
défense antioxydantes protecteurs dans leurs cellules (vitamines, pigments et polyphénols)
(Jiménez Escrig et al., 2001). Dans cette ligne, il a été démontré que les extraits d'une grande
variété de macroalgues et de certains composés purs possedent des propriétés antioxydantes
significatives dans différents tests (Balboa et al., 2013; Farvin & Jacobsen 2013).

Les algues brunes sont souvent décrit dans la littérature en tant que source de composés
antioxydants, en particulier de composés phénoliques. Elles représentent le plus grand nombre
de familles de macroalgues riches en composés bioactifs aux propriétés antioxydantes,
notamment les Sargassacees (Zubia et al., 2009). Plusieurs extraits, fractions et composés ayant
une activité antioxydante ont été isolés a partir d'algues brunes, dont la plupart appartiennent a
la fraction phénolique (Balboa et al., 2013). En ce qui concerne le genre Cystoseira, il a été
identifié comme antioxydant 1’extrait de dichlorométhane/méthanol (1: 1) de C. tamariscifolia
(Zubia et al, 2009), I’extrait aquatique supercritique de C. abies-marina (Plaza et al., 2010),
I’extrait de méthanol de C. hakodatensis (Airanthi et al., 2011), I’extrait de chloroforme de C.
crinita (Mhadhebi et al., 2011), les dérivés de tétraprényltoluquinol de C. crinita (Fisch et al.,

2003) et I’extrait d’hexane de C. compressa (Guner et al., 2015).
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La plupart des composes naturels des Ochrophyta jouissant des propriétés antioxydantes
sont les méroterpénoides. Notamment, les méroterpénes isolés de Sargassum thunbergii ont
montré la capacité de piéger le radical libre de DPPH avec des valeurs de EDso comprises entre
20 et 38 pg/mL, similaires a celles des composés de référence BHT (42 ug/mL) et de 1’a-
tocophérol (23 pg/mL) (Seo et al., 2007). L’analyse chimique de S. siliqguastrum a conduit a
Iisolement de 20 méroterpénoides, dont la plupart ont montré une activité de piégeage
radicalaire dans le test DPPH (valeurs de ECso comprises entre 0,10 et 23,23 pg/mL) (Jung et
al., 2008). D’autres études sur cette espece ont découvert de nouveaux composés montrant une

activité antioxydante trés remarquable (Cho et al., 2008; Lee & Seo 2011).

Un autre groupe de composeés phénoliques couramment trouvés dans les algues brunes sont
les phlorotannins. L'activité antioxydante des extraits a phlorotannins a été prouvée par des
essais in vitro (Nakamura et al., 1996; Yoon et al., 2011). De plus, des études récentes ont
démontré que les phlorotannins provenant de Laminariaceae japonais jouent un réle clé en tant
qu'ingrédients bioactifs, exercant un rdle vital dans les algues elles-mémes, ainsi que dans la
santé et la nutrition humaines (Shibata et al., 2008). En outre, ces composés phénoliques ont
été testés pour leurs propriétés biologiques. De nombreuses études décrivent le potentiel
important des phlorotannins dans le traitement de nombreuses maladies associées au stress

oxydatif, en particulier le cancer (Zenthoefer et al., 2017).

De toute facon, Les activités antioxydantes détectées chez les algues marines ont été
associees a des effets anti-age, anti-inflammatoires, antibactériens, antifongiques, cytotoxiques,
antipaludiques, antiprolifératifs et anticancéreux potentiels (Cornish & Garbary 2010; Thomas
& Kim 2011).

1.4.2. Activité anticancéreuse

L'équilibre entre la division et la mort cellulaire est une caractéristique fondamentale dans
le développement et le maintien de I'homéostasie. Des perturbations dans cet équilibre peuvent
provoquer plusieurs maladies. En effet, un déréglement de cet équilibre vers un déficit de

mortalité cellulaire est une condition préalable a I’emengence ou au développement du cancer.

Le cancer est une pathologie maligne, qui comporte trois phases distinctes mais
interconnectées: I’initiation (cellule normale qui se transforme en cellule initiée), la promotion
(cellule initiée qui devient une cellule précancéreuse), la progression (cellule précancéreuse qui
devient une cellule cancéreuse) (Thangapazham et al., 2006). L’invasion et la dissémination
des cellules cancéreuses dans I'ensemble de l'organisme, aboutissant a la formation de

métastases (Figure 1.20) cause la plus fréquente du déces des patients.
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Figure 1.20. Représentation schématique des différentes étapes de la cancérogenése
(Réalisation, H. Moussa).

Le cancer est I'une des principales causes de mortalité dans le monde (Torre et al., 2015).
L’ Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer, a annoncé qu’en 2018, cette maladie
influence sur la mortalité en Afrique et en Europe de 7,3% et 20% respectivement (IARC 2019).

Malgré les progres thérapeutiques obtenus au cours des dernieres décennies, une thérapie
anticancéreuse pleinement efficace est encore loin d'étre réalisée (Mullard 2015; Nicolini et al.,
2016). L’hétérogénéité du cancer (Lartigue 2018) et la résistance aux médicaments
anticancéreux (Nikolaou et al., 2018) constituent 1’'un des problémes majeurs a résoudre. En
fait, le traitement du cancer comprend généralement une combinaison de thérapies, en fonction
des caractéristiques et du stade de la tumeur, incluant la chirurgie, la radio et/ou la
chimiothérapie et, plus récemment, I'immunothérapie (Feinberg et al., 2006; Sun 2017).

Actuellement, le développement des médicaments pour une cible spécifique liée au cancer,
combiné & une compréhension efficace de la relation entre le médicament et la biologie de la
tumeur humaine est devenu la clé dans la lutte contre le cancer (Senapati et al., 2018). En bref,
I'échec de divers types de traitements du cancer, y compris la chimiothérapie, a cause de leurs
effets secondaires ou de la résistance aux médicaments, démontrent la grande nécessité et
I’importance de la recherche de nouvelles molécules a activité anticancéreuse, plus efficaces et

avec moins d'effets secondaires.

Les composés naturels, qui ont démontré un potentiel considérable dans le traitement du
cancer, sont I’une des principales sources de ce type de medicaments (Cragg et al., 2009; Cragg
& Pezzuto 2016; Ruiz-Torres et al., 2017; Seca & Pinto 2018). En fait, plus de 75% des
principaux médicaments actuels (a I'exclusion des produits biologiques et des vaccins)
développés entre 1930 et 2014 sont dérivés des produits naturels, y compris de plantes et des
especes marines. Parmi les 175 petites molécules approuvées pour traiter le cancer, 49% sont
soit des composés naturels, soit directement dérivés de ceux-ci (Newman & Cragg 2016). Bien
que les composés d'origine végétale aient traditionnellement joué un réle majoritaire dans la

découverte et le développement de medicaments anticancéreux (Seca & Pinto 2018),
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récemment, les produits naturels marins ont également conduit a la mise au point de nouveaux
médicaments anticancéreux et plusieurs composés font actuellement I'objet des essais cliniques
(Ruiz-Torres et al., 2017; Newman & Cragg 2014).

Les macroalgues marines contiennent une variété de composés aux propriétés
antitumorales intéressantes, y compris les polysaccharides, les polyphénols et des petites
molécules telles que les terpénoides et les stéroides, entre autres (Murphy et al., 2014). Parmi
ces algues, les Phaeophyceae ont été signalés comme possédant des propriétés bioactives,
notamment des activités antiprolifératives (Dias et al., 2012).

Plusieurs extraits bruts des algues brunes ont également présenté une activité
antiproliférative. Par exemple, les fractions d’hexane de Sargassum swartzii et Cystoseira
myrica ont montré une cytotoxicité sélective contre la prolifération des lignées cellulaires de
Caco-2 (IC50<100 pg/ml) et T47D (IC50<100 pg/ml) (Khanavi et al., 2010). Huang et
collaborateurs (2005) ont démontré que l'extrait d’acétate d'éthyle de Colpomenia sinuosa
inhibait la croissance des cellules de I'népatome humain HuH-7, des cellules de leucémie U937

et HL-60 de maniére dépendante du temps et de la dose.

Un dérivé du phloroglucinol, le dioxinodehydroeckol, isolé de Ecklonia cava, a inhibé la
prolifération de cellules cancéreuses mammaires MCF-7 (Kong et al., 2009). Le nouveau
méroditerpene cystoazorol A, ainsi que les nouveaux méronorsesquiterpénes cystoazorones A
et B, ont été isolés de Cystoseira abies-marina et testés pour leur cytotoxicité envers la tumeur

(HeLa) et la lignée cellulaire non tumorales (Vero) (Gouveia et al., 2013b).

On outre, nombreuses études ont été réalisées afin de prouver ’activité antiproliférative
des terpénes issus des especes d’algues brunes, tels que, 1’Atomarianones A et B isolés de
Taonia atomaria (Abatis et al., 2005); le Dictyotalide A et B, le 4-acetoxydictyolactone et
Nordictyotalide de Dictyota dichotoma (Ishitsuka et al., 1988); le Terpenoide C de Stypopodium
zonale (Dorta et al., 2002); le 12-hydroxygeranylgeraniol de Bifurcaria bifurcata (Gulioli et
al., 2004). Ainsi que le Monoacétate de cystoséirol, le Dictyol F monoacétate, 1’Acétate de
dictyone et I’Isodictytriol monoacétate qui furent purifiés de Cystoseira myrica (Ayyad et al.,
2003).

Plus récemment, le dérivé du cystocétal méroditerpénoide isolé de Cystoseira
tamariscifolia, a révélé une inhibition significative des cellules cancéreuses HepG2 (1C50 14,77
pg / ml) et une activité moindre vis-a-vis des cellules non tumorales S17 (IC50 48,46 g / ml)
(Vizetto-Duarte et al., 2016b).
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1.5. Les meétabolites secondaires du genre Cystoseira et leurs activités

pharmacologiques

Les algues brunes constituent le groupe d'algues marines le plus prometteur. Elles sont
reconnues comme les principales sources de composés bioactifs (Andrade et al., 2013). Les
Cystoseires représentent 1’un des genres marins les plus étudiés, tant du point de vue chimique
que biologique. En raison de leurs faibles tolérances environnementales, les espéces de
Cystoseira sont utilisées comme indicateur de la qualité de I’eau dans la directive-cadre
européenne sur 1’eau (2000/60/CE) (Ballesteros et al., 2007).

La phytochimie des espéces du genre Cystoseira a été étudiée depuis 1975 (Glombitza et
al., 1975), permettant d’isoler et de caractériser la structure d’un grand nombre de nouveaux
produits naturels. En effet, plus de 200 composes ont été isolés et identifiés (Bruno de Sousa et
al., 2017b). Ces composés appartiennent a différentes catégories de métabolites bioactifs
(Tableau 1.3), tels que les terpénoides, les meroterpenois, les lipides (acides gras, les
triacylglyceérols), les stéroides, les phlorotannins, les composés phénoliques, les glucides, les
pigments et les vitamines (Ayyad et al., 2003; Ozdemir et al., 2006; De Los Reyes et al., 2013;
Panayotova & Stancheva 2013; Stiger-Pouvreau et al., 2014; Ragonese et al., 2014; Hadj]
Ammar et al., 2015; Vizetto-Duarte et al., 2015).

Par ailleurs, les composeés naturels de Cystoseira ont fait I’objet de nombreuses études sur
I’activité pharmacologique, notamment: ’activité antioxydante (Ferreres et al., 2012; De Los
Reyes et al., 2016), cytotoxique (Hamdy et al., 2009; Gouveia et al., 2013Db), anti-inflammatoire
(De Los Reyes et al., 2013; Hadj Ammar et al., 2015; Zbakh et al., 2016), anticancéreuse (Lee
et al., 2013), antiproliférative (Vizetto-Duarte et al., 2016a,b), inhibition de la cholinestérase
(Andrade et al., 2013), antidiabétique (Vizetto-Duarte et al., 2015), et des propriétés anti-
herpétiques (Mandal et al., 2007). De plus, les activités antibactériennes, antifouling,
antifongiques et antiparasitaires leurs été également attribuées (Bennamara et al., 1999; Bruno

de sousa et al., 2017a).

Les terpénes (particulierement les diterpenes et les méroterpenes) ainsi que les
phlorotannins sont les composés les plus métaboliseés par les especes de Cystoseira. En outre,
il a été démontré que quelques terpenes des algues du genre Cystoseira possedent une activité
cytotoxique in vitro, soit en utilisant le dosage des ceufs d’oursins fécondés (Francisco et al.,
1986; Fadli et al., 1991a,b; Mesguiche et al., 1997) ou en utilisant des lignées de cellules

tumorales (Urones et al., 1992a,b; Norte et al., 1993; Gouveia et al., 2013b). Quelques autres
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composés se sont également avérés posseder des propriétés antimicrobiennes (Amico et al.,
1988a; Bennamara et al., 1999), antivirales (Urones et al., 1992a,b) ou antioxydantes (Foti et
al., 1994; Fisch et al., 2003). Ces données suggeérent que les terpénes produits par les cystoseires

possedent un grand potentiel biomédical qui reste presque inexplore.
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Tableau 2.3. Quelques métabolites secondaires des différentes especes de Sargassaceae *

Espéces

Composés

Références

Carpodesmia brachycarpa
(= Cystoseira brachycarpa)

Chlorophylle a,

Triacylglycérols, Acide
palmitoléique, Fucoxanthine

Structures

0
HZC—O’J\R,

0 o

Il

HC-0" *R, HoO
‘ 0
H;C-0" "Ry

2 \ /

vy

X( J\._,'\_ /L_,,m 2 //C" 7\
Q!

[P e W Y Ve e g J 0
HO'

Ragonese et al.,
2014

Acide myristique, Acide
palmitique, Acide Margaric

Ragonese et al.,
2014; Vizetto-
Duarte et al., 2015

Cystoseira amentacea var.
Stricta (= Cystoseira stricta)

Isocystoketal, isostrictaketal

et isobalearone

Amico et al., 1987

Déméthoxy cystokétal

chromane

Vizetto-Duarte et
al., 2016b

2,12-Diepineobalearone, 4'-
méthoxy- (2 E) ~

bifurcarénone,

Méthoxybifurcarénone

Mesguiche et al.,
1997

Carpodesmia zosteroides
(= Cystoseira zosteroides)

Zosterdiol A, zosteronol,

zosterondiol A

Amico et al., 1988c
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P g o e i Duarte et al., 2015
Cystoseira algeriensis Cystalgerone (7T Amico et al., 1984
e
Treptacantha elegans il- X I i
p _ g Deux nouveaux tetraprenil 3 Amico et al., 1988b
(= Cystoseira elegans) toluquinol i .
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i . - o ~ # Fadli et al., 1991a,b
(= Cystoseira mediterranea) Mediterranone L. (£ W
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Espeéces

Cystoseira usneoides

Composeés Structures Références
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stéarique, Proline —~ HO” °R HN—/ 2013
X~ H OH
e OH OH 3 4
Usneoidone E, -foim« AT DL o De los reyes et al.,
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Cystone A, Cystone B, o ' . o oo 2016
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Phloroglucinol, Acide

Andrade et al.,
2013; Stiger-
Pouvreau et al.,

Treptacantha abies-marina
(= Cystoseira abies-marina)

. /’%//\‘ -
Margarique HO oH HO™ R 2014: Vizetto-
! 2 Duarte et al., 2015
Cystodione A, Cystodione B, I G o o | g [ -
Cystodione C, Cystodione D, A e ¥ e S C )
Cystodione E, Cystodione F. o ‘ * ’ o 9 g
. gon o, § (o s I L~ IAAAA De los Reyes et al.,
CystomexiconeA, S : o 2013
Cystomexicone B, o 0 on 4
. . 2 8 . OH
Usneoidone Z, 6-Cis- g R ok Y
- 1 7 7 N NN OH 0 Y
Amentadione-I'-méthyléther U . L . Yoo Y o
Cystomexicone A, o R Fisch et al,, 2003;
p Y Pty Fernandez et al.,
Cystomexicone B, Cétone 2 a3
Y 1 > 2006
k;.j\/\/=\/=x/=m
Fucostérole et oo iR 2 Fernéndez et al.,
Eicosapentaenoiques . (T . B AR 2006
3
on/ | ? . /ocm " OH, I » o 1 ocr—u’
/’\;; R e VT T \\,: ],/ /‘(‘) /H \;/H N /\,/lxv N i\]/
Cystoazorol A et B, i Sy 2 oty Gouveia et al
Cystoazorone A et B, acide o 8 ocH, o™ 2013b K
benzoique S G 1 R b
R dory
1'-metoxiamentadione, 1',14- e
dimetoxiamentole et (62)- P m ,é:) Amico 1995
1'metoxiamentadione ! .
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Espeéces

Composés

Structures

Références

Cystoseira barbata

Acide éicosadiénoique

Kanias et al., 1992;
Vizetto-Duarte et
al., 2015

Saringastérol, Fucostérol, 3-
bromo-2-chloro-I-propanol, I-
bromo-2-chloroéthane

Milkova et al.,1997

Acide pentadécyclique, Acide
éicosatriénoique, Acide

arachidonique

Vizetto-Duarte et
al., 2015

2,4-bis (1,1-diméthyléthyl)

phénol, Heptane, Octane,
Undécane, Tridécane,

Tétradécane, Pentadécane

Ozdemir et al.,
2006

Acide caproique, Acide
myristoléique, Astaxanthine,

Ergocalciférol

o)
bW I
HO™ R
1
(o] o V4 Z;
HO)LR HO~LL~/ NSNS NN

Panayotova &
Stancheva 2013
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Carpodesmia tamariscifolia
(= Cystoseira tamariscifolia)

2.12-diepinecbalearone

CMe

Mesguiche et al.,
1997; Bennamara
et al., 1999

Isololiolide, Déméthoxy
cystokétal chromane

Vizetto-Duarte et
al., 2016a,b

Methoxybifurcarenone, 7-
phloroethol,
Fucodiphloroethol

OH 5 oH
ﬁOVWOTi Loy

S ool A OH

HO™ " N0H Y ~0” Y ToH @
OH o OH oA T

N7 1 If OH

| e v

‘\v T [

AN H

OH Ho” S\ O

Bennamara et al.,
1999: Ferreres et
al., 2012

Fucostérol, Phloroglucinol,
Mannitol, I'acide palmitique
et ’acide stéarique, plus
Proline

Andrade et al.,
2013

Acide myristique, Ac
pentadécyclique, Ac
margarique, Ac arachidique,
Ac béhénique, Ac
lignocérique, Ac

palmitoléique, Ac oléique,...

Vizetto-Duarte et
al., 2015
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Especes Composeés Structures Références
3,7-diméthyl-l, 6-octadiene-3- | 1
ol-2-aminobenzoate, \Q— T ol @ ~lo_ | Milkovaetal,
hexahydrofarnésylacétone, /o w7 l/\/\(\/j; il Q:JLO 1997; Kamenarska
dihydroactinidiolide, plus des o%\ﬁ = & et al., 2002
composés stéroidiens 1 7 2 3 4
?N oM o OH o OH l
B i (
T 1 0 2
o 0 | A ‘
Carpodesmia crinita 5 % P on ~
(= Cystoseira crinita) o . 4
10 Composés Meroterpenoids il ° Fisch et al., 2003
5 6
\\ ?HV’ : (i“ \
7 g ©
9 10
\— \7 - N—
Fa TR ws
Ergost-5-en-3 (3-ol, Stigmast- d@g 4@’62“ o ﬁ! ,
Cystoseira montagnei ; shsgriéso‘:éséfol AT RTINS Kapetanovic et al,
(= Cystoseira adriatica) Saringastérol, Fucostérol, e e X 2005
Chalinasterol, QoD ™ Lo J\,f
A~ H e \lJ/ 4 \> j/("é/
HO' ) Hor o B HO/C/\/ H 6

35



Chapitre 1

Cystoseira baccata

\T)ﬂ ’0\ \C.J/H’f OH 5
S P § /(/ o | : ,\ ;NS \(“:\">
J ‘ J TRy NP0 A
Méroditerpénoides T 1 L 2 3 .
1,2,3,4,5,6,7 o " o . o . S-o Mokrini et al-, 2008
T ;’J \ ,]\‘R,\ /K\( o~
4 5 6 ° 7
(3R) -Tetraprényltoluquinone
OH OH
(3S) -Tétraprényltoluquinone [~ Y Ry o . 2 C 8 . Bruno de Sousa et
MeO .~ ~ \ g 0 AN\ AN .
(3R) -Tétraprényltoluquinol \jj\o ,I\:L/\J 208 \oﬂ'ﬁvw\ 126 al., 2017a
(3S) -Tétraprényltoluquinnol |
HO\J///I OH
Fucophloroetho, OH/‘ilo ™ OH Stiger-Pouvreau et
Phloroglucinol o ]@L al., 2014
> © M o OH
HO N SoH 1 2
Acide myristique, Ac &
pentadécyclique, Ac o . -
palmitique, Ac Margarique, s Vizetto-Duarte et
Ac stéarique, Ac arachidique, HO” 'R o 2 al. 2015
Ac béhénique, lignocérique, 1 Ho)l\/\/\/\/\ﬁrv/\/\ v
Ac palmitoléique, Ac 3
oléique,...
Acide eicosapentaénoique T _ _ _ _ _ Ward & Singh
(C20: 5) HO 2005
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Espeéces

Composés

Structures

Références

Polycladia myrica
(= Cystoseira myrica)

3-Céto-22-épi-28-nor-
cathasterone et le cholest-4-

oH

Hamdy et al., 2009

éne-3,6-dione (Stérols) o0 .
Monoacétate de cystosgirol, )& Wl Bl Wl
monoaceétate de Dictyol F, mayA g Nigg L)
dictyone,/acétatf de dictyone, [ f’i o I ?im wrd TEA M Ayyad et al., 2003
monoaceétate d'isodictytriol, oH ) - oA
1 2 4:R=Ac 5

pachydictyols

Cystoseira amentacea var.
stricta

2,12-Diepineobalearone,4'-
Méthoxy-(2E)~bifurcarénone,
Méthoxybifurcarénone.

Mesguiche et al.,
1997

Méroditerpénes

Valls et al., 1996

1- Ce tableau a pour but de d’exposer quelques exemples de la diversité chimique des composes présents dans les espéces de Cystoeira et ne

constituer pas une liste compléte de ce qui a été publié dans la littérature.
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1.6. Diversite et valorisation des algues marines au Maroc

Le Maroc est un pays Nord Africain bordé par deux facades maritimes, disposant d’un
vaste littoral de plus de 3500 km de longueur. 1l a une position géographique particuliere et
privilégiée entre la mer Méditerranée et I'océan Atlantique, séparé par le détroit de Gibraltar.

Par consequent, ses cOtes étaient depuis toujours un domaine attractif pour la recherche marine.

L'étude de la diversité algale sur les cotes marocaines remonte a la fin du 19éme et au debut
du 20éme siécle. Bornet (1892) a été le premier qui a signalé les plantes marines du Maroc,
lorsqu'il a révisé et publié les travaux du botaniste danois P.K.-A. Schousboe sur la cote de
Tanger entre 1815 et 1829. Cet ouvrage présente avec celui de Debray (1897) le premier apercu

sur la flore algale du Maroc.

Par la suite, ces deux études ont été suivies par un certain nombre d'investigations, dont on
cite: Foslie (1897, 1904, 1907, 1909) qui s'est concentré sur les corallinacées; Hariot (1909) sur
la cbte marocaine en général; De Buen (1913) qui s’est interressé aux Fucaceae du Détroit de
Gibraltar; Sauvageau (1913) qui a travaillé sur les Fucales et Laminariales de la cote
méditerranéenne; Lemoine (1924, 1926) qui a étudié les corallinacées du Maroc; plus le travail
de Gattefosse & Werner (1935).

Au milieu du 20éme siecle, la cote marocaine a suscité I'intérét de plusieurs chercheurs et
les publications ultérieures sur les algues marocaines ont connu une augmentation significative,
tels que les travaux de Dangeard (1937, 1939, 1948, 1949, 1959); Feldmann (1953, 1955);
Werner (1956) qui a présenté quelques réflexions sur la structure et la zonation des
communautés algales sur la cote marocaine; Gayral & Cauro (1958); Gayral (1957, 1958,
1961); Gayral & Seizilles de Mazancourt (1961).

