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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE:

L'augmentation de [l'industrialisation, l'urbanisation croissante des régions cotiéres et le
déversement non contr6lé de polluants provenant des activités humaines ont entrainé la
détérioration des écosystémes marins. Cette situation se manifeste par I'accumulation progressive
de substances toxiques - appelées xénobiotiques - dans les eaux cotiéres, mettant en péril non
seulement la biodiversité marine, mais aussi la sécurité alimentaire et la santé des individus
(Mejdouba et al., 2017).

La pollution marine, notamment dans les zones partiellement closes comme la mer Méditerranée,
a divers effets nocifs : altération de la qualité de l'eau, perturbation des cycles biologiques,
dommages aux tissus et organes des especes marines, diminution des taux de reproduction, voire
extinction locale de populations spécifiques (Bolognesi et al., 2004 ; Kourdali et al., 2020 ;
Roméo et al., 2005). Ces consequences inquiétantes nécessitent une evaluation approfondie a

I'aide d'outils scientifiques fiables.

L'écotoxicologie marine est une branche scientifique qui combine la toxicologie, I'écologie et la
chimie environnementale pour étudier I'impact des contaminants sur les organismes vivants et les
écosystemes. (Peters et al., 1997 ; Cécile, 2011). Pour cela, des organismes bio-indicateurs et des

biomarqueurs sont utilisés pour détecter, mesurer et interpréter les effets de la pollution.

Les moules du genre Mytilus, en raison de leur mode de vie filtrant et de leur capacité a
accumuler les polluants, sont couramment utilisees comme modeles biologiques en
écotoxicologie. (Yusof et al. 2004 ; Bolognesi et al., 2004) Leur utilisation permet une

évaluation rapide de la présence et de la toxicité des polluants dans les milieux marins.

Des programmes de surveillance environnementale a grande échelle, comme le Mussel Watch
aux Etats-Unis et le RNO en France, emploient les moules comme bioindicateurs pour surveiller
la qualité des écosystemes marins. Les biomarqueurs, qui sont des indicateurs biologiques
mesurables dans les tissus des organismes, sont utilises pour révéler l'exposition a un

contaminant et ses effets biologiques associés. (Galloway et al., 2006 ; Garric et al., 2010).

Parmi les différents biomarqueurs, le stress oxydatif est un signal important qui peut indiquer
une exposition précoce a divers polluants tels que les métaux lourds, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) ou les pesticides. Ce stress résulte d'un déséquilibre entre la

production de radicaux libres d'oxygene (ROS) et les mécanismes de défense antioxydants de

1



Introduction générale

l'organisme. La catalase (CAT) est I'un des enzymes les plus étudiés dans ce domaine car elle est
essentielle pour décomposer le peroxyde d'hydrogene (H20:) en eau et oxygene, protégeant ainsi

les cellules contre les dommages oxydatifs (Galloway &Handy, 2006).

Notre étude porte sur I'évaluation de l'activité de la catalase en tant que biomarqueur du stress
oxydatif chez la moule Mytilusgalloprovincialis. Les individus analysés ont été achetés au
marché de la Pécherie d'Alger, ou les produits de la mer de la baie algéroise sont vendus
directement. Cette approche présente deux avantages :

D'un point de vue scientifique, elle permet d'analyser la réponse biologique des moules face a

une éventuelle exposition a la pollution ;

D'un point de vue sanitaire, elle permet d'estimer indirectement la qualité des produits de la mer

destinée a la consommation humaine.

L'objectif de notre recherche est donc de mesurer l'activité enzymatique de la catalase (CAT)
dans la fraction S9 de la glande digestive de Mytilusgalloprovincialis, et d'interpréter les résultats
obtenus en lien avec une éventuelle exposition a des agents oxydants présents dans

I'environnement marin.
Ce mémoire est divisé en quatre parties principales :

- Tout d'abord, une revue bibliographique sur les bases de I'écotoxicologie, les effets du
stress oxydatif, ainsi que le role des biomarqueurs chez les bivalves ;

- Ensuite, une description détaillée du protocole expérimental utilisé pour mesurer la
catalase ;

- Puis, la présentation des résultats obtenus avec une analyse statistique et une
interprétation biologique ;

- Enfin, une conclusion générale récapitulant les principales conclusions de I'étude et
suggérant des pistes pour de futurs travaux, comme I'exploration d'autres

biomarqueurs ou zones géographiques.
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CHAPITRE 1 Syntheése bibliographique

CHAPITRE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Introduction générale a I'écotoxicologie marine

1.1. Definition de I'ecotoxicologie:

Avant les années 1970, l'écotoxicologie n'était pas encore reconnue comme une discipline
scientifique distincte (Pelletier et Campbell, 2008). Face aux défis croissants posés par la
pollution et ses impacts sur les écosystémes, les chercheurs ont commencé a s'interroger sur les
risques associés et les mécanismes de défense naturels des organismes face au stress chimique
(Steinberg et Ade, 2005). lIs ont cherché a comprendre comment définir ces contraintes dans un
systeme dynamique et pourquoi les organismes développent de tels systemes de protection.