Vers la fin du 20éme siécle; Kazzaz (1989), Gonzalez & Conde (1991, 1994, 1995), dont
les études ont porté principalement sur la cote méditerranéenne; Benhissoune (1995) qui a
étudié la phycoflore benthique de la région de Rabat-Mohammedia; plus I’inventaire de Riadi
& Kazzaz (1998).

Au début du 21eme siécle, le nombre des travaux restent limiter a ceux de: Kazzaz & Riadi
(2000); Riadi et al., (2000); Riadi (2000); Benhissoune et al., (2001; 2002a,b; 2003); Kazzaz
(2003). Récemment, les efforts combinés des chercheurs phycologues locaux ont permis de
génerer un nombre important de nouvelles citations sur les algues provenant des cotes

marocaines, avec I’annoncement de nouvelles especes pour la flore marine méditerranéenne
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(Riadi et al., 2011, 2013; Moussa et al., 2015, 2018; Hassoun et al., 2014, 2015, 2016 a,b,
2018a, b; Salhi et al., 2019) (Figure 1.21)

201

Nombre de travaux

Figure 1.21. Nombre de publications sur les algues marines du Maroc (Hassoun 2018).

Malgré cette apparente augmentation de 1’activité phycologique au Maroc, si on considere
I'immensité de la zone géographique concernée et de la diversité des biotopes disponibles, la
cOte marocaine reste peu étudiee par rapport aux autres régions biogéographiques (Figure
1.22).

2500 1

Bl Rhodophyta
2000+

Ochroptyta

1500 - [ ] Chlorophyta

Espéces

10009

500- -
0__—_—_-j_

Maroc Portugal France Espagne

Figure 1.22. Nombre d'especes d'algues répertoriées au Maroc par rapport
aux pays voisins (Hassoun 2018).
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Pour le Maroc, les données floristiques sont issues principalement de 1’inventaire réalisé
par Riadi & Kazzaz (1998), Kazzaz & Riadi (2000) et des checklists de Benhissoune et al.,
(2001-2003), alors que celles des pays voisins, elles proviennent de I’ Algaebase (Guiry & Guiry
2019). Notons que les nouvelles confirmations effectuése par I’equipe de notre laboratoire ne

sont pas inclues.

La majorité des travaux qui ont contribués a la connaissance des algues marines du
Maroc sont principalement sous forme de listes d’espéces (par exemple, Riadi & Kazzaz 1998;
Kazzaz & Riadi 2000; Riadi et al. 2000; Benhissoune et al. 2001, 2002a,b, 2003), sans apporter

aucune description ou illustration morphologique.

Au vu de tous les travaux antérieurs, il est clairement démontré que la région de Rabat-
Mohammedia a toujours été la région la plus étudiée de maniere approfondie. L’analyse des
données bibliographiques montre qu’au moins un tiers des publications sur la flore algale
marine de la cote Atlantique marocaine sont consacrées a cette région ou a ses environs, bien

que d'autres territoires ne soient pas encore explorés.

En réalité les travaux de recherche sur la phycoflore de la céte méditerranéenne
marocaine ont commanceé bien tardivement par rapport au littoral Atlantique. Par conséquent,
la connaissance de sa diversité macroalgale reste limitée a un bref historique des recherches,
que outre ceux de Kazzaz et Riadi, nous citons certains auteurs espagnoles tels que, Condé-
Poyales 1984, 1989; Navarro & Gallardo 1989; Gonzalez-Garcia & Conde-Poyales 1991, 1994;
Gonzélez Garcia 1994; Bueno del Campo & Gonzalez Garcia 1996; Flores Moya & Conde-
Poyales 1998.

La flore algale est une source riche en composés fonctionnels et en molécules bioactives
prometteuses pour une vaste gamme d’applications, y compris non seulement de nouvelles
thérapies, mais également des produits cosmétiques et de base pour la biotechnologie
principalement dans le domaine pharmaco-médical. Cette valeur ajouté a activé la recherche de
nouveaux agents alimentaires et thérapeutiques a partir de macroalgues a suscité un grand

intérét parmi les groupes scientifiques.

Généralement, au Maroc, les recherches portant sur la bipotentialité des macroalgues
restent insuffisamment exploitées par rapport la grande richesse algale qui a été offrete par les
deux facades maritimes marocaines (Abourriche et al., 1999; Souhaili et al., 2004, 2008;
Chiheb et al., 2009, 2010; Chiheb 2010; Bouhlal 2010; Bouhlal et al., 2010a,b, 2011, 2013;
Zbakh 2014; Zbakh et al., 2012, 2014a,b,c, 2016; El Atouani et al., 2016; Belattmania et al.,
2016a,b; Ainane et al., 2014a,b, 2015, 2018; Salhi et al., 2018).
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1.7. Objectifs et contexte scientifique de I’étude

Le Maroc est signataire de plusieurs conventions, dont celle du Sommet de Rio de Janeiro
1992. Lors de ce sommet, une prise de conscience notable des questions concernant
I’environnement et le développement, tant au niveau des décideurs politiques économiques
qu’au niveau des Organisations Non Gouvernementales et des populations. Cette prise de
conscience s’est traduite notamment par la signature de la Convention sur la diversité
biologique qui a pour finalité le développement durable des pays dans le cadre d’une gestion

rationnelle des ressources naturelles.

Dans le méme sillage, une stratégie nationale de création des parcs nationaux et des aires
protégeées a été entamée pour stopper la perte de biodiversité en protégeant de nouveaux habitats

des espéces.

Parmi les dix parcs nationaux créés au Maroc, le Parc National d’ Al-Hoceima (PNAH) est
considéré comme le seul parc couvrant une cote de 40 km sur le littorale Méditerranéen. En
raison de sa position géographique stratégique et de sa biodiversité importante, comparable aux
principaux points chauds de la Meéditerrané, le programme des Nations Unies pour
I'environnement (UNEP) a classé le PNAH en 2009 en tant qu'aire spécialement protégée
d'importance méditerranéenne (ASPIM) (PNUE-PAMCAR/ASP 2009). Ainsi, la Méditerranée

s’est dotée d’une nouvelle ASPIM qui venait d’enrichir la liste des sites existants.

Malgré toutes ses particularités, la flore des algues marines du PNAH reste trés peu étudiée
et la majorité des sites ne sont pas encore explorées, en effet, il n’existe aucune liste exhaustive

des algues marines répertoriées dans cette zone ASPIM.

La phycoflore marine du parc est outre qu’elle est a la base de la chaine trophique comme
producteur primaire, certaines de ses espéces produisent une vaste gamme de métabolites
secondaires susceptibles d’avoir des activités biologiques spécifiques. La cote Méditerranéenne
du Maroc abrite plusieurs espéces d’algues brunes, parmi lesquelles C. teramiscifolia est I’'une

des especes les plus abondantes tout au long du Parc.

Tenant en compte toutes les études réalisées sur cette espece, elle s’est révélée étre une
source précieuse de composés structurellement diversifiés présentant plusieurs activités
biologiques, notamment des propriétés antioxidantes et cytotoxiques. Cependant, une étude
chimique et pharmacologique de C. tamariscifolia de la Méditerranée marocaine n’avait pas

encore été réalisée.
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Dans ce contexte, les recherches menées dans la réalisation de cette these ont abordés

plusieurs questions systématiques et pharmaco-chimiques, en visant deux objectifs principaux:

Le premier objectif est 1’élaboration d’une checklist des algues marines du PNAH.

v Quel est Ieffectif total des espéces d’algues marines qu’abrite le PNAH?

v" Quelle est la composition de cette diversité algale? le nombre de classes, familles,
genres ?

v" Sont-elles des espéces nouvellement signalées pour le Maroc?

v Sont-elles des algues identifiées pour la premiére fois dans toute la Méditerranée ?

Le deuxieme objectif est d'obtenir un nombre élevé de fractions de C. tamariscifolia du PNAH
(Méditerranée du Maroc) et d’étudier leurs potentialités biologiques.

v L’extraction des spécimens de C. tamariscifolia présente t-elle une variabilité des
fractions en fonction de la polarité du solvant?
Quel est leurs profils en contenu phénolique?
Ces fractions présentent-elles une activité antioxidante?

Ont-elles un potentiel cytotoxique?

<N N X

Si elles possédent ces activités, existe-t-il une corrélation entre leurs contenus

phénoligues et leurs effets antioxydants et cytotoxiques?

v Les fractions de C. tamariscifolia peuvent-elles générer le peroxyde d'hydrogene
(H202)?

v" Si oui, les fractions qui généerent H>O> sont les mémes qui produisent la cytotoxicité
dans les cellules cancéreuses?

v En utilisant la chromatographie de masse, existe-t-il des composés précédemment isolés

de C. tamariscifolia dans notre fractions?

Collectivement, avec les résultats attendus suit aux travaux de cette these, nous visons
d’une part améliorer les connaissances sur la phycolophlore nationale et d’enrichir la liste de la
flore algale du Maroc et de la Méditerranée, et d’autre part, valoriser la bipotentialité de I’espéce
C. tamariscifolia de la cote méditerraneéne marocaine pour qu’elle soit utilisée comme aliment,
comme partie d’un produit alimentaire et/ou comme source de nouveaux médicaments pour

I’industrie pharmaceutique.
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2.1. Bref Apercu historique du PNAH

L’importance écologique et biologique de la partie nord-est de la méditerranée marocaine
a suscité la curiosité et I’intervention de plusieurs acteurs des différents domaines et cela durant
plusieurs années. Apreés plusieurs remaniements, un plan directeur d’aménagement et de gestion
de cette zone cotiere a été publié en 1993 (METAP/Plan Bleu & SECA). L’élaboration du plan
de gestion de la partie marine fut lancée en 2002, suivi par la création du Parc National d’Al
Hoceima par décret Royal (n°2.04.781 du 8 octobre 2004) (Franzosini & Limam 2004).

Vu I’étendue du PNAH et son importance a la fois nationale et internationale, la mise en
place d’une aire spécialement protégees d'importance mediterranéenne (ASPIM) a été
recommandée (PNUE-PAMCAR/ASP 2009).

Le statut d’ASPIM au PNAH a été officialisé en novembre 2009 a Marrakech lors de la
réunion des parties contractantes de la convention de Barcelone. Ainsi, la Méditerranée s’est
dotée d’une nouvelle ASPIM qui venait d’enrichir la liste des sites existants. Jusqu’a nos jours,

35 sites sont inscrits comme ASPIM (Figure 2.1).

(D1

UNEP

= SPECIALLY PROTECTED AREAS OF MEDITERRANEAN IMPORTANCE (SPAMIs)
RAC/SPA

ALBANIA ITALY LEBANON ES9.Mar Menor (2001)

ALl Karaburun Sazan National Marine Park (2016) IT1.Plemmirio Protected Area (2008) LBI.Palm Istands Nature Reserve (2012)
IT2.Marine Protected Area of Portofing (2005) LB2.Tyre Coast Nature Reserve (2012) TUNISIA

ALGERIA 1T3.Miramare Marine Protected Area (2008) TNI.La Galite Archipelago (2001)

DZ1 Banc des Kabyles Marine Reserve (2005) T4 Tavolara-Punta Coda Cavalio Marine Protecied MORCCCO TN2.Kneiss islands (2001)

D22 Habibas Islands (2005) Area (2008) MA1 Al-Hoceima National Park (2009) TNS.Zembra and Zembretta National Park (2001)

Protected Area of Tore Guaceto (2008)

CYPRUS 1T6.Marine Area (2009) SPAIN FRANCE, ITALY AND MONACO

CY1. Lara = Toxefira Turtle Reserve (2013) 1T7.Marine Protected Area of Capo Cacda-lsola ES1.Maro-Cerro Gordo Cliffs (2003) Intl_ Pelagos Sanctuary for the Conservation of
Piana (2009) ES2 Archipelago of Cabrera National Park (2003) Marine Mammals{2001)

FRANCE IT8.Pario Cesareo Masine Protected Area (2012) ES3.Natural Park of Cato de Gata-Niar (2001)

FR1.Por-Cros Naticnal Park (2001) 1T8.Capo Carborara Manine Protected Area (2012) ES4.Natural Park of Cap de Creus (2001)

FR2.Natural Resarve of Bouches de Bonifacio (2009)  T10.Marine Protected Area of Penisola del Sinis ESS5.Sea Botiom of the Levanie of Almeria (2001)

FR3 The Blue Coast Marine Park (2012) (2012) ESE Alboran Istand (2001)

FR4.The Embiez Six Fours (2012) ES7.Calumbretes Islands (2001)

Calanques National Park - (2017) ES8 Medes isiands (2001)

Figure 2.1. Répartition des 35 ASPIM sur la mer Méditerranée (RAC/SPA 2017).
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2.2. Objectifs de la création et de la gestion de la partie marine du PNAH

La création du PNAH visait plusieurs objectifs, parmi lesquels, la sauvegarde
d’échantillons représentatifs du patrimoine naturel de la fagade méditerranéenne du Maroc, tant
terrestre que marine ; le maintien des équilibres naturels et des processus écologiques vitaux ;
la préservation de la diversité biologique et de la complémentarité des habitats naturels de
I’ensemble du Parc; la mise en place de conditions particuliéres pour un développement local
et une amélioration des conditions de vie des riverains, par la réalisation de programmes de
développement intégré et participatif (UICN/MED & SEO/BirdLife 2012).

Pour la gestion de la biodiversité marine du Parc, le gouvernement s'est inspiré des

définitions internationales notamment celles adoptées par I’UICN (2012).

En effet, le Parc National d’Al-Hoceima (PNAH) répond aux caractéristiques générales
fixées par D’article 8 du Protocole ASP/DB pour I’inscription sur la liste des ASPIM
(UNEP/MAP 2009; UNEP-MAP & RAC/SPA 2009):

> |1l abrite des espéces endémiques ou menacées d’extinction a 1’échelle de la
Méditerranée, en particulier: Trois algues brunes (Cystoseira amantacea var. stricta,
Cystoseira zosteroides, Laminaria rodriguezii), le corail orange Asteroides calycularis,
les deux mollusques: Patella ferruginea et le plus grand coquillage bivalve de la
Méditerranée Pinna nobilis, la tortue marine Caretta caretta et le grand cormoran
Phalacrocorax aristotelis, etc.

> 1l renferme des écosystemes spécifiques a la Méditerranée tels que les associations a
Cystoseira amantacea et des formations coralligénes.

> |l présente des habitats critiques pour les especes en voie de disparition, menacées ou
endémiques, a savoir des habitats favorables (grottes appropriées) au phoque moine, des
flots marins hebergeant la patelle géante et le goéland d’Audouin et des falaises pour la
reproduction et la nidification du balbuzard pécheur.

> Il est sujet d’un intérét scientifique manifeste qui se traduit par la présence de formations
coralligénes trés remarquables tant au plan richesse que distribution spatiale, la présence
de grottes sous-marines et des espéces ombrophiles ; un intérét esthétique englobant la
présence de falaises tombantes, des iles et des Tlots, de plages et de baies spectaculaires
et attrayantes, ainsi que des paysages a 'intérieur du PNAH offrant également un
panorama remarquable par la rondeur des collines séparées par des vallées assez larges.
A cette riche diversité biologique et paysagere s’ajoute un indéniable intérét culturel et

éducatif.
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2.3. Situation géographique du Parc National d’Al-Hoceima (PNAH)

Le Parc National d’ Al Hoceima est situé au Nord du Maroc, sur la fagade méditerranéenne,
a environ 150 Km a I’est du Détroit de Gibraltar (Figure 2.2). Il comprend une aire marine de
19.600 ha, avec 40 Km de cOte et une partie terrestre de 28.400 ha qui incorporent une grande
diversité biologique et des espaces naturels parmi les mieux préservés en Mediterranée (lbn
Tattou et al., 2014). Avec sa position sur le massif calcaire des Bokkoya, le Parc offre des
paysages spectaculaires et des écosystemes regroupant une végétation naturelle caractéristique
et des especes animales des plus remarquables (UICN/MED & SEO/BirdLife 2012).

Le PNAH se localise en plein cceur du Rif central qui n’est autre que le prolongement de
la cordillére Bétique du sud de I’Espagne. Sa situation latitudinale, sa géologie, son orographie
et son exposition aux influences maritimes humides représentent les principaux facteurs de son
originalité naturelle (UICN 2012).

Figure 2.2. Carte de localisation géographique du Parc National d’Al-Hoceima
(Réalisation, M. Hassoun)
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2.4. Géomorphologie cotiere de PNAH

De point de vue morphologique, le paysage littoral du PNAH est typiqguement dominé par
une cote rocheuse trés sauvage avec des falaises escarpées, d’une hauteur se rapprochant
parfois de 600 meétres, espacées par de petites baies de sables correspondant en général aux
embouchures des oueds. Sur le long du trait de cote protége, on trouve des grottes et des

ouvertures sous-marines peu profondes sous forme de siphons (UICN 2012).

La géomorphologie de la partie cotiere du Parc présente des traits originaux, probablement
grace a des raisons structurales, lithologiques et aussi par le fort hydrodynamisme. Ainsi, la

partie maritime du PNAH est subdivisée en trois entités morphologiques (UICN 2012):

(A) Les grandes falaises vives homogeénes, recoupant des roches calcaires et dolomitiques des
Bokkoya: Elles sont tres hautes et verticales. A leur base, existe des ouvertures sous forme

des grottes se terminant par des éboulis et des petites plages (Figure 2.3. A).

(B) Les falaises hetérogénes a glissements et éboulement sur les parois: Sont des falaises a
pente faible a moyenne, qui apparaissent sur des terrains flyschoide relativement tendres
entre Cala Iris et Badis et un facies schisto-argilo-calcaire du Primaire a I'est de la pointe

de Boussekour et dans le secteur de Taoussert (Figure 2.3. B).

(C) Les plages: Au niveau du PNAH, les plages sont assez rares et peu étendues. Elles se
présentent seulement dans les zones protégées des baies, telles que les plages de Cebadilla
ou Tala Youssef, ou forment des tombolos comme a Cala-Iris et Badis. Les autres plages
de la cote sont basses est formées surtout de galets et graviers avec peu de sables grossiers,
comme la plage de Badés, Cala-Iris, Torrés, Tikkit, Boussekour et Boumahdi (Figure 2.3.
C, D).
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Figure 2.3. Les trois types géomorphologiques de la facade maritime de PNAH (A) Les falaises
homogenes; (B) Les falaises hétérogenes; (C) Plage de Badis et (D) Plage de lzdhy) (Photos:
G.PMA).

2.5. Climatologie

La région du PNAH est caractérisée par un climat méditerranéen sec avec des étés chauds
et des hivers doux. Les températures estivales sont en moyenne de 28.5°C et les hivernales de
10°C. En dépit de leur faible abondance (300 mm/an), les précipitations sont violentes et
causent occasionnellement des dégats considérables. Dailleurs, le passage de grandes
perturbations avec des précipitations souvent intenses en hiver accentue et aggrave les facies
d’érosion, de sorte que la région du Rif est considérée comme 1’une des plus érodées a I'échelle

mondiale, 70% de ses sols étant affectés par ce phénoméne (UICN 2012).

2.6. Océanologie

La facade sud de la mer d’Alboran, précisément la fagade méditerranéenne marocaine est
caractérisée par des plages limitées sous forme de criques a acces généralement difficile a
impossible et souvent exposée au vent Charki (Chergui). Le bassin méditerranéen a une
profondeur moyenne de 1500 m (Miller 1983).

Concernant la circulation générale des masses d'eau, c’est la différence de densité entre le
bassin méditerranéen occidental, d'une part, et le bassin atlantique et méditerranéen oriental

d'autre part, qui est responsable des transports moyens des masses d'eau via le Détroits de
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Gibraltar et la Sicile, et participe au forcage de la circulation cyclonique des masses d'eau

superficielle et intermédiaire sur la totalité du bassin occidental (Figure 2.4) (MedMPA 2004).
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Figure 2.4. Circulation générale de surface dans la mer Méditerranée (Millot & Taupier 2005).

Les courants du secteur Ouest-Nord-Ouest du bassin sont fréqguemment liés aux houles,

celles-ci se développent surtout au niveau de la cote, avec un fetch court et un effet minimal sur

la sédimentation. Le secteur Nord-Est a Est-Nord-Est est spécialement a prendre en

considération, car a ce niveau les houles ont un fetch important et mieux développé.

La Méditerranée est considérée comme une mer calme a marées de faible amplitude, dont

le gradient se réduit vers I'Est, conséquence de la marée atlantique. Au niveau du littoral de

PNAH, les marées sont de type semi-diurne, caractérisées par une amplitude relativement

faible, de I’ordre de 0,90 métre en vives eaux (Tunesi et al., 2003).

2.7. Biodiversité du Parc National d’Al-Hoceima

La situation biogéographique particuliere du PNAH, et la variété des terrains, des substrats

et des climats, entrainent une richesse exceptionnelle de la flore et de la faune, avec une

extraordinaire complexité qui confer a cet espace toute son originalité.
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2.7.1. Flore du PNAH

Environ 110 especes de végétaux terrestres ont été relevées au niveau du PNAH. Les
especes marines, notamment les algues et les phanérogames n’ont été identifiées qu’au niveau
du littoral du PNAH (UICN 2012). D’autres travaux demeurent nécessaires pour compléter la

liste spécifique du Parc.

L’influence océanique au niveau du Parc se caractérise par une combinaison d'especes a
affinité Atlantico-Méditerranéennes, telles que les prairies de Cystoseira sp, Sacchoriza
polyschides, Laminaria ochroleuca (environ 50 m de profondeur), Laminaria rodreguizii et

Phyllariopsis purpurascens (UICN 2012).

2.7.2. Faune du PNAH

Selon les données du Haut-Commissariat des Eaux et Foret (HCEFLCD), I’avifaune
représente le groupe ornithologique le plus connu dans cet espace naturel. Environ 100 espéces

d’oiseaux identifiés & nos jours.

La partie marine comprend la majorité des biocénoses méditerranéennes qui abritent des
éponges, des ceelentérés, des bryozoaires, des cténophores, des crustacés, des annélides, des
mollusques, des échinodermes, des ascidies, des poissons 0sseux, des requins, des dauphins et

des tortues marines.
2.7.3. Habitats et espéces d’intérét pour la conservation
e Habitats protégés

Les paysages marins du PNAH révélent une diversité trés remarquable, particulierement
entre I’étage médiolittoral et infralittoral, essentiellement sur substrats rocheux. Plusieurs
habitats du Parc jouissant d’importance pour la conservation en Méditerranée sont listes dans
de nombreuses conventions internationales (Tableau 2.1). Ces habitats sont en particulier les

biocénoses coralligenes et les foréts des fucales.
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Tableau 2.1. Habitats sensibles de la Méditerranée observés dans le PNAH. Abondance relative
des habitats: Commun (C), Non-Commun (NC) ou Occasionnel (O) (UNEP-MAP RAC/SPA

2009).

HABITAT

ABONDANCE DANS LE
SITE

(©) (NC) (0)

Biocénose de la roche médiolittorale supérieure :

Association a Lithophyllum byssoides (C)
Biocénose de la roche médiolittorale inférieure :

Association a Polysiphonia sp (©
Concrétionnement a Neogoniolithon brassica-florida (C)

Biocénose infralittorale des sables grossiers et fins graviers brassés par les vagues :

Association a Rhodolithes (NC)
Biocénose infralittorale des sables grossiers et fins graviers sous influence des courants de fond :
Fasciés de Maérl (NC)
Association a Rhodolites (NC)
Biocénose des algues infralittorales :

Association a Cystoseira amentacea (©
Association a Cystoseira tamariscifolia et Saccorhiza ©
polyschides

Association a Cystoseira crinita (©
Association a Cystoseira crinitophylla (©
Association a Cystoseira sauvageauana (©
Association a Sargassum vulgare (©
Faciés et association de la biocénose Coralligéne (en enclave) (NC)
Biocénose coralligéne :

Association a Cystoseira zosteroides (©)
Association a Cystoseira usneoides (©)
Association a Sargassum sp (indigene) (C)
Association a Laminaria ochroleuca (C)
Facies a Eunicella cavolinii (©)
Facies a Eunicella singularis (©)
Faciés a Paramuricea clavata (C)
Coralligene en plateau (Plateforme coralligéne) (NC)
Grottes semi-obscures (également en enclave dans les étages supérieures)

Facies a Corallium rubrum (O)
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e Espeéces d’algues protégees

D’apres les résultats du projet MEDMPA (2004), le PNAH abrite 12 especes communes

d’algues d’intérét pour la conservation en Méditerranée (Tableau 2.2).

Tableau 2.2. Espéces d’intérét pour la conservation en Méditerranée observées dans le PNAH (UNEP-
MAP RAC/SPA 2009, modifie).

Abon,dance Statut global
Phyllum LR | EU | cBa | CBe | IUCN | CITES réel ) © (m)
(C) (NC) (0)
MACROPHYTA
Ochrophyta
Cystoseira amentacea + I I + ©) (m)
Cystoseira elegans + + ©) (m)
Cystoseira zosteroides + I I + ©) (m)
Laminaria ochroleuca + I + ©) (m)
Laminaria rodriguezii + ] I + ©) (m)
Phyllariopsis brevipes + ©) (m)
Phyllariopsi
purpurascens ' S © | 0w
Saccorhiza polyschides + + © (m)
Sargassum vulgare + © (m)
Zonaria tournefortii + © (m)
Rhodophyta
Lithophyllum byssoides + I | + © (m)
Peyssonnelia squamaria I © (m)

(LR): Livre rouge de Méditerranée (Boudouresque 1990); (EU) : Directive Habitat de 1’Union
Européenne (1992); (CBa) Plan d’Action pour la Méditerranée, Convention de Barcelone (1995);
(CBe): Convention de Berne (1996); (UICN): Union Internationale pour la Conservation de la
Nature; (CITES): Convention sur le Commerce des espéces de faune et flore sauvages menacées
d’extinction; Abondance relative des espéces: Commune (C), Non-Commune (NC) ou
Occasionnelle (O); Statut global des espéces: Rare (r), Endémique (e) et/ou Menace (m).
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2.8. Description générale des sites d’étude

L’étude de la flore marine, des 40 km du littoral du PNAH, a concerné sept sites
d’échantillonnage entre 2012 et 2015 (Figure 2.5). La sélection des stations a été basée sur
I’accessibilité par terre ou par mer et sur la diversité¢ algale de la fraction rocheuse. Dans
certaines stations, les collectes ont nécessité des plongées par scaphandre autonome, jusqu’a
15m de profondeur, d’autres ont été réalisées en plongée en apnée dans les zones littorales,

semi-littorales et sublittorales rocheuses (0 a 2 m de profondeur).

Figure 2.5. Répartition géographique des sites d'échantillonnage le long de la c6te du Parc National
d'Al-Hoceima: 1- Cala Iris, 2- Torres, 3- Badis, 4- Topo, 5- Boumehdi, 6- Tala Youssef, 7- Rmod
(Réalisation, M. Hassoun).

2.8.1. Site de Calairis

La station de Cala Iris (35°08'53.0"N 4°21'56.4"W) représente la limite Ouest du Parc situé
a environ 54 km de la ville d’Al-Hoceima (Figure 2.6). Le site possede des falaises tendres, a

matériel flyschoide, des plages sableuses et de galets, des Tlots et un petit port de péche.

L'échantillonnage des algues a été réalisé au pied de la falaise, sur une partie du littoral
garnie d'énormes blocs de roches trés avancés en mer. Les roches proviennent de la nappe de

Tisirene, formée essentiellement de terrains marno-calcaires et du grés du Crétacé inferieur.
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Figure 2.6. (A) Vue panoramique de site Cala Iris; (B) La zone échantillonnée du site
(Photos: G. PMA)

2.8.2. Site de Torres

Le littoral de Torres ou encore Torres de Alcala est situ¢ a environ 4 km a I’est de Cala Iris
(35°09"25.1"N, 4°20'01.6"W) (Figure 2.7), il se caractérise par la présence d’une plage de sable
et de galets, interrompue par des falaises assez hautes et abruptes formées de grés en bancs

épais.

Figure 2.7. (A) Site de Torres; (B) Formations caractérisant le littoral de Torres
(Photos: G. PMA).

2.8.3. Site de Badis

Le site de Badis (ou le Pefion de Vélez de la Gomera) est situé a environ 50 Km a l'ouest
de la ville d'AL Hoceima (35°10'34.7"N 4°17'20.1"W). La plage est localisée a la limite des
falaises inaccessibles du massif des Bokkoya. Elle est fagconnée par des sables, graviers et
galets, a proximité d'une péninsule rocheuse (Figure 2.8). Les falaises a matériel dolomitique,

sont raides moyennement hautes et homogenes.
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Figure 2.8. (A) zone Este de Badis et (B) Zone ouest de site (Photos: G. PMA).
2.8.4. Site de Topo

La station de Topo située au milieu du Parc National d’Al-Hoceima (35°11'56.5"N
4°11'21.7"W), n’est accessible que par mer. L’échantillonnage a nécessité la plongée par
scaphandre autonome jusqu'a 15 m de profondeur (Figure 2.9). Les falaises de cette cote sont
tres hautes, homogenes a matériel dolomitique. Elles se caractérisent par la présence des

encoches basales qui dépassent parfois les deux metres.

Figure 2.9. Site de Topo situé dans la zone centrale du Parc (Photos: G. PMA).
2.8.5. Site de Boumehdi
La plage de Boumehdi est localisée a environ 8 km a I’est d’Al-Hoceima (35°14'16.8"N
4°01'03.8"W). Elle se distingue par des falaises a matériel hétérogéne de faible pente, avec une

base a éboulis et blocs de roches (Figure 2.10). Cette plage se prolonge sous la mer par des
fonds meubles a pentes assez douces, formées surtout de sables moyens et fins.
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Figure 2.10. Site de Boumehdi avec éboulis et blocs de roches (Photos: G. PMA).

2.8.6. Site de Tala Youssef

Le littoral de Tala Youssef est situé a proximité de la ville d'Al Hoceima a environ 4 km
de distance (35°14'11.7"N 3°58'55.5"W). 1l s‘étend sur une longueur de 1000 m, tres connu
pour la qualité de ses plages et son accessibilité (Figure 2.11. A). Cette unité de la cOte est
composée de plages a graviers ou de sables grossiers (Figure 2.11. B), et de trottoirs calcaires
a silex (Figure 2.11. C, D).

: i ¢ N e
Figure 2.11. (A) Site de Tala Youssef; (B) Plages a graviers;(C) et (D) Roches et trottoirs
caractérisant le site (Photos: G. PMA).
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2.8.7. Site de Rmod

La station de Rmod représente la limite Est du PNAH (35°14'41.5"N, 3°57'55.7"W). C’est
une partie du Parc qui s’¢éloigne d’environ 38 Km de la station Cala Iris (Figure 2.12. A). Elle
est caractérisée par la présence de grands blocs de roches séparant deux criques de sable. Ces
roches sont formées de calcaire a silex du Lias supérieur-Jurassique supérieur. Elles se
terminent par un plateau qui plonge dans les eaux de la Méditerranée; ce sont des trottoirs a
vermets marqués par des chenaux et des cuvettes (Figure 2.12 B-D).

o A

Figure 2.12. (A) Vue générale de site de Rmod; (B), (C) et (D) Trottoirs a vermets
(Photos: G. PMA).
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3.1. Résumé

La mer Méditerranée est un point chaud de la biodiversité marine classé parmi les plus
connus au monde. Elle est, par conséquent, considérée un milieu approprié pour étudier les
écosystemes marins. Néanmoins, la diversité macroalgale du bassin méditerranéen n'est pas
encore loin d’étre complétement connue, en particulier dans les aires marines protégées de la

Méditerranée, y compris le Parc National d’Al-Hoceima du Maroc (PNAH).

La présente étude, contribue avec la premiére checklist des algues marines du PNAH, basée
principalement sur nos propres collections originales et complétée par les reférences
antécédentes.

En se basant sur la taxonomie actuelle, le nombre total de taxa aux niveaux spécifiques et
infra-spécifiques actuellement acceptés est de 307 taxa avec 208 Rhodophyta (39 familles), 51
Ochrophyta (13 familles) et 48 Chlorophyta (13 familles). Quatre vingt seize de ces taxa ne
figurent pas parmi nos échantillons, alors que 93 se sont avérées nouvelles pour le PNAH. En

outre, I’identité taxonomique de 30 taxa a été actualisée.

Principalement, 211 taxa (144 Rhodophyta, 30 Phaeophyceae et 37 Ulvophyceae) ont été
identifiés lors de toutes nos expeditions d'échantillonnage. Sur la totalité des taxa, cing algues
rouges ont été signalées pour la premiere fois dans toute la Méditerranée, et neuf especes pour
le Maroc : 8 Rhodophyta et une Chlorophyta. En outre, douze autres espéces (dix algues rouges,
une algue brune et une algue verte) sont nouvellement enregistrées pour la cbte méditerranéenne
du Maroc. La confirmation de citations antérieures a été précisée pour 20 espéces, que ce soit

en Afrique, au Maroc ou sur la cote méditerranéenne marocaine.

Cette checklist mise a la disposition des phycologues internationaux, pourrait servir comme
une assise de base pour les futures investigations sur les algues marines de cette zone

spécialement protégée d’importance méditerranéenne.
Mots cles:

Aires marines protégées de la Méditerranée, Checklist, Macroalgues, Maroc, Parc National

d’Al-Hoceima.
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3.2. Abstract

The Mediterranean basin is a marine biodiversity hot spot. Despite this, the macroalgal
diversity of the Mediterranean Sea is still not fully known, especially in the Mediterranean
Marine Protected Areas (MPAS) including, Al-Hoceima National Park of Morocco (PNAH).
This paper provides the first comprehensive checklist of the seaweeds of PNAH, based chiefly
on our own original collections, and complimented by literature records. Using present-day
taxonomy, the total number of taxa at both specific and intraspecific levels currently accepted
is 307 taxa with 208 Rhodophyta (39 families), 51 Ochrophyta (13 families) and 48
Chlorophyta (13 families). Ninety six of these species were not found in our samples, 93 were

new to the PNAH, and the taxonomic identity of 30 taxa was amended.

Principally, 211 taxa (144 Rhodophyta, 30 Phaeophyceae and 37 Ulvophyceae) were
identified from all of our sampling expeditions. From the totality of taxa, five red algae were
signaled for the first time in the Mediterranean Sea, nine species were newly reported from
Morocco: 8 Rhodophyta and one green alga. Furthermore, 12 others species (10 red, one brown
and one green alga) are new records for the Mediterranean coast of Morocco. Besides this,
confirmed records are mentioned for 20 species, whether in Africa, in Morocco or in the

Moroccan Mediterranean coast.

This accessible checklist to the international community could serve as an infrastructure
for future algal investigations of the taxa in this Specially Protected Area of Mediterranean

Importance.

Key words: Al-Hoceima National Park, Checklist, Mediterranean Marine Protected Areas,
Morocco, Seaweeds.
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3.3. Introduction

The National Park of Al-Hoceima (PNAH) is located in the Alboran Sea in the Southern
Mediterranean, Northern Morocco, 150 km east from the Gibraltar Strait, near to the city of Al-
Hoceima. From the ten National Parks that have a seaboard on the Mediterranean Sea, the
PNAH is considered the only National Park that covering a coastline of 40 km. Due to its
particular biogeography and important biodiversity, comparable to major Mediterranean
Hotspots (Tunesi et al., 2003), the UN classified the PNAH in 2009 as a Specially Protected
Area of Mediterranean Importance (PNUE-PAMCAR/ASP 2009).

The Mediterranean Sea is a region of high biodiversity that ranks among the best known
worldwide, and it is considered as a suitable laboratory to study marine ecosystems (Coll et al.,
2010). The Mediterranean seaweeds have attracted many botanists (Ballesteros 1990; Ribera et
al., 1992; Gomez Garreta et al., 2001; Furnari et al., 2003; Cormaci et al., 2004; Altamirano et
al., 2010; Ni-Ni-Win et al., 2011; Tsiamis et al., 2013; Katsanevakis et al., 2014; Verlaque et
al., 2015; Cormaci et al., 2012, 2014, 2017; Gonzalez Garcia et al., 2017). Nevertheless, the
knowledge of marine macroalgal diversity of Moroccan Mediterranean coast remains limited
by a short history of investigations by some authors (e.g., Conde-Poyales 1984, 1989; Navarro
& Gallardo 1989; Gonzélez-Garcia & Conde-Poyales 1991, 1994; Gonzélez Garcia 1994,
Bueno del Campo & Gonzalez Garcia 1996; Flores Moya & Conde-Poyales 1998). All of these
investigations were afterward included as bibliographic references in the single checklist of
marine flora of Morocco (Benhissoune et al,. 2001, 2002a, b, 2003). Recently, the combined
research efforts of the local phycologists have yielded an important number of new records of
seaweeds from the Moroccan coasts and new species to the Mediterranean marine flora (Riadi
etal., 2011, 2013; Moussa et al., 2015; Hassoun et al., 2014, 2015, 20164, b, 2018a, b; Salhi et
al., 2019).

Despite several algal works on the Mediterranean part of Morocco, there is no thorough
listing of the seaweeds recorded in the Specially Protected Mediterranean Area (PNAH).
However, it is interesting to signal that the catalogue of marine seaweed conducted by
Gonzalez-Garcia & Conde-Poyales (1994) includes data from 34 sites spreading on the
Moroccan Mediterranean coast, but only two sites among them belong to the Al-Hoceima
National Park. Recently, Gonzalez-Garcia et al. (2017) have published a catalogue of
macroalgae of the Pefiones de Alhucemas and Vélez de la Gomera (Western Mediterranean,
Alboran Sea), and they have reported a total of 107 species in Badis (Pefion de Vélez de la
Gomera), the site which localize in the middle of the PNAH.
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In light of the previous reasons. In this paper, we attempt to provide a comprehensive
database of different macroalgae groups of the PNAH, based chiefly on our own original
collections, and complimented by the previous publications. This accessible checklist to the
international community would contribute as a serving tool in the Mediterranean marine

environmental studies, including prospective research of seaweeds.

3.4. Materials and Methods
3.4.1. Study area and time of sampling

Field collections were performed at seven sites along the 40 km of coastline of the Al-
Hoceima National Park in Morocco (Figure 3.1). All specimens were collected by scuba diving
down to 15 m depth and by snorkeling in rocky midlittoral and sublittoral zones (0-2 m depth)
throughout the years 2012-2014 and during each season.

Figure 3.1. Geographical distribution of the Sampling sites along the Al-Hoceima National Park,
northeast of Morocco “Mediterranean Sea”: 1- Cala Iris (35°08'53.0"N 4°21'56.4"W), 2- Torres
(35°09725.1"N, 4°20'01.6"W), 3- Badis (35°10'34.7"N 4°17'20.1"W), 4- Topo (35°11'56.5"N
4°11'21.7"W), 5- Boumehdi (35°14'16.8"N 4°01'03.8"W), 6- Tala Youssef (35°14'11.7"N
3°58'55.5"W), 7- Rmod (35°14'41.5"N, 3°57'55.7"W).

3.4.2. Identification of marine algae

Seaweeds were transported to the laboratory and stored in 5% buffered formalin-seawater
solution. Species were studied under dissecting or compound microscopes and they were

sectioned manually with a razor blade when necessary (Figure 3.2).
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Figure 3.2. Sampling and identification of Seaweeds

Specimens of most of the species included in this checklist were deposited in the
Phycological Herbarium of the Phycology and Mycology Group at the Faculty of Sciences,
Department of Biology, Abdelmalek Essaadi University, Tetouan, Morocco. For taxonomic
nomenclature purposes, the on-line databases Index Nominum Algarum and AlgaeBase (Guiry
& Guiry 2019) were used. The checklist of marine macroalgae of PNAH was compiled of
personal collections in this study and two previous literatures data: Gonzélez-Garcia & Conde-
Poyales (1994) and Gonzéalez-Garcia et al., (2017). The previously known species, together
with the new species from PNAH and Morocco were mainly verified using AlgaeBase and after
a careful review of all published records including, the checklists of seaweeds of Morocco
(Benhissoune et al., 2001, 2002a, b, 2003). On the other side, unpublished works such as thesis,
master dissertations and technical reports have not been considered owing to the lack a

scrutinized in their elaboration.
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3.5. Results and Discussion

3.5.1. The Catalogue of Seaweeds

In the catalogue (Table 3.1), taxa of marine macroalgae are arranged alphabetically in three
major groups (Chlorophyta, Ochrophyta and Rhodophyta), and following the classification
systems and the nomenclature presented in AlgaeBase (Guiry & Guiry 2019). The species
locations in the current study are given (1-7) and previous reference records are also provided

(Gonzéalez-Garcia & Conde-Poyales 1994 and Gonzalez-Garcia et al., 2017).

Table 3.1. Accepted seaweed taxa hitherto reported in the Al-Hoceima National Park according to
their sampling site, based on both our collections and previous records by Gonzélez-Garcia &
Conde-Poyales (1994) and Gonzalez-Garcia et al. (2017).

Phylum Chlorophyta Location in this study  Previous reference

Class Ulvophyceae
Order Bryopsidales

Family Bryopsidaceae

Bryopsidella neglecta (Berthold) G. Furnari & P1

M. Cormaci

“Bryopsis cupressina J.\V. Lamouroux 1,2,56,7

Bryopsis duplex De Notaris 1 P1
Bryopsis hypnoides J.V. Lamouroux 1,6,7 P1
Bryopsis muscosa J.V. Lamouroux P2
Bryopsis plumosa (Hudson) C. Agardh 1,46 P1, P2
Family Codiaceae

Codium adhaerens C. Agardh 1,2,356,7 P1, P2
Codium decorticatum (Woodward) M. Howe 1,7

Codium effusum (Rafinesque) Delle Chiaje P1, P2
Codium tomentosum Stackhouse 1,4 P2

Family Derbesiaceae

Derbesia tenuissima (Moris & De Notaris) P1, P2
P.L. Crouan & H.M. Crouan

Family Udoteaceae

Pseudochlorodesmis furcellata (Zanardini) 1,7
Bargesen °
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Taxa

Location in this study

Previous reference

Order Cladophorales

Family Boodleaceae

Cladophoropsis membranacea (Hofman Bang

ex C. Agardh) Bargesen !

Family Cladophoraceae

Chaetomorpha aerea (Dillwyn) Ktzing
Chaetomorpha ligustica (Kutzing) Kitzing
Chaetomorpha linum (O.F. Miiller) Kiitzing
Cladophora albida (Nees) Kutzing
Cladophora coelothrix Kiitzing
Cladophora dalmatica Kitzing
Cladophora hutchinsiae (Dillwyn) Kitzing
Cladophora laetevirens (Dillwyn) Kutzing

Cladophora lehmanniana (Lindenberg)
Kdtzing

Cladophora prolifera (Roth) Kitzing
Cladophora rupestris (Linnaeus) Kitzing
Cladophora sericea (Hudson) Kdtzing
Cladophora socialis Kiitzing 8
Cladophora vagabunda (Linnaeus) Hoek
Lychaete battersii (C.Hoek) M.J. Wynne 8

Lychaete echinus (Biasoletto) M.J. Wynne
= Cladophora echinus (Biasoletto) Kiitzing

Rhizoclonium tortuosum (Dillwyn) Kiitzing
Family Siphonocladaceae

Siphonocladus tropicus (P. Crouan & H.
Crouan) J. Agardh

Family Valoniaceae

Valonia macrophysa Kiitzing
Valonia utricularis (Roth) C. Agardh
Order Ulotrichales

Family Ulotrichaceae

Ulothrix flacca (Dillwyn) Thuret

1,6,7

6,7

2,56,7
1,2,57
1,56,7

1,7

1,6,7

1,7
1,2,4,56,7

1,7
-

1
1,27

3,7

1,6,7

P1
Py, P2
P1

P1

P1

P1
P1
P1

P, P2

P1

P, P2

P1

P2
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Taxa Location in this study

Previous reference

Order Ulvales
Family Kornmanniaceae

Blidingia marginata (J. Agardh) P.J.L.
Dangeard ex Bliding

Blidingia minima (Ndgeli ex Kutzing) Kylin
Family Phaeophilaceae

Phaeophila dendroides (P. Crouan & H.
Crouan) Batters

Family Ulvaceae

Ulva clathrata (Roth) C. Agardh
Ulva compressa Linnaeus

Ulva flexuosa Wulfen

Ulva intestinalis Linnaeus
=Enteromorpha intestinalis (Linnaeus) Nees

Ulva lactuca Linnaeus

Ulva linza Linnaeus
Ulva polyclada Kraft

Ulva prolifera O.F. Muller
=Enteromorpha prolifera (O.F.Muller)
J.Agardh

Ulva rigida C. Agardh
Ulva torta (Mertens) Trevisan
Family Ulvellaceae

Ulvella viridis (Reinke) R. Nielsen, C.J.
O'Kelly & B. Wysor
= Entocladia viridis Reinke

1,4,6,7
1,2,3,6,7

1,4,6,7

1,2,3,4,56,7
1

1,2,56,7

1,7

P1

P2

P1

P2
P2
P1
P1

Py, P2
Py, P2
P1

P, P2
P2

P1

Phylum Ochrophyta

Location in this study

Previous reference

Class Phaeophyceae
Order Dictyotales
Family Dictyptaceae

Dictyopteris polypodioides (A.P. De Candolle)
J.V. Lamouroux

Dictyota dichotoma (Hudson) J.V. Lamouroux
var. dichotoma

6,7

1,2,4,56,7

P1

P, P2

88



Chapitre 3

Taxa Location in this study

Previous reference

Dictyota dichotoma var. intricata (C. Agardh)
Greville

Dictyota fasciola (Roth) J.V. Lamouroux
Dictyota spiralis Montagne
Padina pavonica (Linnaeus) Thivy

Spatoglossum solieri (Chauvin ex Montagne)
Kdtzing

Taonia atomaria (Woodward) J. Agardh

Zonaria tournefortii (J.V. Lamouroux)
Montagne

Order Ectocarpales
Family Acinetosporaceae
Feldmannia irregularis (Kitzing) Hamel

Feldmannia lebelii (Areschoug ex P. Crouan
& H. Crouan) Hamel

Feldmannia mitchelliae (Harvey) H.-S. Kim

Feldmannia simplex (P. Crouan & H. Crouan)
Hamel®

Hincksia hincksiae (Harvey) P.C. Silva
Family Ectocarpaceae

Ectocarpus crouaniorum Thuret °
Ectocarpus fasciculatus Harvey
Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye
Family Scytosiphonaceae

Colpomenia peregrina Sauvageau

Colpomenia sinuosa (Mertens ex Roth) Derbés
& Solier

Petalonia fascia (O.F. Miiller) Kuntze
Scytosiphon lomentaria (Lyngbye) Link
Order Fucales

Family Fucaceae

Fucus spiralis Linnaeus

Fucus vesiculosus Linnaeus

7

1,3,4,56,7

1,2,3

1,7

1,2,4,56,7

P1

P1
P1
P1, P2
P1

P1
P1

P1

P, P2

P1

P2
P, P2

P1
Py, P2

P1
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Taxa Location in this study

Previous reference

Family Sargassaceae

Carpodesmia brachycarpa (J. Agardh)
Orellana & Sanson
= Cystoseira brachycarpa J.Agardh

Carpodesmia  mediterranea  (Sauvageau)
Orellana & Sanson

Carpodesmia tamariscifolia (Hudson)
Orellana & Sanson

= Cystoseira tamariscifolia (Hudson)
Papenfuss

Cystoseira compressa (Esper) Gerloff &
Nizamuddin

Cystoseira humilis Schousboe ex Kiitzing
Cystoseira mauritanica Sauvageau

Cystoseira montagnei J. Agardh
= Cystoseira spinosa Sauvageau

Cystoseira montagnei J. Agardh
Cystoseira usneoides (Linnaeus) M. Roberts
Sargassum hornschuchii C. Agardh

Sargassum vulgare C. Agardh nom. illeg.