L’¢écotoxicologie s’est ainsi développée a I'interface de la toxicologie, de I’écologie et de la
chimie de I’environnement. Cette discipline étudie les effets nocifs des substances chimiques,
qu’elles soient naturelles ou synthétiques, sur les organismes vivants dans leur milieu naturel.
Elle prend en compte non seulement les interactions biologiques, mais aussi les transferts de
matiere et d’énergie ainsi que les dynamiques des populations et des communautés biologiques

(Lagadic et al., 1997).

Cette approche dépasse le cadre de la toxicologie classique, centrée sur I’individu, en intégrant
des niveaux d’analyse plus larges, allant des réponses cellulaires jusqu’a 1’échelle des
écosystemes. Elle permet ainsi une compréhension globale des perturbations environnementales

et de leurs conséquences (Newman, 2010)

1.2. Importance de ’etude des contaminants dans les ecosystemes marins

La pollution marine, définie comme I’introduction de substances ou d’énergie dans les milieux
marins entrainant des effets néfastes sur les ressources biologiques, la santé humaine et les
activités maritimes, provient majoritairement de sources terrestres, via le ruissellement et les
dépbts atmosphériques (Beiras, 2018 ; Goeury, 2014). Les zones c6tiéres sont particuliérement
exposées a cette pollution liée aux activités humaines telles que les rejets industriels, le trafic
maritime ou l’agriculture, qui introduisent divers contaminants chimiques (métaux lourds,
hydrocarbures, pesticides, plastifiants, etc.) souvent persistants dans 1’environnement (Michel,
2011).
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Ces polluants s’accumulent dans les sédiments et les organismes marins, provoquant des effets
toxiques chroniques méme a faibles doses. Par exemple, les bivalves comme
Mytilusgalloprovincialis filtrent I’eau et concentrent ces substances dans leurs tissus, ce qui en
fait des bioindicateurs précieux (Bodin et al., 2004). L’exposition répétée a ces contaminants
peut perturber la physiologie, la reproduction et la croissance des organismes marins, avec des
conséquences sur la biodiversité et la sécurité alimentaire liée a la consommation de produits de

la mer (Naouel, 2014 ; Benali et al., 2015).

Ainsi, étudier ces contaminants est essentiel pour mieux comprendre leurs impacts, protéger les

écosystemes marins et assurer la pérennité des services qu’ils fournissent.

2. Principaux contaminants chimiques des écosystemes mediterraneens

Les écosystémes cotiers algériens, a I’image de I’ensemble du bassin méditerranéen, sont
fortement exposés a divers types de contaminants chimiques issus des activités humaines. Cette
pollution est particulierement préoccupante dans les zones urbanisées, industrielles ou portuaires,

ou les rejets non traités ou partiellement épurés se déversent directement en mer.

Parmi les polluants les plus fréquemment détectés, on distingue plusieurs grandes familles :

2.1. Les metaux lourds

D'aprés une étude du Plan d'Action pour la Mediterranée (PAM), les métaux lourds comme le
fer, nickel, plomb, cuivre, chrome et zinc pénétrent dans l'environnement marin via le
ruissellement pluvial, les retombées atmosphériques, les rejets des réseaux d’égouts et des
industries. Cette étude s'est appuyeée sur les données de MED POL et des recherches récentes
pour analyser la présence et les évolutions des métaux lourds (plomb, mercure, cadmium, zinc et
cuivre) dans les sédiments cotiers et chez des organismes bioindicateurs comme Mytilus

galloprovincialis. (Figure 1)

Selon le « National Baseline Budget (BNB) », les pays méditerranéens générent principalement
des émissions atmosphériques de métaux traces a travers l'industrie du ciment (Hg, Cu), la
production d'énergie (As, Cd, Ni) et l'industrie métallurgique (Pb, Zn). On y trouve également
des émissions provenant de l'industrie des engrais chimiques et de certains systemes d'épuration
des eaux usées inefficaces, qui contribuent a la présence de cadmium et de cuivre dans le milieu
marin. De plus, le raffinage du pétrole est la principale source de rejets de chrome dans
I'environnement (PNUE/PAM/MEDPOL, 2012).
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La pollution par les métaux lourds est un grave probléme environnemental dans les océans. Leur
concentration excessive perturbe les fonctions biologiques des organismes marins, impactant
notamment leur respiration et leur systeme nerveux. De plus, ils favorisent la production de
radicaux libres et bloquent l'action de certaines enzymes antioxydantes, comme la glutathion

réductase et la peroxydase (Sensi et Jeng, 2004; Splittgerber et Tappel, 1979).