Treptacantha elegans (Sauvageau) Orellana &
Sansén

Treptacantha nodicaulis (Withering) Orellana
& Sanson

Treptacantha sauvageauana (Hamel) Orellana
& Sansén

Order Ralfsiales
Family Hapalospongidiaceae

Hapalospongidion macrocarpum (Feldmann)
Ledn-Alvarez & Gonzélez-Gonzélez

Family Ralfsiaceae

Ralfsia verrucosa (Areschoug) Areschoug

Order Sphacelariales
Family Cladostephaceae
Cladostephus spongiosum (Hudson) C. Agardh

6, 7

1,2,4,5,6,7

1,4,5,6,7

1,3,6,7

1,3,4,57

P1

P, P2

P, P2

P1
P1
P2

P2
P1
P1
P1, P2
P1

P2

P1

P, P2

P2
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Taxa Location in this study  Previous reference

Cladostephus spongiosum f. verticillatum P1
(Lightf.) Prud’homme van Reine
Family Lithodermataceae

Pseudolithoderma adriaticum (Hauck) 1,7
Verlaque !

Family Sphacelariaceae

Sphacelaria cirrosa (Roth) C. Agardh 1,56,7 P1
Sphacelaria fusca (Hudson) S. F. Gray 3,7 P1
Sphacelaria plumula Zanardini 1,37 P1, P2
Sphacelaria rigidula Kitzing 1,4,7 P1, P2
Sphacelaria tribuloides Meneghini 1,57 P2
Family Stypocaulaceae

Halopteris filicina (Grateloup) Kiitzing 1,7 P1, P2
Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau 1,2,3,56,7 P1, P2

Order Tilopteridales
Family Phyllariaceae

Phyllariopsis brevipes (C. Agardh) E.C. Henry P1
& G.R. South
Saccorhiza polyschides (Lightfoot) Batters 4
Phylum Rhodophyta Location in this study Previous reference

Class Bangiophyceae
Order Bangiales

Family Bangiaceae

Bangia atropurpurea (Mertens ex Roth) C. 1,7

Agardh

Bangia fuscopurpurea (Dillwyn) Lyngbye P2
Porphyra umbilicalis Kiitzing 7 P2
Pyropia leucosticta (Thuret) Neefus & J. 1,2,6,7

Brodie

Class Compsopogonophyceae

Order Erythropeltales

Family Erythrotrichiaceae

“Erythrotrichia bertholdii Batters 1,7
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Previous reference

Taxa Location in this study
Erythrotrichia carnea (Dillwyn) J. Agardh 1,2,4,6,7
Erythrotrichia investiens (Zanardini) Bornet & 1,7
Erythrotrichia reflexa (P.L. Crouan et H.M.

Crouan) Thuret ex De Toni
Porphyrostromium ciliare (Carmichael) M.J. 1
Wynne 17

Class Florideophyceae

Order Acrochaetiales

Family Acrochaetiaceae
Acrochaetium microscopicum (Nageli ex

Kdtzing) Négeli
Acrochaetium parvulum (Kylin) Hoyt
Acrochaetium trifilum (Buffham) Batters

Grania efflorescens (J. Agardh) Kylin

= Acrochaetium thuretii (Bornet) Collins &

Hervey

Order Bonnemaisoniales

Family Bonnemaisoniaceae
Asparagopsis armata Harvey 1,2,4,5/6,7
Asparagopsis taxiformis (Delile) Trevisan 8 1,3,4,56,7

Bonnemaisonia hamifera Hariot 1,7

Order Ceramiales

Family Callithamniaceae
Aglaothamnion cordatum Feldmann-Mazoyer 1,4
Aglaothamnion tenuissimum (Bonnemaison) 1,6

Feldmann-Mazoyer

= Aglaothamnion byssoides (Arnott ex Harvey)

C.F. Boudouresque & M. M.Perret-

Boudouresque

Callithamnion corymbosum (Smith) Lyngbye 1,2,3,5,6,7

Callithamnion granulatum (Ducluzeau) C. 1,6,7

Agardh

Callithamnion tetragonum (Withering) S.F. 1,3,6,7

Gray

Callithamnion tetricum (Dillwyn) S.F.Gray® 1,2,4,6,7

P1, P2

P2

P, P2

Py, P2
P1
P1

Py, P2

P1

P, P2
P1

P1
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Taxa Location in this study

Previous reference

Gaillona gallica (Né&geli) Athanasiadis
= Aglaothamnion gallicum (N4geli) L’Hardy-
Halos ex F. Ardré

Crouania attenuata (C. Agardh) J. Agardh 1,56,7

Gaillona hookeri (Dillwyn) Athanasiadis
= Aglaothamniom hookeri (Dillwyn) C.M.
Maggs et M.H. Hommersand

Gaillona scopulorum (C. Agardh) 2
Athanasiadis °

Seirospora giraudyi (Kutzing) De Toni
Family Ceramiaceae

Antithamnion amphigeneum A. Millar
= Antithamnion algeriense M. Verlaque &

Seridi
Antithamnion cruciatum (C. Agardh) Nageli 7
“Antithamnion decipiens (J. Agardh) 1

Athanasiadis

“Antithamnionella boergesenii (Cormaci & G. 7
Furnari) Athanasiadis

Antithamnionella elegans (Berthold) J.H. Price

& D. M.John

Antithamnionella spirographidis (Schiffner) 1

E.M. Wollaston

Centroceras gasparrinii (Meneghini) 1,2,3,56,7
Kitzing*

Ceramium ciliatum (J. Ellis) Ducluzeau var. 1,2,3,4,5,6,7
ciliatum

Ceramium ciliatum var. robustum (J. Agardh)

Mazoyer

Ceramium circinatum (Kitzing) J. Agardh

Ceramium codii (H. Richards) Mazoyer 1,4,7
Ceramium diaphanum (Lightfoot) Roth 1,2,3,4,6,7
Ceramium echionotum J. Agardh 1,4,6,7
Ceramium giacconei Cormaci & G.Furnari? 1,4
Ceramium secundatum Lyngbye 56,7

P2

P1
P1, P2

P1

P1

Py, P2

P1

P2

P, P2

P1

P1

Py, P2
P, P2

P2
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Taxa

Location in this study

Previous reference

Ceramium siliquosum var. lophophorum
(Feldman-Mazoyer) Serio

=Ceramium diaphanum var. lophophorum
Feldmann-Mazoyer

Ceramium tenerrimum (G. Martens) Okamura

Gayliella flaccida (Harvey ex Kitzing) T.O.
Cho & L.J. Mclvor

Gayliella taylorii (E.Y. Dawson) T.O. Cho &

S. M.Boo 8
Ceramium virgatum Roth var. virgatum 3

Ceramium virgatum var. implexocontortum
(Solier) G. Furnari

Pterothamnion crispum (Ducluzeau) Nageli
Pterothamnion plumula (J. Ellis) Nageli

Family Dasyaceae

Dasya corymbifera J. Agardh !
Dasya hutchinsiae Harvey

Dasya ocellata (Grateloup) Harvey

Dasya rigidula (Kutzing) Ardissone

Family Delesseriaceae

Acrosorium ciliolatum (Harvey) Kylin
= Acrosorium venulosum (Zanardini) Kylin

Apoglossum ruscifolium (Turner) J. Agardh
Cryptopleura ramosa (Hudson) L. Newton

Hypoglossum hypoglossoides (Stackhouse)
Collins & Hervey

Myriogramme minuta Kylin

Nitophyllum punctatum (Stackhouse) Greville®

Radicilingua thysanorhizans (Holmes)
Papenfuss

Taenioma nanum (Kitzing) Papenfuss

Family Rhodomelaceae
Alsidium corallinum C. Agardh
Aphanocladia stichidiosa (Funk) Ardré

1,2,3,57

1,2,5,6,7

1,4,7
4,7

1,2,4,6
1,4,7

1,2,57

1,3,4,6,7

1,7
1,7

1,4,6,7

P1

P1, P2
P1, P2

P1

P1
P1

P, P2

P1

P1

Py, P2
P1
Py, P2

Py, P2

P2
Py, P2
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Taxa Location in this study

Previous reference

Carradoriella denudata (Dillwyn) A. M.
Savoie & G.W. Saunders

= Polysiphonia denudata (Dillwyn) Greville
ex Harvey

Carradoriella elongata (Hudson) A.M. Savoie
& G.W. Saunders
= Polysiphonia elongata (Hudson) Sprengel

Chondria capillaris (Hudson) M.J. Wynne
Chondria coerulescens (J. Agardh) Sauvageau
Chondria dasyphylla (Woodward) C. Agardh

Chondria mairei G. Feldmann

Chondrophycus undulates (Yamada) Garbary
& Harper

Halopithys incurva (Hudson) Batters
Herposiphonia secunda (C. Agardh) Ambronn

Herposiphonia secunda f. tenella (C. Agardh)
M.J. Wynne

Herposiphonia tenella (C. Agardh) Ambronn

Heterosiphonia crispella (C. Agardh) M.J.
Wynne

Laurencia obtusa (Hudson) J.V. Lamouroux

Leptosiphonia fibrillosa (Agardh) A.M.Savoie
& G.W.Saunders

Leptosiphonia brodiei (Dillwyn) A.M.Savoie
& G.W.Saunders

“Melanothamnus harveyi (Bailey) Diaz-Tapia
& Maggs

*Melanothamnus sphaerocarpus (Bgrgesen)
Diaz-Tapia & Maggs

Osmundea pinnatifida (Hudson) Stackhouse

Palisada perforata (Bory) K.W. Nam
= Laurencia papillosa (C.Agardh) Greville

Polysiphonia atlantica Kapraun & J.N. Norris

Polysiphonia dichotoma Kitzing

1,4,7

1,2,5,6,7
1,2,6,7
1,2,3,6,7

6, 7
1,2,3,56,7

1,2,4,5,6
1,6,7

6,7

6

1,4,7

1,2,3,6,7

P1

P1

P1
P1
P, P2

P1
P1

P1
P, P2
P1

Py, P2

P, P2

P, P2
P1

P1
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Previous reference

“Polysiphonia flocculosa (C. Agardh)
Endlichter

“Polysiphonia havanensis Montagne

Polysiphonia opaca (C. Agardh) Moris & De
Notaris

Polysiphonia sertularioides (Grateloup) J.
Agardh

Polysiphonia stricta (Mertens ex Dillwyn)
Greville ®

Pterosiphonia complanata (Clemente)
Falkenberg

Rytiphlaea tinctoria (Clemente) C. Agardh

Symphyocladiella parasitica (Hudson)
D.Bustamante, B.Y.Won, S.C.Lindstrom &
T.0.Cho

= Symphyocladia parasitica (Hudson) Savoie
& G.W. Saunders

Vertebrata fruticulosa (Wulfen) Kuntze
= Boergeseniella fruticulosa (Wulfen) Kylin

Vertebrata fucoides (Hudson) Kuntze
= Polysiphonia fucoides (Hudson) Greville

Vertebrata reptabunda (Suhr) Diaz-Tapia &
Maggs
= Lophosiphonia reptabunda (Suhr) Kylin

Vertebrata thuyoides (Harvey) Kuntze
Vertebrata tripinnata (Harvey) Kuntze

Xiphosiphonia pennata (C. Agardh) Savoie &
G.W. Saunders

Family Sarcomeniaceae

Cottoniella filamentosa (M. Howe) Bgrgesen
Family Spyridiaceae

Spyridia filamentosa (Wulfen) Harvey
Family Wrangeliaceae

Compsothamnion thuioides (Smith) Négeli
“Diplothamnion jolyi C. Hoek

Griffithsia opuntioides J. Agardh

1

6,7
1,6,7

3,6

6,7

1,2,3,56,7

1,2,5,6,7

1,6,7
1,7

1,7

1,7
1,4,6,7

P, P2

P1, P2

P, P2

P1

Py, P2

P1

P1

P, P2

P, P2

P2

P1

P2

P1
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Halurus flosculosus (J. Ellis) Maggs &
Hommersand

Lejolisia mediterranea Bornet

Monosporus pedicellatus (Smith) Solier
Pleonosporium borreri (Smith) Négeli
Spermothamnion flabellatum Bornet
Spermothamnion repens (Dillwyn) Magnus °

Spongoclonium caribaeum (Bgrgesen) M.J.
Wynne 8

Tiffaniella capitata (Bornet) Doty & Mefiez *

“Tiffaniella gorgonea (Montagne) Doty &
Mefiez

Order Colaconematales
Fmily Colaconemataceae

Colaconema caespitosum (J. Agardh)
Jackelman, Stegenga & J.J. Bolton

Colaconema daviesii (Dillwyn) Stegenga

Colaconema savianum (Meneghini) R. Nielsen
= Acrochaetium savianum (Meneghini) Néageli

Order Corallinales

Family Corallinaceae

Amphiroa beauvoisii J.V. Lamouroux
Amphiroa cryptarthrodia Zanardini

Amphiroa fragilissima (Linnaeus) J.V.
Lamouroux

Amphiroa rigida J.VV. Lamouroux
Corallina officinalis Linnaeus

Ellisolandia elongata (J. Ellis & Solander)
K.R. Hind & G.W. Saunders

Hydrolithon farinosum (J.V. Lamouroux)
Penrose & Y.M. Chamberlain

= Fosliella farinose (J.V.Lamouroux)
M.Howe

**Jania capillacea Harvey

Jania longifurca Zanardini

1,6
1,2,6,7

1,4

4,7

7
1,2,3,56,7
1,2,3,4,56,7

6
1,2,4,5,6,7

P1

P1

P1
P1

P, P2
P1

P1
P1

P1
P1
P, P2

P1

P, P2
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Jania rubens (Linnaeus) J.V. Lamouroux

Jania rubens var. corniculata (Linnaeus)
Yendo
=Jania corniculata (Linnaeus) J.V.Lamouroux

Jania squamata (Linnaeus) J.H. Kim, Guiry &
H.-G. Choi °

Jania virgata (Zanardini) Montagne
= Corallina granifera J.Ellis & Solander

Lithophyllum byssoides (Lamarck) Foslie

Lithophyllum corallinae (P. Crouan & H.
Crouan) Heydrich !

Lithophyllum Cystoseirae (Hauck) Heydrich
= Titanoderma Cystoseirae (Hauck)
Woelkerling, Y.M.Chamberlain & P.C.Silva

Lithophyllum dentatum (Kitzing) Foslie
= Spongites dentatus Kitzing

Lithophyllum incrustans Philippi

Neogoniolithon brassica-florida (Harvey)
Setchell & L.R. Mason

Pneophyllum confervicola (Kiitzing) Y.M.
Chamberlain &

Pneophyllum fragile Kutzing
=Pneophyllum lejolisii (Rosanoff)
Y.M.Chamberlain

Tenarea tortuosa (Esper) Me. Lemoine

Titanoderma pustulatum (J.VV. Lamouroux)
Néageli

Family Lithothamniaceae

Phymatolithon lenormandii (Areschoug)
W.H.Adey

Order Gelidiales
Family Gelidiaceae

Gelidiella lubrica (Kutzing) Feldmann &
Hamel

Gelidium attenuatum (Turner) Thuret

Gelidium pectinatum (Montagne) Montagne *

1,2,3,4,5 7

1,3,57

1,4,6,7

1,7

1,6,7
1,2,3,56,7

1,7

3,6,7

P1, P2
P1

P1

P2

P1

P1

P, P2
Py, P2

P1

Py, P2

P2
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Gelidium corneum (Hudson) J.VV. Lamouroux
Gelidium crinale (Hare ex Turner) Gaillon
Gelidium microdon Kutzing

Gelidium minusculum (Weber-van Bosse) R.E.
Norris

Gelidium pulchellum (Turner) Kitzing
Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis var.
pusillum

Gelidium pusillum var. pulvinatum (C.
Agardh) Feldmann

Gelidium spathulatum (Kutzing) Bornet

Gelidium spinosum (S.G. Gmelin) P.C. Silva
var. spinosum

Gelidium spinosum var. hystrix (J. Agardh) G.
Furnari

= Gelidium latifolium var. hystrix (J.Agardh)
Hauck

Family Pterocladiaceae

Pterocladiella capillacea (S.G. Gmelin)
Santelices & Hommersand

Pterocladiella melanoidea (Schousboe ex
Bornet) Santelices & Hommersand

Order Gigartinales
Family Caulacanthaceae

Caulacanthus ustulatus (Mertens ex Turner)
Kitzing

Family Cystocloniaceae

Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux
Hypnea spinella (C. Agardh) Kiitzing *
“Hypnea valentiae (Turner) Montagne

Rhodophyllis divaricata (Stackhouse)
Papenfuss ?

Family Gigartinaceae
Chondracanthus acicularis (Roth) Fredericq

Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth)
Kitzing

7
2,56,7
1

1,7

1,6,7
1,6,7

1,2,7

1,2,6,7

1,6,7

1,7

1,3,56,7
57

1,6,7

1,2,3,4,6,7
7

P1, P2
P1, P2

P, P2

Py, P2
Py, P2

P1

Py, P2

P2

Py, P2

Py, P2
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Gigartina pistillata (S.G. Gmelin) Stackhouse 6,7 P1, P2
Family Phyllophoraceae

Gymnogongrus crenulatus (Turner) J. Agardh P1, P2
Gymnogongrus griffithsiae (Turner) Martius 6,7

Gymnogongrus patens (Goodenough & 1,3,6,7

Woodward) J. Agardh

Phyllophora crispa (Hudson) P.S. Dixon P1
Phyllophora sicula (Kitzing) Guiry & L.M. P1
Irvine

Schottera nicaeensis (J.V. Lamouroux ex P1, P2
Duby) Guiry & Hollenberg

Stenogramma interruptum (C. Agardh) 6 P2
Montagne °

Family Rissoellaceae

Rissoella verruculosa (Bertoloni) J. Agardh 1,2 P1
Family Schmitziellaceae

Schmitziella endophloea Bornet & Batters P1, P2
Family Sphaerococcaceae

Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse 1,4,7 P1, P2
Order Gracilariales

Family Gracilariaceae

Gracilaria armata (C. Agardh) Greville P1
Gracilaria bursa-pastoris (S.G. Gmelin) P.C. P1, P2
Silva

Gracilaria conferta (Schousboe ex Montagne) 7

Montagne!

Gracilaria dura (C. Agardh) J. Agardh * 7

Gracilaria multipartita (Clemente) Harvey 6

Gracilariopsis longissima (S.G. Gmelin) M. 3,7

Steentoft, L.M. Irvine & W.F. Farnham
Order Halymeniales
Family Halymeniaceae

Grateloupia filicina (J.V. Lamouroux) C. 6,7 P1
Agardh
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Order Hapalidiales

Family Hapalidiaceae

Choreonema thuretii (Bornet) F. Schmitz P1
Melobesia membranacea (Esper) J.V. 2 P1, P2
Lamouroux

Family Mesophyllaceae

Mesophyllum expansum (Philippi) Cabioch & 1 P1
M.L. Mendoza

= Lithophyllum expansum Philippi

Mesophyllum lichenoides (J.Ellis) Me. 1,6,7 P1, P2
Lemoine

Order Hildenbrandiales
Family Hildenbrandiaceae

Hildenbrandia rubra (Sommerfelt) Meneguini P2

Order Nemaliales

Family Liagoraceae

Liagora distenta (Mertens ex Roth) J.V. P1
Lamouroux
Liagora viscida (Forsskal) C. Agardh P1

Family Nemaliaceae

Nemalion elminthoides (Velley) Batters 6,7 P1, P2
Family Scinaiaceae

Scinaia furcellata (Turner) J. Agardh P1
Order Nemastomatales

Family Schizymeniaceae

Schizymenia dubyi (Chauvin ex Duby) 1
J.Agardh

Order Peyssonneliales

Family Peyssonneliaceae

Peyssonnelia bornetii Boudouresque & P1
Denizot

Peyssonnelia coriacea Feldmann P>
Peyssonnelia dubyi P. Crouan & H. Crouan P1
Peyssonnelia squamaria (S.G. Gmelin) P1, P2
Decaisne
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Taxa Location in this study

Previous reference

Order Plocamiales
Family Plocamiaceae

Plocamium cartilagineum (Linnaeus) P.S.
Dixon

Plocamium raphelisianum P.J.L. Dangeard
Order Rhodymeniales

Family Champiaceae

“*Champia compressa Harvey

Champia parvula (C. Agardh) Harvey
Gastroclonium clavatum (Roth) Ardissone
Gastroclonium reflexum (Chauvin) Kiitzing *
Family Lomentariaceae

Lomentaria articulata (Hudson) Lyngbye °
“Lomentaria articulata var. linearis Zanardini
Family Rhodymeniaceae

Botryocladia botryoides (Wulfen) Feldmann
Rhodymenia caespitosa P.J.L. Dangeard

Rhodymenia pseudopalmata (J.V. Lamouroux)
P.C. Silva®

Classe Stylonematophyceae

Order Stylonematales

Family Stylonemataceae

Chroodactylon ornatum (C. Agardh) Basson
Stylonema alsidii (Zanardini) K.M. Drew

Stylonema cornu-cervi Reinsch

1,3,4,6,7

1,2,4,7
1,2,57
1,7
1,4,7

1,6,7

1,4,6,7

P1, P2

P1
P, P2

P1

P1
P, P2
P1

The sites are as follows: Cala Iris (1); Torres (2); Badis (3); Topo (4); Boumehdi (5); Tala Youssef
(6) and Rmod (7). Confirmed presence in previous study (P1: Gonzalez-Garcia & Conde-Poyales
(1994), P2: Gonzéalez-Garcia et al. (2017). Superscript number refer to the Notes. Authors of taxa
are given in full, and synonyms of amended taxa are also given. New records for Morocco are
marked with an asterisk [*] before the name of a taxon, and two asterisks [**] are given for the new

records for the Mediterranean Sea.
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Notes:

The twelve species identified in this study (Cladophoropsis membranacea, Dasya
corymbifera, Gastroclonium reflexum, Gelidium bipectinatum, Gracilaria conferta, Gracilaria
dura, Hypnea spinella, Lithophyllum corallinae, Pseudolithoderma adriaticum,
Porphyrostromium ciliare, Rhodophyllis divaricata, Tiffaniella capitata) were reported newly
for the Mediterranean coast of Morocco. However, all of these species have been signaled in
the Atlantic coast of Morocco by Benhissoune et al., (2001, 2002a, b, 2003).

2Ceramium giacconei was described by Cormaci and Furnari (1991) to accommodate the
entity previously known in the Mediterranean as Ceramium cingulatum Weber-van Bosse.
Therefore, the single record of the later species by Gonzalez-Garcia and Conde-Poyales (1994),

should be treated as C. giacconei.

3Reported as Ceramium nodulosum by Gonzalez-Garcia and Conde-Poyales (1994).
Ceramium virgatum was cited by C. Agardh (I1811) as a synonym of C. rubrum and later noted
as possibly conspecific with C. nodulosum (Maggs & Hommersand 1993). But Silva et al.,
(1996) point out that C. nodulosum Ducluzeau, the name proposed by Maggs and Hommersand
(1993) to accommodate the species commonly reported as C. rubrum (Hudson) C. Agardh,
cannot be used. Later, Maggs et al., (2002) suggested that the name C. virgatum Roth should

be used for C. nodulosum (Lightfoot) Ducluzeau.

4Barros-Barreto et al., (2006) reported that Centroceras clavulatum (C. Agardh) Montagne
may consist of a species complex. Recently, Won et al., (2009) indicated that C. clavulatum
has a biogeographic distribution limited to the Pacific Ocean. More recently, Hassoun et al.,
(2018) pointed out that all specimens of Centroceras examined from Morocco are not C.
clavulatum but C. gasparrini. As a result, C. clavulatum was excluded from Moroccan flora

and replaced with C. gasparrinii.

SPolysiphonia stricta and Ectocarpus crouanii were previously reported only in one
reference in an unpublished thesis (Kazzaz 1989). Thus, the presence of the two species in
Morocco was confirmed in this study. Furthermore, this is the first record of Ectocarpus

crouanii in Africa.

6Confirmation of presence in Morocco for Erythrotrichia investiens, which was reported
just in the study of Gonzalez-Garcia and Conde-Poyales (1991). This is one of the rare records

of this species in Africa after the first report was made by John et al., (1979).
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This is the first record of Porphyrostromium ciliare in Morocco and Africa after the only

record of this species was made by Dangeard (1949) from the Atlantic.

8The two green algae (Cladophora socialis, Lychaete battersii) and four red seaweeds
(Asparagopsis taxiformis, Gayliella taylorii, Pneophyllum confervicola, Spongoclonium
caribaeum) present in our checklist were reported from Morocco for the second time after the

investigation conducted by Riadi et al., (2011).

%Confirmation of presence in the Mediterranean coast of Morocco for ten species
(Callithamnion tetricum, Feldmannia simplex, Gaillona scopulorum, Jania squamata,
Lomentaria articulata, Nitophyllum punctatum, Pseudochlorodesmis furcellata , Rhodymenia
pseudopalmata, Spermothamnion repens, Stenogramma interruptum) previously signaled in an

unpublished national thesis (Kazzaz 1989).
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3.5.2. Floristic analysis

The checklist presented in this work includes 307 taxa at specific and intraspecific level,
including 208 Rhodophyta, 51 Ochrophyta, and 48 Chlorophyta (Table 3.2). Principally, 211
taxa (144 Rhodophyta, 30 Ochrophyta and 37 Ulvophyceae) were identified from all of our
sampling expeditions. Among our collections, 5 species are new for the Mediterranean Sea
(Champia compressa, Diplothamnion jolyi, Jania capillacea, Polysiphonia havanensis,
Tiffaniella gorgonea), 9 are new for Morocco (Antithamnion decipiens, Antithamnionella
boergesenii, Bryopsis cupressina, Erythrotrichia bertholdii, Hypnea valentiae, Lomentaria
articulata var. linearis, Melanothamnus harveyi, Melanothamnus sphaerocarpus, Polysiphonia

flocculosa), and 12 others species are new records for the Mediterranean cost of Morocco.

Table 3.2. Number of seaweeds taxa according to different taxonomic groups (Class, order,
family, genus and species).

Class Order Family Genus Species
Chlorophyta 1 4 13 17 48
Ochrophyta 1 6 13 25 51
Rhodophyta 4 19 39 107 208
Total 6 29 65 149 307

¢ Rhodophyta

In this study, the results have indicated that Rhodophyta represent the dominant group with
four  classes  (Bangiophyceae, = Compsopogonophyceae,  Florideophyceae  and
Stylonematophyceae) and 19 orders (see table 3.3). They encompass 208 taxa within 39
families. The family Rhodomelaceae contained the most species (37) grouped in 19 genera,
followed by the Ceramiaceae with 23 species. Moreover, Ceramium (12) and Gelidium (12)

were the most diverse genera among the red algae.
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Table 3.3. Number of classes, orders, families, genera and species of Rhodophyta reported from Al-
Hoceima National Park.

Rhodophyta

Mesophyllaceae

Hildenbrandiales

Hildenbrandiaceae

Nemaliales

Liagoraceae

Nemaliaceae

Scinaiaceae

Nemastomatales

Schizymeniaceae

Peyssonneliales

Peyssonneliaceae

Plocamiales

Plocamiaceae

Rhodymeniales

Champiaceae

Lomentariaceae

Rhodymeniaceae

4

Stylonematophyceae

Stylonematales

19

Stylonemataceae

39

N (N RINRPIRRPRRPRIRPIRIRPRIRIN RN R RPN N P RN -

107

Classes Orders Families Genera | Species
Bangiophyceae Bangiales Bangiaceae 3 4
Compsopogonophyceae | Erythropeltales Erythrotrichiaceae 2 5

Acrochaetiales Acrochaetiaceae 2 4
Bonnemaisoniales Bonnemaisoniaceae 2 3
Callithamniaceae 5 11

Ceramiaceae 6 23

Dasyaceae 1 4

Ceramiales Delesseriaceae 8 8
Rhodomelaceae 19 37

Sarcomeniaceae 1 1

Spyridiaceae 1 1

Wrangeliaceae 10 12

Colaconematales Colaconemataceae 1 3
Corallinales C_orallinacege 10 23
Lithothamniaceae 1

€ Gelidiaceae 13
Gelidiggs Pterocladiaceae 2
Caulacanthaceae 1

Cystocloniaceae 4

_ Gigartinaceae 3
Florideophyceae Gigartinales Phyllophoraceae 7
Rissoellaceae 1

Schmitziellaceae 1

Sphaerococcaceae 1

Gracilariales Gracilariaceae 6
Halymeniales Halymeniaceae 1
Hapalidiales Hapalidiaceae ;
1

2

1

1

1

4

2

4

2

3

3

208
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e Ochrophyta (Class Phaeophyceae)

A total of 51 taxa belonging to the Ochrophyta (Phaeophyceae) were signaled in this
catalogue, under 13 different families and 25 genera. Sargassaceae was the most diverse family
among brown algae with 14 taxa, followed by the Dictyotaceae with 9 species. Additionally,
the genus Cystoseira has the most taxa (6 species) among the brown algae of PNAH (Table
3.4).

Table 3.4. Number of class, orders, families, genera and species of Ochrophyta
(Class Phaeophyceae) reported from Al-Hoceima National Park.

Ochrophyta

Orders Families Genera Species
Dictyotales Dictyotaceae 6 9
Ectocarpaceae 1 3
Ectocarpales Acinetosporaceae 2 5
Scytosiphonaceae 3 4
Sargassaceae 4 14
Fucales
Fucaceae 1 2
) Hapalospongidiaceae 1 1
Ralfsiales -
Ralfsiaceae 1 1
Cladostephaceae 1 2
_ Lithodermataceae 1 1
Sphacelariales X
Sphacelariaceae 1 5
Stypocaulaceae 1 2
Tilopteridales Phyllariaceae 2 2
6 13 25 51

e Chlorophyta (Class Ulvophyceae)

Regarding the Ulvophyceae, 48 taxa from 13 families have been reported from the coastline
of the National Park of Al-Hoceima (Table 3.5). The most species-rich family among the Class
Ulvophyceae, was the Cladophoraceae with 17 taxa, followed by the Ulvaceae with 10 species.
Furthermore, Cladophora with 11 and Ulva with 10 were the most species-rich genera in green

algae of the Park.
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Table 3.5. Number of class, orders, families, genera and species of Chlorophyta
(Class Ulvophyceae) reported from Al-Hoceima National Park.

Chlorophyta

Orders Families Genera Species
Bryopsidaceae 2 6
. Codiaceae 1 4
Bryopsidales -
Derbesiaceae 1 1
Udoteaceae 1 1
Boodleaceae 1 1
Cladophoraceae
Cladophorales - P 4 17
Siphonocladaceae 1 1
Valoniaceae 1 2
Ulotrichales Ulotrichaceae 1 1
Kornmanniaceae 1 2
Phaeophilaceae 1 1
Ulvales
Ulvaceae 1 10
Ulvellaceae 1 1
4 13 17 48

3.5.3. Comparison of total species from each sites studied

In a comparison of the total of taxa identified in the seven study sites, the littoral of Cala

iris and Rmod are found to contain the highest number of taxa, 150 and 157 taxa respectively,

which represents 74 % of the total number of taxa found in this overall study occurred in at

those two sites. Following by Tala Youssef with an intermediate species richness of 99 taxa.

Cala Iris
Bl Torres
Badis
Topo
Hl Boumehdi

Hl Tala Youssef

'

Figure 3.3. Comparison of total species from each sites studied

Rmod
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3.5.4. Comparison of the total of our seaweeds flora with authors studies

Using present-day taxonomy, 307 taxa of marine algae have been registered from the Al-
Hoceima National Park in this investigation. The data were amended and complemented by the
bibliographic analysis of the following works (Gonzélez-Garcia & Conde-Poyales 1994 and
Gonzalez-Garcia et al., 2017). Among the 307 taxa, 96 species were not found in our samples
and 93 were newly reported to the Park, and the taxonomic identity of 30 taxa was amended
(Figure 3.3).

Hl Rhodophyta
Amended taxa -
Ochrophyta
New taxa
Not observed in this study _

0 50 100 150 200 250

Number of species

Figure 3.4. Detailed comparison of the PNAH seaweed flora: our study and previous works
In comparison with the checklist of seaweed of Morocco (Benhissoune et al., 2001,
2002a, 2002b, 2003), our checklist found to contain more than two-third (307 vs. 403) of the
species recorded in the Mediterranean coast of Morocco, which represent a high percentage
(76%) (Figure 3.4).
Numbers of seaweeds in the Mediteranean coast
of Morocco

Hl Numbers of Seaweeds in the PNAH
2501
2001
1501
100
501
N IO

Number of species

Chlorophyta Ochrophyta Rhodophyta

Figure 3.5. Numbers of species of seaweeds listed in the Mediterranean coast of Morocco
(Benhissoune et al,. 2001, 2002a, b, 2003) and Al-Hoceima National Park (this study).
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3.6. Conclusion

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first inclusive seaweeds checklist
of Al-Hoceima National Park. The seaweeds catalogue encompasses 307 taxa, which represent
more than two-third of the total species reported in the Mediterranean shore of Morocco. This
fact evidences that Al-Hoceima National Park of Morocco has a great diversity of species.
Moreover, this study showcases the need for more phycological studies in other localities along

the Mediterranean coast of Morocco, in order to clarify their algal biodiversity.

Publishing this checklist will improve its accessibility to the international society.
Furthermore, the seaweed diversity information provided in this catalogue could serve as an
infrastructure for future phycological investigations of the taxa in this Specially Protected Area
of Mediterranean Importance.
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Chapitre 4

4.1. Résumé

La présente étude a été entreprise pour améliorer nos connaissances sur la diversité des
algues marines de la c6te méditerranéenne. Dans ce contexte, nous avons ajouté pour la
premiere fois a la liste de la phycophlore de la Méditerranée trois espéces de Rhodophycées
originaires de la cote méditerranéenne du Maroc: Champia compressa Harvey, Polysiphonia
havanensis sensu Bgrgesen non Montagne et Diplothamnion jolyi van den Hoek. Les trois
nouvelles algues rouges ont été collectées dans le Parc National d'Al-Hoceima, une zone
protégée de la Méditerranée.

Mots clés :

Champia compressa; Diplothamnion jolyi; Mediterranée; Maroc; Polysiphonia havanensis

sensu Bgrgesen.

4.2. Abstract

The occurrence in Morocco of three species of red algae new to the Mediterranean Sea is
reported: Polysiphonia havanensis sensu Bgrgesen (Ceramiales, Rhodomelaceae),
Diplothamnion jolyi (Ceramiales, Wrangeliaceae), and Champia compressa (Rhodymeniales,
Champiaceae). All were collected in Al-Hoceima National Park, a protected area of the

Mediterranean coast of Morocco.

Keywords: Champia compressa; Diplothamnion jolyi; Mediterranean Sea; Morocco;

Polysiphonia havanensis sensu Bgrgesen.

116



Chapitre 4

4.3. Introduction

The Mediterranean Sea represents only 0.82% in surface area and 0.32% in volume of the
world’s oceans. Nevertheless, it is considered to be a major site for marine biodiversity, with

16.9% of the world’s marine species (Bianchi & Morri 2000).

Many researchers have investigated the algal biodiversity of the Mediterranean (Ballesteros
1990; Riberaetal., 1992; Gomez Garreta et al., 2001; Furnari et al., 2003; Cormaci et al., 2004;
Ni-Ni-Win et al., 2011; Cormaci et al., 2012; Tsiamis et al., 2013; Katsanevakis et al., 2014).
Coll et al., (2010) listed 1124 species of marine algae occurring in the Mediterranean Sea,
including 657 species of Rhodophyceae, representing the richest group. However, this estimate
of algal diversity is still incomplete as it is easily foreseeable that yet-undescribed species and
new records will be added in the future.

In recent years, there has been an increasing interest in the Moroccan algal biodiversity.
Nonetheless, the benthic marine algal flora of the Moroccan coast has, to date, been rather
poorly studied (Benhissoune et al., 2001, 2002a, b, 2003). We recently reported 20 taxa as new
additions to the marine flora of Morocco (Riadi et al., 2011, 2013; Hassoun et al., 2014, 2015a,
b).

On the Moroccan Mediterranean coast, the National Park of Al-Hoceima (PNAH),
classified in 2009 by the United Nations as a Specially Protected Area of Mediterranean
Importance (PNUE-PAM-CAR/ASP 2009), shows very high species richness along its 40 km
of coastline, comparable to major hotspots of Mediterranean biodiversity. A total of 264 species
have been reported in the PNAH (Tunesi et al., 2003).

The present investigation was undertaken to increase our knowledge of the marine algal
biodiversity of the Mediterranean coast. In this context, we report three species of
Rhodophyceae for the first time from the Mediterranean Sea: Champia compressa Harvey,
Polysiphonia havanensis sensu Bgrgesen non Montagne and Diplothamnion jolyi van den
Hoek.
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4.4. Materials and Methods

All specimens were collected during field studies in all seasons between 2012 and 2014 in
the midlittoral and upper sublittoral zones along the coast of the Al-Hoceima National Park in
Morocco. The PNAH occupies 40 km of coastline and possesses a dry Mediterranean climate

with mild winters and hot summers.

These species were found at four different sites from PNAH: Cala Iris (35°09'03.4"N,
4°22'00.7"W), Torres (35°09'25.1"N, 4°20'01.6"W) Tala Youssef (35°14'11.7"N, 3°58'55.5"W)
and Rmod (35°14'41.5"N, 3°57'55.7"W) (Figure 4.1).

The plants were transported to the laboratory and stored in 5% buffered formalin-seawater
solution. Specimens were studied using light microscopy and sectioned manually with a razor

blade. When necessary, permanent material was stained with 1% aqueous aniline blue.

Photomicrographs were taken using a Panasonic Lumix DMC-FS16 digital camera (Osaka,
Japan) coupled to a Nikon microscope (SFC-28, Japan). The studied specimens were deposited
in the Phycological Herbarium of the Phycology and Mycology Laboratory [= HTET], Faculty

of Sciences, Abdelmalek Essaadi University, Tetouan, Morocco.

Mediterranean Sea

Al Hoceima National Park

-

\\\\\
et

.................
......

.

______

Figure 4.1. Geographical location of the collection sites in the Al-Hoceima National Park, northeast
of Morocco ‘Mediterranean Sea’: 1- Cala Iris, 2- Torres, 3- Tala Youssef, 4- Rmod (Réalisation, M
Hassoun).
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4.5. Results and discussion
4.5.1. Polysiphonia havanensis sensu Bgrgesen non Montagne (Figures 4.2-11)
Habitat and collections

Specimens were collected in November 2012 and April 2013 at Rmod and in May 2014 at
Talla Youssef, growing as epiphytes on Nemalion elminthoides (Velley) Batters. The species
occurs in the middle intertidal on a rocky substrate area. They were assigned the numbers:
HTET 744, 751 and 752.

Description

Algae reddish-brown, thalli reaching a height of up to 2.5 cm (Figure 4.2), composed of
prostrate and erect axes; main axes dichotomously to pseudodichotomously branched, with an
abundance of adventitious branchlets (Figure 4.3). The prostrate filaments are fixed to the
substratum by numerous unicellular rhizoids, developing from the median or posterior position
of pericentral cells with which they remain in open connection (Figure 4.4). Prostrate axes
130-140 um in diameter (Figure 4.5), the erect axes up to 120 pm in diameter at the base,
gradually narrowing distally after each branching to only 30 um; there are 4 pericentral cells
per segment (Figure 4.6). All axes are ecorticate; branches develop in the axils of trichoblasts,

which are up to 200 um long and 10 um in diameter (Figure 4.7).

Tetrasporangia, with a diameter varying between 40 and 60 um, are arranged in long spiral
series, up to 12 tetrasporangia in a fertile branch (Figure 4.8). Procarps with a four-celled
carpogonial branch. Cystocarps ovoid when mature, averaging 250 um in diameter and 300 um
in height (Figures 4.9 and 4.10). Spermatangial branches up to 120 um in diameter and 200 um
long, usually without sterile tip cells (Figure 4.11). Moroccan Polysiphonia havanensis
gametophytes were dioecious, and all reproductive plants were collected in the spring.
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Figures 4. 2-11. Polysiphonia havanensis. (2) Habit. Scale bar, 0.5 cm. (3) Adventitious branch.
Scale bar, 50 um. (4) Rhizoids in open connection with the pericentral cell. Scale bar, 100 um (5)
Prostrate axis. Scale bar, 200 um. (6) Transverse section through prostrate axis with four pericentral
cells. Scale bar, 100 um. (7) Apical part of main axis showing a lateral branch developing in the
axil of a trichoblast (arrow). Scale bar, 100 um. (8) Reproductive branches with spiral series of
tetrasporangia. Scale bar, 100 um. (9) Cystocarps on upper part of an erect axis. Scale bar, 200 pm.
(10) Main axis bearing a cystocarp on a short stalk, which is releasing a carpospore (arrow). Scale
bar, 100 um (11) Branch apex with spermatangial branchlets. Scale bar, 100 pm.

Remarks:

Polysiphonia havanensis was described by Montagne (1837) from Havana, Cuba.
According to Ardré (1970), who studied the holotype in Herbarium Montagne in PC, the species
is very similar to P. macrocarpa Harvey nom. illeg. (now known as Polysiphonia atlantica
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Kapraun and J.N. Norris) but, in the absence of fertile structures, Ardré did not support with
certainty such a synonymy. However, she stated that the species as described by Bgrgesen

(1918) is distinct from Montagne’s taxon.

Polysiphonia havanensis has a limited distribution in the eastern Atlantic Ocean. It has
been reported from the Canary Islands (Lawson et al., 1995; Haroun et al., 2002; Gil-Rodriguez
et al., 2003; John et al., 2004; Anon 2011), Madeira (Neto et al., 2000; John et al., 2004),
Salvage Islands (Audiffred & Weisscher 1984, John et al., 2004) and the Azores (Neto 1994).
The above records all apparently conform to Bergesen’s description, and they should be
referred to as P. havanensis sensu Bgrgesen. Our specimens also correspond to previous
accounts of this species made by Bargesen (1918), Kapraun et al., (1983) and Mamoozadeh &
Freshwater (2012). Therefore, as P. havanensis Montagne is known with certainty only from
the type locality, it should be regarded as a taxon of uncertain taxonomic status (Kapraun et al.,
1983).

According to Mamoozadeh and Freshwater (2012), Ardré (1970) and Kitzing (1863)
indicated that Polysiphonia havanensis Montagne was originally described as having spiraled
pericentral cells in segments of older axes and lacking trichoblasts. An absence of spiraling of
pericentral cells, numerous conspicuous trichoblasts, and scar cells in every segment in a spiral
pattern have been reported for P. havanensis sensu Bgrgesen (Bgrgesen 1918; Kapraun 1977,
Mamoozadeh & Freshwater 2012). Furthermore, reproductive structures are unknown for P.
havanensis Montagne as both the original and Kiitzing’s 1863 description include only
vegetative thalli. Polysiphonia havanensis sensu Bargesen still needs a validly published name
(Mamoozadeh & Freshwater 2012).

The genus Polysiphonia is represented in Morocco by 26 species, 10 of which have four
pericentral cells, such as ours (Hassoun et al., 2015a; Riadi et al., 2011; Benhissoune et al.,
2003; Gomez Garreta et al., 2001; Kazzaz & Riadi 2000; Gonzélez & Conde 1991, 1994).

Among the above species, the most similar to P. havanensis sensu Bgrgesen is P.
sertularioides (Grateloup) J. Agardh. Both species are characterized by an ecorticate thallus,
presence of four pericentral cells and branches developing in the axils of trichoblasts. The main
difference between them is that the rhizoids of P. havanensis sensu Bgrgesen are in open
connection with the pericentral cells, contrary to the rhizoids of P. sertularioides, which are cut

off from the pericentral cells.

Because of all these characters, Nam and Kang (2012) placed this latter species in the genus

Neosiphonia as Neosiphonia sertularioides (Grateloup) K.W. Nam and P.J. Kang. Our species
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also resembles Polysiphonia devoniensis Maggs and Hommersand, which has already been
reported from Portugal (Béarbara et al., 2012) and Spain (Diaz et al., 2008; Barbara et al., 2012).
The species are similar in most respects, except that branches do not arise in the axils of
trichoblasts in P. devoniensis (Maggs & Hommersand 1993), but are in the axils of trichoblasts

in our specimens.

4.5.2. Diplothamnion jolyi van den Hoek (Figures 12-17)
Distribution

The species is widely distributed in the Atlantic Ocean. It has been reported from Bermuda
(Schneider & Searles 1997), the Canary Islands (Gil-Rodriguez et al., 2003; John et al., 2004),
and from the Caribbean islands (Wynne 2011). The species has also been reported from the
Pacific Ocean: the Federated States of Micronesia (Lobban & Tsuda 2003; Tsuda 2006), the
Hawaiian Islands (Abbott 1999) and in the northwestern Hawaiian Islands (Tsuda 2014).

Habitat and collection

The species was collected in August 2012 at Cala Iris, in May 2014 at Rmod as an epiphyte
on Jania longifurca Zanardini, and in January 2014 at Tala Youssef as an epiphyte on
Boergeseniella fruticulosa (Wulfen) Kylin, where the species grows in the lower midlittoral
and upper infralittoral zones. The collections were HTET 763 and 777.

Description

Thalli pink to purplish-red, delicate, with uniseriate, ecorticate branches, with axes up to 1
cm in height and 20-60 pum in diameter (Figure 4.12). Plants have stoloniferous, prostrate axes
40-80 um in diameter, attached by unicellular digitate rhizoids, 14-22 pm in diameter and 1.3
mm in length (Figure 4.14). Each cell of an erect filament bears a pair of distally inserted

opposite whorl-branchlets with a decussate arrangement (Figure 4.12-13).

The terminal cells of whorl branches, 15-55 um in diameter, show acute (Figure 4.15) or
rounded apices, or diminutive end cells (Figure 4.16). The apical cells are occasionally thicker
than the basal cells of branches (Figure 4.17).

All specimens collected in different seasons were vegetative.
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Figures 4. 12-17. Diplothamnion jolyi. (12) Habit of the thallus (13) Whorled branching and
opposite decussate arrangement of lateral branches; (14) Prostrate axis with unicellular rhizoids;
(15) Detail of apical cells with tapered end; (16) Detail of a diminutive end cell; (17) Detail of
terminal cells of the whorl-branchlets, showing some swollen apical cells (arrow). Scale bars, 100

pm.

123



Chapitre 4

Remarks

Our Mediterranean specimens are in agreement with the original description of
Diplothamnion jolyi made by van den Hoek (1978) and subsequent accounts by Bucher et al.,
(1990) and Sanson and Reyes (1994), in terms of both organization and dimensions of the thalli.

The type locality of D. jolyi is Curagao, Kingdom of the Netherlands.

Diplothamnion has not previously been reported in the Mediterranean Sea. The genus is
represented by three species: the generitype D. tetrastichum, D. jolyi, and D. gordoniae (Table
1). Diplothamnion jolyi var. ecellulare Bucher and J.N. Norris was also described (Bucher et
al., 1990). Var. ecellulare differs from the nominate variety by the following features: thalli
larger, with many more cells in the main axis and branches, and lacking the diminutive end

cells that are present on the apices of some branches of var. jolyi.

Moroccan Diplothamnion jolyi differs from D. gordoniae Huisman, which lacks opposite
decussate branchlets (Huisman 1991). At the macromorphological level, Diplothamnion
tetrastichum Joly and Yamaguishi differs from our specimens in showing two opposite short
branches, and lateral branches with a single cell, which bears at its distal end two pointed cells
(Joly et al., 1966). These characteristics are not present in our material. In regard to overall size,

our thalli appear smaller than other species of the genus (Table 4.1).

Table 4. 1. Comparison of taxa of Diplothamnion.

Heiaht Diameter of | Diameter | Diameter of Apical | Diameter of Basal
Species (cra) Stolons of erect cells of lateral cells of lateral References
(um) axes (um) | branchelets (um) branchelets (um)

. L Sanson &
Diplothamnion jolyi | 0.5-1 40-80 20-60 15-55 22-50 Reyes 1994
Diplothamnion jolyi 1 75110 30-45 30-54 Bucher et
var. ecellulare al., 1990
Diploth_amnion 1 75150 45135 > 135 Huisman
gordoniae 1991
Diplothamnion Joly et al.,
tetrastichum 1 120-165 135-165 60-105 60-105 1966

4.5.3. Champia compressa Harvey (Figures 18-24)

Distribution

This species, which was described from False Bay, Cape Province, South Africa (Harvey

1838), has a worldwide distribution (Guiry & Guiry 2019); however, it has not yet been

recorded from the eastern coast of the Atlantic Ocean or the Mediterranean Sea.
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Habitat and collection

Specimens were collected in October 2012 at Torres, in February 2013 at Cala Iris as
epiphytes on Stypocaulon scoparium (L.) Kitzing, and in February 2013 at Rmod as epiphytes
on Gelidium crinale (Turner) Gaillon. At both sites, the species grows in the midlittoral in shady

rocky environments. The collections were HTET 737 and 745.

Description

Algae pale brownish-red, generally small, axes up to 10-15 mm high and 1.6 mm wide.
The thalli are compressed, hollow and filled with mucilage, attached to the substratum by
discoid holdfasts. Lateral branches opposite, but sometimes alternate (Figure 4.18), clearly
segmented with single-layered cellular diaphragms 8-10 cells across and constricted (Figures
4.19-21).

Axes are terete near the base and become compressed. The branches are tapered proximally
and distally, being broader in median parts. The medulla possesses longitudinal filaments of 8—
14 um in diameter and 80—180 um long, that cut off small spherical gland cells, up to 15 um in
diameter (Figure 4.22).

The tetrasporangia forming small spots located on the segments of branches and branchlets,
are up to 50 um in diameter (Figure 4.23). Cystocarps are sessile, arising at the mid portions
of segments, about 500 pum in diameter, ovoid, with beak-like ostioles (Figure 4.24).
Tetrasporophytic plants were observed in the autumn and gametophytes in the winter.
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Figures 4. 18-24. Champia compressa. (18) Habit. Scale bar, 3 mm. (19) Detail of main axis,
showing constricted diaphragms and a constricted branch at the base. Scale bar, 0.5 mm. (20-21)
Longitudinal section showing diaphragm with 8 cells across from dorsal to ventral surfaces. Scale
bars, 200 um. (22) Longitudinal section showing spherical gland cells (arrows) and elongate
medullary filament cells. Scale bar, 50 um. (23) Longitudinal section showing tetrasporangia
(arrows). Scale bar, 100 pm. (24) Cystocarp. Scale bar, 250 pum.

Remarks

Specimens of Champia compressa collected in Cala Iris, Rmod and Torress from the Al-
Hoceima National Park are in agreement with the descriptions made by Masuda et al., (2001)
and N'Yeurt & Payri (2010). This species can be confused with Champia vieillardii Kiutzing,
but the thalli are less flattened and consist of diaphragms that are longer and distinctly
constricted. The diaphragms in C. compressa are 10-18 cells across, whereas those in C.
vieillardii do not exceed 3 cells across (Dawson 1954; Millar 1990).

Champia compressa also differs from the other two species of Champia occurring in Moroccan
coast, namely, C. parvula (C. Agardh) Harvey and C. salicornioides Harvey (Benhissoune et

al., 2002b). In contrast to the compressed axes in C. compressa, both C. parvula and C.
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salicornioides are characterized by cylindrical axes and branches (Afonso-Carrillo & Sanson
1999; Ballantine & Lozada-Troche 2008).

4.6. Conclusions

In conclusion, the discovery of the above three species in the Mediterranean Sea represents
possible recent introductions due to maritime traffic (transport on the hulls of ships). However,
it is also possible that they were overlooked for their relatively small size (i.e. Diplothamniom
jolyi), or because they were misidentified as other similar common species, e.g., Polysiphonia
havanensis with Neosiphonia sertularioides; Champia compressa with C. parvula and

particularly C. vieillardii.

Such new findings indicate that the biodiversity of the Mediterranean marine flora is
probably richer than generally thought. Further phycological studies in that Sea, particularly in
deep-water habitats and in other less collected environments, will probably further increase the

known algal biodiversity of the region.
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5.1. Résumé

Carpodesmia tamariscifolia (= Cystoseira tamariscifolia) est une algue brune riche en
polyphénols ayant des effets cytotoxiques et antioxydants importants. Cependant, la relation
entre sa composition chimique et ses effets est inconnue. L’objectif de cette étude est d'identifier

les composés potentiels et les mécanismes responsables de ses principaux effets.

La poudre d’algue séche a été extraite consécutivement avec I'hexane, le dichlorométhane
et le méthanol, puis les extraits ont été fractionnés a I'aide de colonnes de Sephadex LH-20 et
de gel de silice pour le cas échéant. Les fractions ont été soumises & une chromatographie en
couche mince et a une analyse par spectrométrie de masse par chromatographie en phase
liquide, puis évaluées pour déterminer leur contenu phénolique total (dosage de Folin-
Ciocalteu), I’activité antioxitante (dosage de DPPH), le potentiel cytotoxique a été testé par le
dosage du MTT sur la lignée cellulaire de SH-SY5Y, et la capacité a générer du H>O> par le

test Amplex Red.

Les analyses chromatographiques et phénoliques des 12 fractions indiquent que de
nombreuses phénols a activité redox sont présentes en abondance et que les dérivés apolaires
contiennent une grande quantité de dérivés prénylés d’hydroquinone. Dans les fractions de
I’hexane (CtH) et de dichlorométhane (CtD), l'activité antioxydante et cytotoxique est
étroitement liée a leur contenu phénolique, dans les fractions de méthanol (CtM), l'activité
antioxydante est positivement liée au contenu phénolique, tandis que la cytotoxicité révéle une
liaison négative avec celui-ci. Pour les mémes tests, I'nydroquinone se comporte a la fois
comme agent cytotoxique et antioxydant puissant. Le dosage de H.O2 montre que les fractions

de C. tamariscifolia et I'nydrogquinone peuvent s'auto-oxyder et générer du HO».

Les phénols rédox-actifs produisent les effets pharmacologiques décrits pour C.
tamariscifolia. Le cycle hydroquinone de dérivés prénylés d'hydroquinone est responsable a la
fois des effets cytotoxiques (via un mécanisme prooxydant secondaire a son autoxydation) et

des effets antioxydants des fractions apolaires.

Mot clés:

Carpodesmia tamariscifolia, Cystoseira tamariscifolia, antioxidant, cytotoxique, Composés

phénoliques, redox-active.
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5.2. Abstract

Carpodesmia tamariscifolia (=Cystoseira tamariscifolia) is a brown alga rich in
(poly)phenols with important cytotoxic and antioxidant effects; however the relationship
between its chemical composition and its effects is unknown. The aim of this study is to identify
the potential compounds and mechanisms responsible for its main effects.

The alga was extracted consecutively with hexane, dichloromethane and methanol and
further fractionated using Sephadex LH-20 and silica gel columns when appropriate. The
fractions were subjected to thin-layer chromatography and liquid chromatographymass
spectrometry analysis and evaluated for their total phenolic content (Folin-Ciocalteu assay),
radical scavenging activity (DPPH assay), cytotoxic activity (MTT assay on the SH-SY5Y cell
line), and ability to generate H2O> (Amplex Red assay).

Chromatographic and phenolic analysis of the fractions indicate that abundant redox-active
phenols are present in all the fractions and that plenty of prenylated hydroquinone derivatives
are present in the apolar ones. In the hexane and dichloromethane fractions, the antioxidant and
cytotoxic activity is closely related to their phenolic content; in the methanol fractions, the
antioxidant activity is positively related to the phenolic content while the cytotoxicity is
negatively related to it. For the same tests, hydroquinone behaves as both strong cytotoxic and
antioxidant agent. H.O> assay shows that C. tamariscifolia fractions and hydrogquinone can

autoxidize and generate H20..

Our results suggest that Redox-active phenols produce the pharmacological effects
described for C. tamariscifolia. The hydroquinone moiety of prenylated hydroquinone
derivatives is the responsible for both cytotoxic (through a prooxidant mechanism secondary to

its autoxidation) and antioxidant effects of the apolar fractions.

Keywords:

Carpodesmia tamariscifolia, Cystoseira tamariscifolia, antioxidant, cytotoxic, phenolic

compounds, redox-active
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1.2. Introduction

Brown marine macroalgae possess active ingredients that can improve human health (El
Gamal 2010; Gupta & Abu-Ghannam 2011). Among them, Cystoseira genus has largely been
studied chemically and biologically (Bruno de Sousa et al., 2017). Cystoseira tamariscifolia is
considered one of the most active and interesting species of Cystoseira genus and several

studies have investigated its chemical composition and pharmacological activity.

It has been reported that C. tamariscifolia contains a wide variety of secondary metabolites:
1) prenylated hydroquinone derivatives, namely demethoxy cystoketal chromane (Vizetto
Duarte et al., 2016a), cystophloroketal A, B and E (El Hattab et al., 2015),
methoxybifurcarenone (Bennamaraa et al., 1999), cystoseirol A, B, C, D and E (Francisco et
al., 1986), tamariscolone, 6-cis-amentadione-1’-methyl ether, amentadione-1’-methyl ether,
balearone, strictaketal, neobalearone, epineobalearone, 2-(2'E,6'E,10'E)-5'-Hydroxy-
3',7',11' 15'-tetramethylhexadeca-2',6',10',14'-tetraenyl-6-methylhydroquinol (Amico et al.,
1989); ii) terpenoids, namely isololiolide (Vizetto-Duarte et al., 2016Db); iii) phloroglucinol
(Andrade et al., 2013; Jégou et al., 2015), phloroglucinol dimers (bifuhalol and diphloroethol,;
Glombitza et al., 1975) and oligomers (fucophlorethol, 7-phloroeckol, fucodiphloroethol G,
fucotriphloroethol, tetrafucol; Ferreres et al., 2012). It is noticiable that almost all the identified
secondary metabolites are (poly)phenols, principally prenylated hydroquinone and

phloroglucinol derivatives.

In relation to the pharmacological activity of C. tamariscifolia, it has been reported that its
organic extracts, and mainly its most polar fractions, have a high antioxidant activity that was
generally correlated with their total phenolic content (Amico et al., 1989; Zubia et al., 2009;
Abdala-Diaz et al., 2014, Custodio et al., 2016; Vizetto-Duarte et al., 2016a; Pinteus et al.,
2017) or phlorotannins content (Ferreres et al., 2012; Lopes et al., 2012). Related to the
antioxidant effect, it has also been reported that both the methanol extract of C. tamariscifolia
and phloroglucinol have cytoprotective effects on SH-SY5Y and MCF-7 cells stressed with
H20: (Custodio et al., 2016; Pinteus et al., 2017).

Moreover several reports have shown that C. tamariscifolia organic extracts exert a strong
citotoxic activity against several tumoural cells lines, namely Daudi, Jurkat and K562, HepG2
and L6 (Zubia et al., 2009; Spavieri et al., 2010; Vizetto-Duarte et al., 2016a) and Artemia
salina (Abourriche et al., 1999).. Isololiolide (Vizetto-Duarte et al., 2016b) and/or demethoxy

cystoketal chromane could be involved in this effect (Vizetto-Duarte et al., 2016a).
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It has also been reported that C. tamariscifolia extracts have antimicrobial, antiprotozoal and
antifungal effects (Abourriche et al., 1999; Spavieri et al., 2010); some of these effects could
be related to methoxybifurcarenone (Bennamaraa et al., 1999) or phlorotannins (Lopes et al.,
2012). In addition, other authors have described a-glucosidase, acetylcholinesterase,
butyrylcholinesterase, tyrosinase and hyaluronidase inhibitory activities of C. tamariscifolia
extracts (Ferreres et al., 2012; Andrade et al., 2013; Custodio et al., 2016).

In spite of all the studies published, it has not been stablished a mechanistic relationship
between the chemical composition of C. tamariscifolia and its reported pharmacological
effects. In particular, it is not understood how different extracts of C. tamariscifolia have similar
effects and how a specific extract can have several different pharmacological effects apparently
not related to each other. Therefore, the aim of this study is to obtain a high number of fractions
of the alga and analyze if their phenolic content is related to both their antioxidant and cytotoxic
effects and if the redox-activity of phenols present in the fractions could explain the effects

found.

1.3. Materials and methods

5.4.1. Drugs, chemicals and solvents

Cisplatin, dimethyl sulphoxide (DMSO), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
Dragendorff reagent, Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM)), fetal bovine serum (FBS),
Folin-Ciocalteu reagent, gallic acid, Ham's nutrient mixture F12, Hanks buffer, hydroquinone,
L-glutamine, ninhydrin-collidine, non-essential amino acids (NEAA), 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), penicillin, phloroglucinol, phosphate buffered
saline (PBS), phosphomolybdic acid, Sephadex LH-20, sodium carbonate, streptomycin,
sulfuric acid and trypsin-EDTA were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).
Amberlite XAD-2 was obtained from Supelco (Madrid, Spain). Silica gel (35-70 pum mesh)
was acquired from Carlo Erba (Barcelona, Spain). The organic solvents (hexane,
dichloromethane, methanol, ethyl acetate and ethanol) were from obtained ThermoFisher
(Madrid, Spain).

5.4.2. Algae harvesting

Carpodesmia tamariscifolia (Hudson) Papenfuss was harvested in the Al-Hoceima National
Park (Mediterranean Moroccan coast) in August 2015. A voucher specimen (HTET- 831) was

identified and deposited in the Applied Algology—Mycology Laboratory, Department of
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Biology, Faculty of Sciences at Abdelmalek Essaadi University, Tetouan, Morocco. The
cleaned seaweeds were shade dried for 4 days, cut into small pieces, powdered in a mixer
grinder and stored until use.

5.4.3. Extraction and preparation of the fractions

Fine dry powder of the alga (50 g) was extracted by maceration with three different organic
solvents in order of increasing polarity (450 mL of solvent for each extraction process): hexane,
dichloromethane and methanol. The extraction procedure was repeated 5 times at room
temperature for 24 h, and the supernatants were filtered through Whatmann filter paper. The
methanolic extract was also desalted using an Amberlite XAD-2 column. Then the filtrates were
evaporated to dryness under reduced pressure using a rotary evaporator, to obtain the hexane
(CtH), dichloromethane (CtD) and methanol (CtM) extracts. Regarding the complexity of CtD
and CtM extracts (analyzed by TLC), they were fractionated using a Sephadex LH-20 column

(7 cm diameter, 50 cm length).

For elution of CtD extract, different mixtures of hexane:chloroform:methanol were added
sequentially were used (7:3:0.5; 5.5:4:0.5; 4:4:2; 2:4:4). The collected fractions were analyzed
by TLC and similar fractions were combined to obtain three fractions (CtD1, CtD2 and CtD3).
The CtD3 was chromatographed again over a silica gel column (2 cm diameter, 35 cm length)
using dichloromethane:methanol as eluent with increasing polarity (99:1; 98:2; 97:3; 96:4;
95:5; 94:6; 93:7; 92:8; 91:9 and 90:10). After analysis by TLC, similar collected fractions were
combined and five subfractions were obtained: CtD3.1; CtD3.2; CtD3.3; CtD3.4 and CtD3.5.

For elution of CtM extract, the ethanol was used, followed by methanol and finally Milli-Q
water as mobile phase. After analyzing by TLC, the similar fractions were regrouped into four
fractions (CtM1; CtM2; CtM3; CtM4). In all the cases, solvent was removed from fractions
using a rotary evaporator at 40 °C. Finally, the 12 fractions obtained from C. tamariscifolia
were dried in a desiccator and stored at 4° C for later use. As necessary, aliquots of the dry

fractions were dissolved and stored at -20 °C until use.

5.4.4. Thin layer chromatography (TLC) analysis

TLC analysis was performed on pre-coated aluminium silica gel plates (60 F254 TLC plates;
Merck, Madrid, Spain). The solvent systems used were dichloromethane:methanol and
hexane:ethyl acetate in different proportions. After their development, plates were visualized

under UV light at 254 and 366 nm and by spraying them with several chemical reagents: sulfuric
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acid, phosphomolybdic acid, Folin-Ciocalteu reagent, DPPH, Dragendorff reagent and

ninhydrin-collidine.
5.4.5. Total phenolic content (TPC)

The TPC in the different fractions of C. tamariscifolia was estimated by a colorimetric
reaction using the Folin-Ciocalteu assay. Briefly, a suitable aliquot of each fraction was diluted
with distilled water until 0.3 mL, then mixed with 0.2 mL Folin-Ciocalteau’s phenol reagent
(2N), and three minutes later treated with 2.5 mL of sodium carbonate (0.35 N). After
incubation in the dark at room temperature for 30 min, absorbance was measured at 760 nm
using an Ultrospec 4000 spectrophotometer (Pharmacia Biotech, USA). The TPC of the
fractions was expressed in g of gallic acid equivalents (g GAE; calculated using a calibration
curve prepared with gallic acid standard solutions processed in the same way as samples) per
100 g of dry fraction, i.e., % GAE.

5.4.6. Antioxidant activity

The antioxidant activity was determined using the DPPH scavenging assay. 20 pL of sample
solutions properly diluted were added to 1980 pL of a DPPH solution (60 M in methanol) to
achieve different final concentrations (3, 10, 30, 100 pug/mL). After agitation of the test tubes
using a vortex, they were incubated in the dark at room temperature for 30 min, and the
absorbance of the resulting solution was measured at 517 nm using an Ultrospec 4000
spectrophotometer (Pharmacia Biotech, USA). Percentage of radical scavenging activity was
calculated by the following formula:

% Scavenging aCtiVity = [(Acontrol' Asample) /Acontrol] *100

Where, Acontrol IS the absorbance of the DPPH solution plus the sample solvent, and Asample IS
the absorbance of DPPH solution plus the sample solution. Phloroglucinol and hydrogquinone

were used as positive controls.

5.4.7. Cytotoxic activity

Cell cytotoxicity of the different extracts was evaluated using the human neuroblastoma SH-
SY5Y cell line (ATCC® CRL-2266™). SH-SY5Y cells were cultured in Eagle's Minimum
Essential Medium/Ham's Nutrient Mixture F12 (EMEM/F12, 1:1) containing 15% fetal bovine
serum (FBS, v/v), L-glutamine (2 mM), 1% penicillin/ streptomycin and 1% non-essential
aminoacid solution (NEAA). The cell line was grown on 75 cm? flask in an incubator (Form

Direct Heat CO,, Thermo Electron Corporation, Madrid, Spain) under saturated humidity air
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containing 5% CO; at 37 °C. The cells flasks were subcultured three times a week, until the
cells achieved 70-80% confluence. For that, culture medium was removed and the cells were
washed with PBS, treated with trypsin-EDTA (5 min, 37 °C), diluted 1:1 with medium,
centrifuged (1000 g) to get the cell pellet and suspended in the corresponding medium for

splitting each individual flask at a ratio of 1:5.

Cell viability was determined by the 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
(MTT) colorimetric assay. For that, SH-SY5Y cells were seeded at a density of 1x10* cells/well
on 96-well plates (Microtest™ 96 well assay plate, BD Biosciences, USA) in a volume of 100
pL of culture medium, and incubated for 24 h at 37 °C in 5% CO,. After 24 h, the cells were
treated with 50 pg/mL of the algae extracts solved with different concentrations of DMSO (1%
for CtH and CtD1, 0.5% for CtD2 and CtD3.1-CtD3.5 and 0.1% for CtM1-4 extracts) and
incubated for 24 h. Cells were also treated for 24 h with 6 pg/mL of cisplatin or 11 pg/mL of
hydroquinone (positive controls) or the corresponding concentration of DMSO used in the test
wells (negative controls). After the incubation period, 10 uL of MTT reagent prepared in Hanks
buffer (5 mg/mL) was added to each well. Following incubation for two hours in the conditions
above described, the medium was removed and the formazan crystals were dissolved in 100 pL
of DMSO/well. Cell viability was established by measuring absorbance at 544 nm using a
microplate reader (FLUOstar Optima, BMG LABTECH, Germany). The results were expressed
as percentage of cell death relative to the control (cells treated with the vehicle, DMSO).

5.4.8. H202 measurements

H>02 production was measured using the Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit
(Invitrogen; Paisley, UK). Autoxidation solutions of representative fractions of C.
tamariscifolia and positive controls were freshly prepared adding the appropriate volume of
each stock solution to a Krebs bicarbonate solution (composition mM: NaCl, 119; CaCl> 2H20,
1.5; NaHCOs3, 25; KCI, 4.7; MgSO47H20, 1.2; KH2PO4, 1.2; glucose, 11; pH 7.4; 37°C;
oxygenated with carbogen). Then, 50 pL of the autoxidation solutions incubated for 1 h (diluted
if necessary) or the H>O, standard curve samples were placed into individual wells of a
microplate. Later, 50 pl of working solution (0.1 mM Amplex Red reagent + 0.1 U/mL
horseradish peroxidase) were added to each microplate well and incubated for 30 min at room
temperature. The fluorescence of Amplex Red-generated resorufin as indicator of H.O>
presence was then measured using a microplate reader (FLUOstar Optima, BMG LABTECH,
Germany) using excitation at 545 nm and fluorescence detection at 590 nm.
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5.4.9. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis

Chemical composition of the fractions was analysed using a HPLC system (Agilent 1100
series; Agilent Technologies Inc., USA) coupled with an ESI/TOF mass spectrometer
(micrOTOF; Bruker, Germany). The chromatographic separation of compounds was conducted
with a column Zorbax Eclipse XDB (4.6 x 150 mm, 5 um; Agilent Technologies Inc.), at 25 °C
with a flow rate of 1.0 mL/min. The mobile phase (used with a gradient) consisted of distilled
water containing 0.1% formic acid (A) and methanol containing 0.1% formic acid (B). The
gradient programme was as follows: 0-60 min, 98-2 % A; 60-61 min, 2-98% A. The HPLC-MS
analysis was carried out by the mass spectrometry service of the University of Santiago de
Compostela.

5.4.10. Data and statistical analysis

The results of all the experiments were expressed as mean * standard error of the mean
(s.e.m); n indicates the number of observations. Graphical representation and statistical analysis

was carried out with the GraphPad Prism program (V 6.01, USA).

Student’s two-tailed t-test for unpaired data was used to compare the differences between
two data groups. An analysis of variance was used for comparisons among three or more
experimental data groups; if significant differences were found the Dunnett’s post hoc test was
used to make specific comparisons. The Pearson correlation coefficient (r) was calculated to
evaluate the strength of the linear relationship between two variables. Results were considered
to be significant at P < 0.05.

1.4. Results
1.4.1.Extraction and fractionation

The extraction yields from C. tamariscifolia showed a great variability depending on the
solvent polarity (Table 5.1). The highest extraction yield was obtained using dichloromethane,
followed by hexane and methanol. Dichloromethane and methanol extracts were further

fractionated, and as a result, we obtained 11 fractions or sub-fractions (Table 5.1).
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Table 5.1. Percentage of crude extracts yield and fractions of C. tamariscifolia with respect to the
initial dry alga weight (50 g). CtH, hexane extract; CtDn, dichloromethane fractions; CtMn,

methanol fractions.

Extracts/Fractions Extrac_:t/fractlon % Yield
weight (g)
CtH 0.188 0.376
CtD 0.590 1.18
CtD1 0.234 0.468
CtD2 0.151 0.302
CtD3 0.189 0.378
CtD3.1 0.16 0.032
CtD3.2 0.27 0.054
CtD3.3 0.34 0.068
CtD3.4 0.22 0.044
CtD3.5 0.72 0.144
CtM 0.162 0.324
CtM1 0.27 0.054
CtM2 0.20 0.040
CtM3 0.39 0.078
CtM4 0.26 0.052

1.4.2. Thin layer chromatography analysis

TLC profiles of all the extracts and fractions of C. tamaricifolia showed quite similar spots

using sulfuric acid, phosphomolybdic acid, Folin-Ciocalteu reagent and DPPH as revealing

agents. Moreover it is remarkable that a number of spots were found by revealing the TLC

plates with both Folin-Ciocalteau reagent and DPPH in all the fractions. Conversely, ninhydrin-

collidine and Dragendorff tests were negative for all the fractions.

1.4.3. Total phenolic content (TPC)

The TPC of C. tamariscifolia fractions was determined using the Folin-Ciocalteu method.

The TPC changed significantly among the different fractions (Figure 5.1). The highest TPC
was observed for the CtM2 fraction (10.9 £ 0.1% GAE) and the lowest for the CtD3.2 one (1.1
+ 0.03% GAE). The TPC decreased in the following sequence: CtM2 > CtM3 > CtD3.4 > CtD2
> CtD3.3 > CtD3.5 > CtM4 > CtH > CtD3.1 > CtM1 > CtD1 > CtD3.2.
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Figure 5.1. Total phenolic content expressed in % GAE (g of gallic acid equivalents per 100 g of
dry sample) in the different fractions of C. tamariscifolia. Each bar represents the mean + s.e.m
(indicated by vertical lines) of at least 3 experiments.

1.4.4. DPPH radical scavenging activity

All the fractions of C. tamariscifolia (3, 10, 30 and 100 pg/mL), phloroglucinol (3, 10, 30
and 100 pg/mL) and hydroquinone (1.1, 5.5, 11 and 55 pg/mL) showed a significant and dose-
dependent DPPH radical scavenging activity (the key results are presented in figure 5.2). The
highest DPPH radical scavenging activity (at 100 pg/mL) was obtained for the CtD3.5 sub-
fraction (91.5 £ 8.4 %) and the lowest for the CtD1 fraction (16.4 £ 0.9 %). The DPPH radical
scavenging activity decreased in the following order: hydroquinone > CtD3.5 > CtD2 > CtD3.3
> CtD3.4 > CtM3 > CtM2 > CtM4 > CtH > CtM1 > phloroglucinol > CtD3.1 > CtD3.2 > CtD1.

A positive and significant (P < 0.05) correlation between antioxidant capacity (no matter the
concentration of extract used) and phenolic levels was observed. The value of r was 0.607 by
measuring the antioxidant capacity at 100pg/mL. This positive correlation was especially
intense (r = 0.957) when only the most apolar fractions were considered, i.e., CtH and the
different fractions of CtD.
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Figure 5.2. DPPH radical scavenging effect of (a) C. tamariscifolia apolar fractions (10 and 100
pg/mL) and (b) C. tamariscifolia polar fractions (10 and 100 pg/mL), phloroglucinol (10 and 100
png/mL) and hydroquinone (1.1 and 55 pg/mL). Each bar represents the mean + s.e.m (indicated by
vertical lines) of at least two independent experiments.

1.4.5. Cytotoxic activity

The cytotoxic effects of C. tamariscifolia fractions (10 and 50 pg/mL), cisplatin (6 pg/mL)
and hydroquinone (3.3, 5.5 and 11 pg/mL) were evaluated on SH-SY5Y cells using the MTT
colorimetric assay. No cytotoxic effects were observed for C. tamariscifolia fractions at 10
pg/mL; however, at 50 pg/mL most fractions significantly (P < 0.05) increased the SH-SY5Y
mortality (Figure 5.3). CtH and most of CtD fractions (no CtD1 and CtD3.2) produced higher
mortality than the methanolic fractions, 6 pg/mL cisplatin or 5.5 pg/mL hydroquinone. The
cytotoxic activity of the fractions decreased in the following order: CtD3.3 > CtD2 > CtD3.1 >
CtD3.5 > CtD3.4 > CtH > CtD1 > CtM4 > CtM1 > CtM3 > CtD3.2 > CtM2.

No noticeable correlation between cytotoxic effects of C. tamariscifolia fractions and their
phenolic content was observed considering all the fractions. However, a positive and significant
(P < 0.05) correlation was observed considering only the most apolar fractions (r = 0.75).
Conversely, considering only the methanol fractions, a negative non-significant correlation was
observed (r = -0.74). Moreover, a positive and significant (P < 0.05) correlation (r = 0.83) was
observed between the cytotoxic effects of 8 most apolar fractions of C. tamariscifolia (i.e., CtH
and the different fractions of CtD) and their antioxidant capacity; this correlation was not

observed for the methanol fractions.
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Figure 5.3. Effect of different % vehicle (DMSO), cisplatin (6 pg/mL), hydroquinone (5.5 "1g/mL)
or C. tamariscifolia fractions (50 pg/mL) on cell death. Cell mortality was determined by the MTT
assay and the data were normalized as % of untreated cells. Each bar represents the mean + s.e.m
(indicated by vertical lines) of at least five independent experiments. *P <0.05 compared to the
untreated group, *P < 0.05 compared to the corresponding vehicle treated (DMSO) control group.

1.4.6. H20:2 production in representative autoxidized solutions of C. tamariscifolia
fractions

Using representative fractions of C. tamariscifolia (CtH, CtD2, CtD3.5 and CtM2), the
Amplex Red H20> assay showed that H20> is produced during the autoxidation of alga fractions
(100 pg/mL in aqueous solutions). The H202 concentration reached after 1 h of autoxidation
ranged from 0.68 £ 0.046 uM for the CtH fraction to 2.8 £ 0.21 uM for the CtM2 one (Figure
5.4). In the same conditions, the H202 concentrations generated by phloroglucinol (12.6 pg/mL)
and hydroquinone (0.55 pg/mL) were 0.96 = 0.028 uM and 4.09 + 0.33 puM, respectively. A
positive correlation between the generation of H20: by the extracts and their TPC was observed

(r=0.63; P >0.05).
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Representative C. tamariscifolia fractions and reference drugs

Figure 5.4. H,O, concentration after 1h of autoxidation in different representative autoxidized
aqueous solution fractions of C. tamariscifolia (CtH, CtD2, CtD3.5 and CtM2; 100 pg/mL),
phloroglucinol (12.6 pg/mL) and hydroquinone (1.1 pg/mL). Each bar represents the mean + s.e.m
(indicated by vertical lines) of at least three independent experiments.
1.4.7. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis

Comparing the accurate mass of the different peaks of fraction chromatograms obtained
experimentally by HPLC-ESI/TOF/MS for the five representative fractions analysed (CtH,
CtD2, CtD3.5, CtM1 and CtM2) with those of phenols of C. tamariscifolia previously reported,
several phenols and/or some isomers of them were tentatively identified (Table 5.2). It is
relevant to point out that all the tentatively identified compounds in our representative fractions
were prenylated hydroguinone derivatives and that they were almost exclusively present in the

CtH and CtD fractions (See supplementary data).

In our representative fractions no other phenols previously described in some extracts of C.
tamariscifolia were identified (i.e., isololiolide, cystophloroketals A, B and E, tamariscolone,
balearone, 2-(2'E,6'E,10'E}5'-Hydroxy-3',7',11',15'-tetramethylhexadeca-2',6',10',14'tetraenyl-
6-methylhydroquinol, phloroglucinol, phloroglucinol dimers (bifuhalol and diphloroethol) and
phloroglucinol oligomers (fucophlorethol, 7-phloroeckol, fucodiphloroethol isomers,
fucotriphloroethol and tetrafucol). Also, no other common phlorotannins found in algae
literature were identified (i.e., difucol, eckol, dioxinodehydroeckol, phlorofucofuroeckol

isomers, dieckol and bieckol isomers).
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Table 5. 2. Phenols previously reported to be present in C. tamariscifolia that were tentatively
identified (themselves and/or some isomers of them) in the five representative fractions of the alga

(CtH, CtD2, CtD3.5, CtM1 and CtM2) analysed.

Molecular

Tentative

Neobalearone

Epineobalearone

Phenol Structure . 1 | Reference?
formula/mass | assignment
Demethoxy cystoketal | [ o B/Jgfttéoét
chromane PPN %ZHSS?Z ciD2 al., 2016a
e . CtD3.5 Francisco
1 |
Cystoseirol A o N et al., 1986
Cystoseirol B o !
Cystoseirol D
C27H3805 CtH :
I 442 9719 CtD2 Francisco
| ' CtD3.5 etal., 1986
Cystoseirol C . ! CtM1 (traces)
Cystoseirol E
R Bennamara
Methoxybifurcarenone ; b aetal,
o 1999
- - 1 OMe 2 kOH
6-cis-Amentadione 1'- AL,
melhyl ether
_ o~ ) C28H4005 CtH
Strictaketal o 456.2876 CtD2
' CtD3.5 :
Amico et
al., 1989

1. Representative fractions in which the phenol itself and/or some isomers of it were identified.
2. Reference that described for the first time the presence of the phenol in C. tamariscifolia
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1.5. Discussion

In the last years, many studies were published on the chemical composition and the
pharmacological activity of several C. tamariscifolia extracts. Most of the identified
compounds were (poly)phenols, mainly prenylated hydroquinone derivatives and
phloroglucinol derivatives. The most frequently reported pharmacological activities of C.
tamariscifolia extracts were antioxidant, cytotoxic and antimicrobial. No mechanistic
relationship between the chemical composition and the described effect was so far established.
To the best of our knowledge, this is the first report studying the phenolic content and the most
frequently reported effects of many fractions of C. tamariscifolia (from the most apolar to the
methanol ones). In addition, it provides a mechanistic explanation for the effects found in our
study and the ones reported by others. In our study, twelve organic fractions of C. tamariscifolia
of different polarity were obtained in order to have an overview of the whole alga and deep

study of the relationship between the main effects of the alga and its chemical composition.

Our TLC study of the C. tamariscifolia fractions shows a good coincidence between the
spots revealed by sulfuric acid that detects most organic compounds, phosphomolybdic acid
that detects reducing substances, Folin-Ciocalteu reagent that detects redox active phenols, and
DPPH that detects both lipophilic and hydrophilic antioxidants. These results suggest that redox
active phenols with antioxidant activity are the main compounds in the extracts. It is worth
noting that we found, in all the extracts, several spots revealed with both Folin-Ciocalteu
reagent and DPPH, suggesting that in C. tamariscifolia there is a great variety of redox active
phenols presenting antioxidant activity, both very apolar and quite polar. However, in the C.
tamariscifolia fractions we do not detect peptides (ninhydrin-collidine test negative) or nitrogen
compounds (Dragendorff test negative). The determination of TPC in the C. tamariscifolia
fractions, using the Folin-Ciocalteu method, confirms the presence of redox active phenols in
all the fractions and suggests that their structures varied as some ones are apolar and others are
polar. The phenolic content is quite variable in the different fractions, but in general sufficiently
to produce biological effects.

In accordance with other authors (Zubia et al., 2009; Andrade et al., 2010; Abdala-Diaz et
al., 2014, Custodio et al., 2016; Vizetto-Duarte et al., 2016a; Pinteus et al., 2017), our study
using the DPPH method shows that C. tamariscifolia has an important antioxidant capacity (in
general, higher than in many other macroalgae, similar to that produced by phloroglucinol and
lower than that generated by hydroquinone). It also indicates that the antioxidant capacity is

present in all the fractions of the alga and therefore it must be related to different compounds
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with different polarities. In agreement with previous studies (Zubia et al., 2009; Vizetto-Duarte
et al., 2016a; Pinteus et al., 2017), our results show that the antioxidant activity of C.
tamariscifolia fractions is closely related to their phenolic content, suggesting that the main
antioxidant compounds present in the extracts are phenolic. Our study brings reliability to the
previously available information as because we work with a great number of fractions (twelve
in total). Furthermore, we observe that the correlation between the phenolic content and the
antioxidant activity is more pronounced when only the most apolar fractions are considered,
suggesting that in the alga there are different kind of polyphenols with different antioxidant

activities.

Using the MTT colorimetric assay, we show that the majority of C. tamariscifolia apolar
extracts (i.e., CtH and the different fractions of CtD), as well as cisplatin and hydroguinone
(used as reference compounds) exhibit a strong cytotoxic activity against SH-SY5Y cells.
However, the CTM fractions exhibit a low cytotoxic effect or no effect at all. Other authors
working with crude extracts (Zubia et al., 2009; Spavieri et al., 2010; Vizetto-Duarte et al.,
2016a) also described cytotoxic effects of C. tamariscifolia against other tumour cell lines
(Daudi, Jurkat, K562, L6, HepG2); particularly, Vizetto-Duarte (Vizetto-Duarte et al., 2016a)
also observed that the highest toxicity appeared with the most apolar fractions. Because it was
shown that isololiolide and demethoxy cystoketal chromane are present in the hexane extract
of C. tamariscifolia and have important cytotoxic effects (\Vizetto-Duarte et al., 2016 a, b), both

could participate in the cytotoxic effects of our apolar fractions.

Our study with many C. tamariscifolia fractions allowed, for the first time, to study the
relationship between the cytotoxicity of the different fractions and their TPC. Our results show
that the cytotoxic effect of the apolar fractions is closely related to their phenolic content,
suggesting that the compounds responsible for the cytotoxic effects are phenols. Conversely,
the cytotoxic effect of methanolic fractions is negatively related to their phenolic content,
suggesting that in the alga there are different kind of polyphenols and that the most polar ones
are less or non cytotoxic at all. Moreover, a positive and significant correlation was observed
between the cytotoxic and the antioxidant effects of C. tamariscifolia apolar fractions. Bearing
in mind that the phenolic content of these extracts is related positively with both the antioxidant
and the cytotoxic effects observed, and that both effects are observed in the same range of
concentrations (10-100 pg/ml), the phenolic compounds are probably the responsible for both
the antioxidant and the cytotoxic effects.

149



Chapitre 5

Hydroquinone, its derivatives and other phenols, may undergo enzymatic oxidative
activation or autoxidize, generating either a semiquinone radical (one electron oxidation) or a
quinone (two-electron oxidation). The semiquinone radical can reduce oxygen to form
superoxide anion radical, which may give hydrogen peroxide and hydroxyl radicals (Fenton
reaction). The two-electron oxidation product (quinones) covalently bind to DNA, proteins and
other biological nucleophilic substrates. Bio-reduction of terminal quinones can restore parent
phenols or semiquinones and start again the generation of reactive species in a process referred
to as redox cycling. As a result (See for review (Cotelle et al., 1991; Bolton et al., 2000; Dai &
Mumper 2010; Garcia et al., 2018), some phenols can increase oxidative stress and cause
cytotoxic effects. According to our measurements with the Amplex Red H.O: assay, C.
tamariscifolia fractions, phloroglucinol and hydroquinone can autoxidize and generate H2O».

These results indicate that our fractions, phloroglucinol and hydroquinone are redox active
and that the reactive oxygen species generated when they oxidize (e.g., quinones and H20)
must be taken into account to understand their biological effects. The results also show that
there is a quite good correlation between the generation of H.O; by the extracts and their TPC,
suggesting that the phenols present in the extracts are probably the responsible for H20-
generation. Taking together our results, a pro-oxidant mechanism can be suggested as the
responsible for the cytotoxicity of C. tamariscifolia fractions. The lipophilicity of phenols, and
their ability to get into cells, seems also important because our most apolar extracts are the most
cytotoxic ones, regardless of the amount of H2O. generated. The pro-oxidant mechanism
described can destroy cancer cells, but it can also start carcinogenesis and other pathological
states (i.e., atherosclerosis, chronic inflammation, and neurodegenerative diseases; Liguori et
al., 2018).

In addition to producing pro-oxidant effects, hydroquinone, its derivatives and other phenols
can also behave as antioxidants due to their hydroxyl groups. Two main mechanisms have been
proposed to explain their scavenging abilities, a hydrogen atom and an electron transfer (Wright
et al., 2001). Therefore, the phenols present in our fractions that generate H>O. and produce
cytotoxicity, can also scavenge H20. and DPPH radical (surely the best cytoprotective phenols
would have more capacity to scavenge than to generate radicals). This explanation justifies the
DPPH radical scavenging activity of C. tamariscifolia (See above) and the protective effect of
its methanol extracts on H2O»-induced toxicity (Custodio et al., 2016; Pinteus et al., 2017). As
a result of this, antioxidant phenols could suppress the initiation phase of carcinogenesis and

other pathologies caused by oxidative stress (Dai & Mumper 2010).
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The information provided by HPLC-ESI-TOF-MS enabled us the tentative identification of
several phenols in our extracts and the subsequent assessment of their relationship with the
observed pro- and antioxidant effects. Comparing the molecular masses experimentally
obtained with those of compounds previously reported for C. tamariscifolia, we confirm that
significant amounts of different phenols and/or some isomers of them are present in our most
apolar fractions, but not in the methanol ones: i) demethoxy cystoketal chromane (Vizetto-
Duarte et al., 2016a) and/or cystoseirol A (Francisco et al., 1986); ii) cystoseirol B, cystoseirol
C, cystoseirol D and/or cystoseirol E (Francisco et al., 1986); iii) methoxybifurcarenone
(Bennamaraa et al., 1999), 6-cis-amentadione-1’-methyl ether and/or amentadione-1’-methyl
ether (Amico et al., 1989), strictaketal, neobalearone and/or epineobalearone (Amico et al.,
1989). Nevertheless, in our extracts we do not identify neither phloroglucinol (Andrade et al.,
2013; Jégou et al., 2015) nor some phloroglucinol dimers and polymers previously described

in some polar extracts (Glombitza et al., 1975; Ferreres et al., 2012).

Because there are several prenylated hydroguinone derivatives potentially redox active in
our CtH and CtD fractions, they are the most promising candidates to produce their cytotoxic
and antioxidant effects. In particular, the hydroquinone moiety in these molecules, but not the
prenylated chain, is probably the active moiety (this justifies why different extracts presenting
different compounds have the same effect). The prenylated hydroquinones identified in our
extracts could have interest in the chemotherapy of cancer or in certain particular pathologic
conditions, e.g., vitiligo or infections. Several drugs approved for clinical use in chemotherapy
of cancer behave as pro-oxidants and in some cases their effect is thought to be associated to
the hydroquinone structure, e.g., anthracyclines and mitomycin C. Hydroquinone is also a main
component of topical depigmenting formulations. Although some reports show that C.
tamariscifolia extracts have antimicrobial (Abourriche et al., 1999; Bennamaraa et al., 1999;
Spavieri et al., 2010; Lopes et al., 2012) and enzymatic inhibitory (Ferreres et al., 2012;
Andrade et al., 2013; Custodio et al., 2016) activity, the interest of pro-oxidant phenols as
systemic anti-infective agents and as enzymatic inhibitors is more controversial because of their

inherent cytotoxic and non-specific effects.

As opposed to the most apolar fractions, in our methanolic fractions the cytotoxic effect was
weaker and it seems that the antioxidant effect prevails (especially in the case of CtM2 extract).
The compounds responsible for these effects are not known. Since prenylated hydroquinones,

phloroglucinol and some of its dimers and polymers are not present in our methanol extracts,
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other compounds as phloroglucinol derivatives not yet identified in C. tamariscifolia or

hydroxycinnamic acids should be considered (See Custddio et al., 2016).

1.6. Conclusion
In conclusion, our results show that all the studied fractions of C. tamariscifolia are rich in
redox active phenols that can produce both the cytotoxic and the antioxidant effects observed

in our study.

The most apolar fractions have a notorious cytotoxic effect, probably related with prenylated
hydroquinone derivatives and a pro-oxidant mechanism. These fractions might have interest as
anticancer and topical depigmenting agents. The methanol fractions should be investigated in
the future as a source of antioxidant phenols. Because the contradictory behaviour of phenols
as pro- and antioxidants, it seems important to identify the chemical structures and the

conditions required for each effect.
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Conclusion générale et perspectives

Les macroalgues marines représentent 1’une des premieres formes de vie terrestre et méritent
d’étre mieux connus. La flore algale constitue une source avec des intéréts multiples, écologiques
et pharmaceutiques, Il est important de savoir sa diversité et ses potentialités biologiques pour une

meilleure intégration et gestion.

Cette investigation de thése avait pour objectif majeur, d’établir la premiére check-list des
algues marines du Parc National d’Al-Hoceima et de valoriser 1’algue brune Carpodesmia

tamariscifolia de la Méditerranée marocaine.

Notre recherche comporte deux volets principaux : Le premier est floristique qui s’est axé sur
I’étude de la phycoflore marine de sept sites distribués le long du littoral de PNAH (Cala Iris,
Torres, Badis, Topo, Boumehdi, Tala Youssef et Rmod). Tandis que, le deuxiéme volet est axé
vers les potentialités pharmacologiques (antioxydantes et cytotoxiques) de 12 fractions issues des
extraits de C. tamariscifolia. Dans ce contexte, les questions biologiques préposées ont recu une
réponse pour la premiere fois ici et plusieurs remarques finales peuvent étre tirées des données

obtenues dans cette these.
La compilation des résultats floristiques de cette étude nous a conduit aux conclusions suivantes:

U La checklist des algues marines de PNAH, basée principalement sur nos propres collections
originales et complétée par quelques références antécédentes a recensé un nombre total de 307
taxa acceptés, aux niveaux spécifiques et infra-spécifiques, appartenant a trois Phyla:
Rhodophyta, Chlorophyta et Ochrophyta. Ces taxa sont représentés par 6 classes, 4 Rhodophyta
(Bangiophyceae, Compsopogonophyceae, Florideophyceae et Stylonematophyceae), 1

Chlorophyta (Ulvophyceae), 1 Ochrophyta (Phaeophyceae).

U Les Rhodophytes sont représentés par le plus grand nombre d’espéces avec 208 taxa (68%)
majoritairement de petite taille et appartenant a 19 ordres, 39 familles et 107 genres. La famille
des Rhodomélacées détient la plupart des especes (37) regroupées en 19 genres, suivie par les
Ceramiaceae avec 23 espéces. En outre, Ceramium (12), Gelidium (12) sont les genres les plus

riches en espéces parmi les algues rouges.
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U Un total de 51 taxa appartenant aux Ochrophyta (Phaeophyceae) a été signalé dans ce
catalogue, appartenant a 6 ordres et 13 familles différentes. Les Sargassaceae sont les plus
diversifiés parmi les familles des algues brunes avec 14 taxa, suivie par les Dictyotaceae avec
9 especes. De plus, parmi les 25 genres de Phaeophyta mentionnés dans le PNAH, le genre

Cystoseira compte le plus grand nombre d’espéces (6).

L En ce qui concerne les Ulvophyceae, 48 taxa appartenant & 13 familles ont été signalés sur le
littoral du parc. La famille la plus riche en espéces est celle des Cladophoraceae avec 17 taxa,
suivie par les Ulvaceae avec 10 especes. Cladophora et Ulva sont les genres les plus riches en

especes d’algues vertes du Parc, avec 11 et 10 especes respectivement.

& En comparaison avec la checklist des algues marocaines établie par les études antérieures, notre
liste contient plus de deux tiers (307 vs. 403) des taxa répertoriés sur la cote méditerranéenne

du Maroc, représentant un pourcentage de 76%.

L La comparaison de nos résultats avec des travaux antécédents réalisés dans deux sites au sein
du Parc, montre que Quatre-vingt-seize de ces taxa n’ont pas été¢ retrouvées dans nos
échantillons et 93 sont nouvelles pour le PNAH. De méme, I’identité taxonomique de 30 taxa

a été modifiée et actualisée.

U Principalement, 211 taxa (144 Rhodophyta, 30 Phaeophyceae et 37 Ulvophyceae) ont été
identifiés lors de toutes nos expéditions d'échantillonnage.

$ En comparant les sept sites d’étude, Cala Iris et Rmod contiennent le plus grand nombre de
taxa, avec 150 et 157 especes respectivement, dépassant 70% de la totalité des especes
identifiés dans cette étude, Suivis par Tala Youssef avec une richesse en especes intermediaire
de 99 taxa.

L Parmi ces espéces, 5 algues rouges ont été identifiées pour la premiére fois dans toute la
Méditerranée : Champia compressa, Diplothamnion jolyi, Polysiphonia havanensis, Tiffaniella
gorgonea, Jania capillacea.

U La découverte de ces cing espéces en mer Méditerranée pourrait correspondre & des
introductions récentes en raison du trafic maritime. En raison de leur taille relativement petite
(Diplothamniom jolyi), elles n’auraient probablement pas été récoltées ou mal identifiés dans

le cas contraire.
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L Nos identifications systématiques nous ont permis également, de signaler neuf espéces
nouvellement cités pour le Maroc, 8 Rhodophyta : Antithamnionella boergesenii, Antithamnion
decipiens, Erythrotrichia bertholdii, Lomentaria articulata var. linearis, Melanothamnus
harveyi, Melanothamnus sphaerocarpus, Melanothamnus sphaerocarpus, Hypnea valentiae et

une Chlorophyta : Bryopsis cupressina.

U En outre, 12 autres espéces (11 algues rouges, et une algue verte) sont nouvellement
enregistrées pour la cote méditerranéenne du Maroc. D’autre part, des anciennes signalisations
sont confirmées pour 20 espéces en Afrique et au Maroc.

L Ces nouvelles découvertes indiquent que la biodiversité de la flore marine méditerranéenne est
probablement plus riche. Les connaissances sur la diversité des algues fournie dans ce catalogue
pourraient constituer une assise de base pour de futures enquétes phycologiques sur les taxa de

cette zone spécialement protégée d’importance méditerranéenne.

Concernant 1I’approche pharmacologique basée sur 1’évaluation des fractions de C. tamariscifolia.

Les travaux de recherche entrepris au cours de cette these nous ont permis de conclure que :

U Les rendements d’extraction de C. tamariscifolia ont montré une grande variabilité en fonction
de la polarité du solvant. Une douzaine de fractions et sous-fractions organiques de polarité
différente ont été obtenues, une fraction de ’hexane CtH, six fractions de dichlorométhane
(CtD1; CtD2; CtD3.1; CtD3.2; CtD3.3; CtD3.4 et CtD3.5) plus 4 fractions méthanoliques
(CtM1; CtM2; CtM3; CtM4).

& La détermination de la TPC dans les fractions de C. tamariscifolia, en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu, confirme la présence de phénols actifs redox dans toutes les fractions et
suggere que leurs structures varient, certaines sont apolaires et d'autres sont polaires. La teneur
en composés phénoliques est assez variable dans les différentes fractions, le TPC le plus élevé
a été observé pour la fraction CtM2 (10,9 + 0,1% GAE) et le plus faible pour la fraction CtD3.2
(1,1 £ 0,03% GAE).

L Toutes les fractions de C. tamariscifolia ont présenté une activité de piégeage des radicaux
DPPH dépendante de la dose. La plus forte activité antioxydante (a 100 pg/mL) a été obtenue
avec la sous-fraction de CtD3.5 (91,5 £ 8,4%) et la plus faible avec la fraction de CtD1 (16,4
+ 0,9%).
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U Ces résultats indiquent que cette espéce manifeste un pouvoir antioxydant trés intéressant (en
général supérieure a celui de nombreuses autres macro-algues, similaire a celui produite par le

phloroglucinol et inférieure a celui généré par I'nydroquinone.

U Les effets cytotoxiques des fractions de C. tamariscifolia ont été évalués sur des cellules SH-
SY5Y. Aucun effet cytotoxique n'a été observe pour les fractions de C. tamariscifolia a 10
pg/mL; toutefois, a 50 pg/mL, la plupart des fractions ont augmenté significativement (P <0,05)
la mortalité des cellules cancéreuses. La CtH et la plupart des fractions de CtD (sauf CtD1 et
CtD3.2) ont entrainé une mortalité supérieure a celle de 6 pg/mL de cisplatine ou 5,5 pg / mL
d'’hydroquinone. Elle dépasse 75% pour la majorité de ces fractions. Cependant, les fractions

de CtM présentent un faible effet cytotoxique ou aucun effet.

& En utilisant des fractions représentatives de C. tamariscifolia (CtH, CtD2, CtD3.5 et CtM2), le
test Amplex Red H202 a montré que H.O; était produit lors de I'autoxydation des fractions
algales (100 pg/mL). La concentration en H20- varie de 0,68 + 0,046 UM pour la fraction CtH
a2,8+0,21 uM pour la fraction CtM2.

& De plus, nous observons une corrélation positive et significative (P <0,05) entre la capacité
antioxydante et les niveaux phénoliques, elle est plus prononcée lorsque seules les fractions les
plus apolaires sont prises en compte, suggérant qu'elles existent dans I'algue différents types de
polyphénols dotés d'activités antioxydantes differentes.

& Aucune corrélation notable entre les effets cytotoxiques des fractions de C. tamariscifolia et
leur contenu phénolique n’a été observée pour toutes les fractions. Cependant, une corrélation
positive et significative (p <0,05) a été observée en considérant uniquement les fractions les
plus apolaires (r = 0,75).

$ En outre, une corrélation positive et significative (p <0,05) (r = 0,83) a été observée entre les
effets cytotoxiques des fractions les plus apolaires de C. tamariscifolia (a savoir, la CtH et les
differentes fractions de CtD) et leur capacité antioxydante; cette corrélation n'a pas été observée

pour les fractions de methanol.

U Les résultats montrent également qu'il existe une corrélation positive entre la génération de
H20; par les extraits et leur TPC (r = 0,63; P> 0,05), suggérant que les phénols présents dans
les extraits sont probablement les responsables de la génération de H20..
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C Sur le plan chimique, la comparaison de la masse moléculaires précise des différents pics de
chromatogrammes des fractions obtenues expérimentalement par HPLC-ESI/TOF/MS pour les
cing fractions représentatives analysées (CtH, CtD2, CtD3.5, CtM1 et CtM2) avec celles des
phenols precédemment rapportés de C. tamariscifolia, nous a confirmé que des quantités
significatives de différents phénols et/ou de certains de leurs isoméres sont présentes dans nos

fractions les plus apolaires, mais pas dans celles du méthanol.

L 11 est pertinent de souligner que tous les composés identifiés de maniére provisoire dans nos
fractions représentatives sont des derivés prénylés d'hydroquinone et qu'ils étaient presque

exclusivement présents dans les fractions CtH et CtD.

L Au cours de ces travaux, nous avons pu évaluer plusieurs fractions de C. tamariscifolia, pour
la premiére fois, et étudier la relation entre la cytotoxicité des différentes fractions et leur TPC.
Nos résultats montrent que I'effet cytotoxique des fractions apolaires est étroitement lié a leur
contenu en phénols, ce qui suggere que les composés responsables des effets cytotoxiques sont
des phénols. Inversement, I'effet cytotoxique des fractions méthanoliques est négativement lié
a leur contenu phénolique. Ce résultat indique que l'algue contient différents types de
polyphénols et que les plus polaires sont moins ou pas cytotoxiques.

L Sachant que la teneur en phénol de ces extraits est liée positivement aux effets antioxydants et
cytotoxiques observés et que les deux effets sont observés dans la méme gamme de
concentrations (10-100 pg/ml), les composés phénoliques sont probablement responsables a la
fois des effets antioxydants et cytotoxiques.

L En considérant les résultats globalement, un mécanisme pro-oxydant peut étre suggéré comme
responsable de la cytotoxicité des fractions de C. tamariscifolia.

$ Puisqu'il existe plusieurs dérivés prénylés d'hydroquinone potentiellement rédox actifs dans
nos fractions CtH et CtD, ils sont probablement les candidats les plus prometteurs pour produire
leurs effets cytotoxiques et antioxydants. Contrairement, I'effet cytotoxique est plus faible et
I'effet antioxydant est dominant dans nos fractions méthanoliques (en particulier dans le cas de
la fraction CtMZ2). Les composés responsables de ces effets ne sont pas connus puisque les
hydroquinones prénylées, le phloroglucinol et certains de ses diméres et polymeres ne sont pas

présents dans ces extraits méthanoliques.
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U Les hydroquinones prénylées identifiées dans nos extraits pourraient avoir un intérét dans la
chimiothérapie du cancer ou dans certaines conditions pathologiques particulieres, par exemple

le vitiligo ou certaines infections.

U En guise de conclusion, nos résultats montrent que toutes les fractions étudiées de C.
tamariscifolia sont riches en phénols a activité rédox pouvant produire a la fois les effets

cytotoxiques et antioxydants observés dans notre étude.

L Les fractions les plus apolaires ont un effet cytotoxique, probablement lié a des dérivés prénylés
d’hydroquinone et a un mécanisme pro-oxydant. Ces fractions pourraient avoir un intérét en

tant que anticancéreux et dépigmentants topiques.

Nous espérons, par cette thése, avoir contribué non seulement a une meilleure
connaissance, mais aussi il convient de souligner I’importance des projets abordés sur 1’étude de la
diversité et la valorisation des ressources naturelles, en I’occurrence les macroalgues marines. Ces
résultats encouragent la continuation des études sur l'utilisation de cette espéce en tant que source
précieuse des antioxydants pour la création de nouveaux produits de santé, tels que des ingrédients

fonctionnels, ou pour les industries pharmaceutiques.

La réalisation de ce projet de recherche a permis d’aboutir & certains de nos objectifs,
mais certaines limitations restent présentes. Afin de compléter et approfondir la présente étude,

nous proposons les axes suivants qui pourraient étre abordés :

% 11y a des échantillons algales recueillis qui n’ont pas été identifiés dans cette étude car
beaucoup d’entre eux n’ont pas pu €tre clairement caractérisés en raison de 1’absence de
caractéristiques critiques, ce qui montre la nécessité de poursuivre les investigations
phycologiques afin de clarifier la diversité algale du PNAH et de compléter nos
connaissances sur cette flore d'algues marines du Maroc.

L Nous prétendons également de généraliser cette étude systématique sur toute la cote
méditerranéenne du Maroc et de fournir une checklist complete et actualisée de la flore
algale de toutes les cotes marocaines.

L Du point du vue pharmaco-chimique de I’algue C. tamariscifolia, il est intéressant de
purifier les antioxydants phénoliques existants dans les fractions de méthanol, qui devraient

étre etudiées a l'avenir en tant que source de phénols antioxydants.
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L Les potentiels antiprolifératif, cytotoxique et anticancéreux des fractions actives de C.
tamaricifolia doivent étre étudiés sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses et non
cancéreuses.

G 1 serait intéressant de pouvoir poursuivre les études phytochimiques dans le but d’identifier
et d’isoler les composés actifs dans ces fractions algales afin de servir comme des principes

actifs dans la fabrication de nouveaux médicaments.
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Supplementary Data

RIAIDT

UNIDADE DE ESPECTROMETRIA DE MASAS E PROTEOMICA

Edificio CACTUS * Campus Vida

15782 Santiago de Compostela (Spain)

Tel. 981 563 100. Ext. 16242 * Fax 981 528098
E-mail: sxemasas@usc.es

Web: http://www.ti.usc.es/riaidt/masas/masas.htm

INFORME COMPOSTOS HPLC-ESI-TOF

Analysis Info

Sample Name

CTH_2-C,7_01_22334.d

Acquisition Date 12/21/2016 8:28:02PM

Method hplc_pos_bajo_50-700_egf.m Instrument micrOTOF
'”txel’:fé CTH_2-C,7_01_22334.d: BPC 48.9985-1000.9877 +, Baseline subtracted(0.80), Smoothed (0.53,1,GA)
15
1.0
0.5
l
0.0 [y
0 10 20 40 50 Time [min]
# RT [min] Area  Area%  AreaFrac. % Height
1 483 1269918 46.0 159 120701
2 52.4 1419364 51.5 17.7 54064
3 56.4 2758155 100.0 345 149634
4 57.2 414359 15.0 5.2 70913
5 57.7 1307720 47.4 16.3 112796
6 58.8 829243 30.1 10.4 83340
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N° Molecula Formula Masa Exacta Masa Exacta N° Cmpd

Propuesta (M+H) (M+Na)
1 C10H1403 183,1016 205,0835
2 C27H3604 425,2686 447,2506 4,6
3 C34H4407 565,3160 587,2979
4 C34H4407 565,3160 587,2979
5 C34H4407 565,3160 587,2979
6 C28H4005 457,2948 479,2768 13
7 C26H3605 429,2635 451,2455
8 C28H4005 457,2948 479,2768 1,3
9 C27H3604 425,2686 447,2506 4,6
10 C27H3605 441,2635 463,2455
11 C27H3605 441,2635 463,2455 2
12 C27H3605 441,2635 463,2455
13 C27H3605 441,2635 463,2455

HPLC: En los picos 4,6 la masa puede corresponder al compuesto 2.

En los picos 1,3 la masa puede corresponder al compuesto 6

En los picos 1,3 la masa puede corresponder al compuesto 8.

En los picos 4,6 la masa puede corresponder al compuesto 9.

En los picos 2,5 la masa puede corresponder a los compuestos 10, 11, 12, 13.
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RIAIDT

UNIDADE DE ESPECTROMETRIA DE MASAS E PROTEOMICA
Edificio CACTUS * Campus Vida

15782 Santiago de Compostela (Spain)

Tel. 981 563 100. Ext. 16242 * Fax 981 528098

E-mail: sxemasas@usc.es

Web: http://www.ti.usc.es/riaidt/masas/masas.htm

INFORME COMPOSTOS HPLC-ESI-TOF

Analysis Info

Sample Name CTD2_2-C,6_01_22333.d Acquisition Date 12/21/2016 7:15:02PM

Method hplc_pos_bajo_50-700_egf.m Instrument micrOTOF

Intens.

106 CTD2_2-C,6_01_22333.d: BPC 48.9948-1001.0015 +, Baseline subtracted(0.80), Smoothed (0.53,1,GA)

1.50

1.25

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00 A [\
0 10 20 30 40 50 Time [min]

# RT [min] Area  Area%  AreaFrac. % Height
1 43.2 1198261 28.7 11.0 93786
2 50.8 90530 2.2 0.8 15861
3 54.4 4168566 100.0 38.3 119732
4 56.2 2138334 51.3 19.7 218160
5 56.5 2161101 51.8 19.9 131758
6 57.4 574193 13.8 5.3 104284
7 58.7 539452 12.9 5.0 84275
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Supplementary Data

N° Molecula Formula Masa Exacta | Masa Exacta N° Cmpd

Propuesta (M+H) (M+Na)
1 C10H1403 183,1016 205,0835
2 C27H3604 425,2686 447,2506 1,6,7
3 C34H4407 565,3160 587,2979
4 C34H4407 565,3160 587,2979
5 C34H4407 565,3160 587,2979
6 C28H4005 457,2948 479,2768 2,5
7 C26H3605 429,2635 451,2455
8 C28H4005 457,2948 479,2768
9 C27H3604 425,2686 447,2506 1,6,7
10 C27H3605 441,2635 463,2455
11 C27H3605 441,2635 463,2455 34
12 C27H3605 441,2635 463,2455
13 C27H3605 441,2635 463,2455

HPLC: En los picos 1, 6,7 la masa puede corresponder al compuesto 2.
En los picos 2,5 la masa puede corresponder al compuesto 6.
En los picos 1, 6,7 la masa puede corresponder al compuesto 9.

En los picos 3,4 la masa puede corresponder a los compuestos 10, 11, 12 y 13.
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RIAIDT

UNIDADE DE ESPECTROMETRIA DE MASAS E PROTEOMICA

Edificio CACTUS * Campus Vida

15782 Santiago de Compostela (Spain)

Tel. 981 563 100. Ext. 16242 * Fax 981 528098
E-mail: sxemasas@usc.es

Web: http://www.ti.usc.es/riaidt/masas/masas.htm

INFORME COMPOSTOS HPLC-ESI-TOF

Analysis Info

Sample Name

CTD35_3 01 22145d

Acquisition Date 11/30/2016 4:57:42PM

Method hplc_pos_bajo_50-700_egf.m Instrument micrOTOF
'”txelrz)sé CTD35_3_01_22145.d: BPC 49.0060-1000.9942 +, Baseline subtracted(0.80), Smoothed (0.53,1,GA)
2.0
15
1.0
05
0.0 Ann N _
0 10 20 30 40 50 Time [min]
# RT [min] Area  Area%  AreaFrac. % Height
1 46.1 3763568 376 106 323946
2 46.6 4205219 42.0 119 330697
3 476 1959672 19.6 55 133294
4 482 417823 4.2 12 52325
5 48.4 5265660 52.6 149 315616
6 52.3 532001 5.3 15 71684
7 575 9229888 92.1 26.1 499559
8 50.0 10020274 100.0 28.3 632255
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Supplementary Data

N° Molecula Formula Masa Exacta Masa Exacta N° Cmpd

Propuesta (M+H) (M+Na)
1 C10H1403 183,1016 205,0835
2 C27H3604 425,2686 447,2506 7,8
3 C34H4407 565,3160 587,2979
4 C34H4407 565,3160 587,2979
5 C34H4407 565,3160 587,2979
6 C28H4005 457,2948 479,2768 3,5
7 C26H3605 429,2635 451,2455
8 C28H4005 457,2948 479,2768 3,5
9 C27H3604 425,2686 447,2506 7,8
10 C27H3605 441,2635 463,2455
11 C27H3605 441,2635 463,2455 12,46
12 C27H3605 441,2635 463,2455
13 C27H3605 441,2635 463,2455

HPLC: En los picos 7,8 la masa puede corresponder al compuesto 2.
En los picos 3,5 la masa puede corresponder al compuesto 6.
En los picos 3,5 la masa puede corresponder al compuesto 8.
En los picos 7,8 la masa puede corresponder al compuesto 9.

En los picos 1, 2, 4, 6 la masa puede corresponder a los compuestos 10, 11, 12,13.
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RIAIDT

UNIDADE DE ESPECTROMETRIA DE MASAS EPROTEOMICA
Edificio CACTUS * Campus Vida

15782 Santiago de Compostela (Spain)

Tel. 981 563 100. Ext. 16242 * Fax 981 528098

E-mail: sxemasas@usc.es

Web: http://www.ti.usc.es/riaidt/masas/masas.htm

INFORME COMPOSTOS HPLC-ESI-TOF

Analysis Info

Sample Name CTM1_2-C,8 01_22335.d Acquisition Date 12/21/2016 9:41:01PM
Method hplc_pos_bajo_50-700_egf.m Instrument micrOTOF
Intensé CTM1_2-C,8_01_22335.d: BPC 48.9944-1000.9996 +, Baseline subtracted(0.80), Smoothed (0.53,1,GA)
x10
2.0
15
1.0
0.5
[ —
00 eSS
0 10 20 30 40 50 Time [min]
# RT [min] Area  Area%  AreaFrac. % Height
1 46.5 13891409 100.0 721 364654
2 48.2 5380671 38.7 27.9 227355
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Supplementary Data

N° Molecula Formula Masa Exacta Masa Exacta N° Cmpd
Propuesta (M+H) (M+Na)
1 C10H1403 183,1016 205,0835
2 C27H3604 425,2686 447,2506
3 C34H4407 565,3160 587,2979
4 C34H4407 565,3160 587,2979
5 C34H4407 565,3160 587,2979
6 C28H4005 457,2948 479,2768
7 C26H3605 429,2635 451,2455
8 C28H4005 457,2948 479,2768
9 C27H3604 425,2686 447,2506
10 C27H3605 441,2635 463,2455
11 C27H3605 441,2635 463,2455 1.2
12 C27H3605 441,2635 463,2455
13 C27H3605 441,2635 463,2455

HPLC: En los picos 1,2 la masa puede corresponder a los compuestos 10, 11, 12, 13.
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Phenols previously identified in C. tamariscifolia

C34H4407

CoH1403 1 3

o
- (0]
HO 0 OH
PM 182.21 PM 564.71
ME 182.0943 PM 424.58 ME 564.3087 J
ME 424.2614
C34H4407

PM 564.71

ME 564.3087 PM 564.71

HO ME 564.3087

O
OMe PM 456.62 OMe PM428.56
ME 456.2876 ME 428.2563

Cy5HyoO5

HO
OH PM 456.62
ME 456.2876 PM 424.58
ME 424.2614 ©
Cy7H3505 L 10 OH Cy7H3305 Ny 11

HO OH
PM 442.59 PM 442.59
ME 4422719 © ME 442.2719 ©

OH

Cy7H3505 H 12 13

HO

PM 442.59
PM 442 59 ME 442.2719

ME 4422719 © o

171






	Diversité algale du Parc National d’Al-Hoceima et étude pharmaco-chimique de l’algue brune Carpodesmia tamariscifolia (Hudson) Orellana & Sansón(Cystoseira tamariscifolia)
	Remerciements
	AVANT PROPOS
	Productions Scientifiques
	Publications
	Communications Scientifiques

	LISTE DES ABREVIATIONS
	LISTE DES FIGURES
	LISTE DES TABLEAUX
	Résumé
	Sommaire
	Chapitre 1. INTRODUCTION GENERALE
	1.1. Présentation générale des algues marines
	1.2. Les grands groupes des algues marines
	1.2.1. Classification des macroalgues
	1.2.2. Reproduction chez les macroalgues
	1.2.3. Chlorophyta (Algues vertes)
	1.2.4. Rhodophyta (Algues rouges)
	1.2.5. Ochrophyta (Algues brunes)

	1.3. Les macroalgues marines: Source de produits naturels et de composés bioactifs
	1.4. Propriétés antioxydante et anticancéreuse des extraits et des composés isolés à partir des algues brunes
	1.4.1. Activité antioxydante
	1.4.2. Activité anticancéreuse

	1.5. Les métabolites secondaires du genre Cystoseira et leurs activités pharmacologiques
	1.6. Diversité et valorisation des algues marines au Maroc
	1.7. Objectifs et contexte scientifique de l’étude
	1.8. Références

	Chapitre 2. DESCRIPTION DE L’AIRE D’ÉTUDE: PARC NATIONAL D’AL HOCEIMA (PNAH)
	2.1. Bref Aperçu historique du PNAH
	2.2. Objectifs de la création et de la gestion de la partie marine du PNAH
	2.3. Situation géographique du Parc National d’Al-Hoceima (PNAH)
	2.4. Géomorphologie côtière de PNAH
	2.5. Climatologie
	2.6. Océanologie
	2.7. Biodiversité du Parc National d’Al-Hoceima
	2.7.1. Flore du PNAH
	2.7.2. Faune du PNAH
	2.7.3. Habitats et espèces d’intérêt pour la conservation

	2.8. Description générale des sites d’étude
	2.8.1. Site de Cala iris
	2.8.2. Site de Torres
	2.8.3. Site de Badis
	2.8.4. Site de Topo
	2.8.5. Site de Boumehdi
	2.8.6. Site de Tala Youssef
	2.8.7. Site de Rmod

	2.9. Références

	Chapitre 3. CHECKLIST OF SEAWEEDS OFAL-HOCEIMA NATIONAL PARK OF MOROCCO (MEDITERRANEAN MARINE PROTECTED AREA)
	3.1. Résumé
	3.2. Abstract
	3.3. Introduction
	3.4. Materials and Methods
	3.4.1. Study area and time of sampling
	3.4.2. Identification of marine algae

	3.5. Results and Discussion
	3.5.1. The Catalogue of Seaweeds
	3.5.2. Floristic analysis
	3.5.3. Comparison of total species from each sites studied
	3.5.4. Comparison of the total of our seaweeds flora with authors studies

	3.6. Conclusion
	3.7. Acknowledgements
	3.8. References

	Chapitre 4. ON THE OCCURRENCE OF THREE RED ALGAL SPECIES NEW TO THE MEDITERRANEAN SEA INAL-HOCEIMA NATIONAL PARK (MOROCCO)
	4.1. Résumé
	4.2. Abstract
	4.3. Introduction
	4.4. Materials and Methods
	4.5. Results and discussion
	4.5.1. Polysiphonia havanensis sensu Børgesen non Montagne (Figures 4.2–11) Habitat and collections
	4.5.2. Diplothamnion jolyi van den Hoek (Figures 12–17)
	4.5.3. Champia compressa Harvey (Figures 18–24)

	4.6. Conclusions
	4.7. Acknowledgements
	4.8. References

	Chapitre 5. REDOX-ACTIVE PHENOLIC COMPOUNDS MEDIATE THE ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC EFFECTS OFCARPODESMIA TAMARISCIFOLIA (= CYSTOSEIRA TAMARISCIFOLIA)
	5.1. Résumé
	5.2. Abstract
	1.2. Introduction
	1.3. Materials and methods
	5.4.1. Drugs, chemicals and solvents
	5.4.2. Algae harvesting
	5.4.3. Extraction and preparation of the fractions
	5.4.4. Thin layer chromatography (TLC) analysis
	5.4.5. Total phenolic content (TPC)
	5.4.6. Antioxidant activity
	5.4.7. Cytotoxic activity
	5.4.8. H2O2 measurements
	5.4.9. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis
	5.4.10. Data and statistical analysis

	1.4. Results
	1.4.1. Extraction and fractionation
	1.4.2. Thin layer chromatography analysis
	1.4.3. Total phenolic content (TPC)
	1.4.4. DPPH radical scavenging activity
	1.4.5. Cytotoxic activity
	1.4.6. H2O2 production in representative autoxidized solutions of C. tamariscifolia fractions
	1.4.7. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis

	1.5. Discussion
	1.6. Conclusion
	5.8. Acknowledgements
	5.9. References

	Chapitre 6. CONCLUSION GÉNÉRALE & PERSPECTIVES
	ANNEXES