Dans les sédiments Dans les moules (Mytilus galloprovincialis)
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Figure 1 : Repartition des concentrations des metaux traces (pb, cd et hg) au niveau du
sediment et des tissus de la moule Mytilus galloprovincialis sur les cotes
mediterraneennes. (Kamel, N, 2014)

2.2.Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) sont des composés chimiques qui se
forment a partir de la fusion de plusieurs anneaux aromatiques. Ils sont principalement issus de
la combustion incompléte de matiére organique a haute température (source pyrolytique) et des
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déversements de pétrole (source pétrogénique). Certains HAPSs, tels que le naphtaléne,
I’anthracéne et le fluoranthéne, sont considérés comme des polluants prioritaires en raison de
leur toxicité et de leurs effets mutagénes. Des recherches menées sur des bivalves marins ont mis
en évidence une corrélation entre la concentration en HAPs et l'activité de plusieurs enzymes
impliquées dans la réponse au stress oxydatif et a la biotransformation (Porte et al., 1991 ; Sole
et al., 1994 ; Fisher et al., 2003).

2.3. Les pesticides et les détergents

Les pesticides sont largement utilisés pour €liminer différents organismes nuisibles comme les
insectes, les champignons, les mauvaises herbes, et les micro-organismes qui affectent les
plantes. lls se retrouvent dans lI'environnement marin principalement par le ruissellement depuis
les terres agricoles, les retombées atmosphériques apres les pulvérisations, ainsi que les rejets des
eaux résiduaires industrielles. Ces substances sont particulierement nocives pour les invertébrés
aquatiques, surtout pendant leurs stades larvaires et juvéniles. Certains herbicides, comme le
diuron et l'isoproturon, sont classés comme prioritaires selon la Directive Cadre sur I'Eau
2000/60/CE (DCE) en raison de leur potentiel cancérogéne et de leurs effets perturbateurs sur le
systéme endocrinien. Quant aux pesticides organochlorés (OC), tels que le DDT, le lindane et la
dieldrine, ce sont des Polluants Organiques Persistants (POP) en raison de leur toxicite, de leur
capacité a s'accumuler dans les organismes, de leur pouvoir mutagene et tératogene. Bien que le
DDT soit désormais interdit, il est encore présent dans la chair des huitres selon le réseau de
surveillance  ROCCH. Les pesticides organophosphorés et carbamates ont des effets
neurotoxiques en inhibant les enzymes acétylcholinestérase (AChE) et carboxylestérases (Cs),

comme l'ont démontré (Cooreman et al., 1993).

2.4.Les contaminants émergents

Les produits pharmaceutiques, les résidus de cosmétiques, les plastifiants tels que les phtalates,
ainsi que les microplastiques, représentent une nouvelle génération de polluants émergents dans
les milieux marins. Ces substances, encore faiblement réglementées a ’échelle internationale,
suscitent une inquiétude croissante en raison de leurs effets toxiques potentiels sur la faune
marine. En effet, plusieurs études récentes ont mis en évidence que ces polluants peuvent
perturber la signalisation hormonale, entrainant des déséquilibres endocriniens chez différentes
espéces aquatiques. De plus, ils peuvent altérer 1’expression génique, affectant ainsi des

processus biologiques essentiels tels que la reproduction, la croissance et la réponse au stress.
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Ces impacts biologiques soulignent I’importance d’une surveillance accrue et d’une
réglementation renforcée afin de limiter la diffusion de ces contaminants dans les écosystémes
marins (Smith et al., 2020).

3. Impact de ces polluants sur les organismes aquatiques

Les contaminants présents dans les écosystémes marins provoquent une large gamme d’effets
biologiques et biochimiques chez les especes exposées. Ces effets peuvent étre évalués grace a
une batterie de tests utilisant des biomarqueurs spécifiques. (Amara, R, 2011)

3.1.Le stress oxydatif

Les métaux lourds, les HAPs ou certains pesticides générent une production excessive d'especes
réactives de l'oxygéne (ROS), entrainant une altération des membranes, des protéines et de
I’ADN. Ce stress est compensé par des enzymes antioxydantes comme la catalase (CAT), la
superoxydedismutase (SOD) ou la glutathion peroxydase (GPx), dont I’activité constitue un bon

indicateur d’exposition (Naouel, 2014 ; Gagné et al., 2008).

3.2. Les effets neurotoxiques

Les composés neurotoxiques comme les organophosphorés ou certains métaux affectent
I’activité de D’acétylcholinestérase (AChE), enzyme clé dans la transmission nerveuse. Une
inhibition de cette activité peut se traduire par des troubles moteurs ou comportementaux chez

les invertébrés marins.

3.3.La genotoxicite

Certains polluants, notamment les HAPs ou les métaux, provoquent des dommages directs a
I’ADN. Ces altérations sont détectables par des tests comme le test des cometes (€lectrophorese
sur cellule unique) ou le test du micronoyau, qui permet d’observer la fragmentation du matériel

génétique dans les cellules (Michel, 2011).

4. Etat actuel de la pollution marine en Algerie

Le littoral algérien, s’étendant sur plus de 1200 km, abrite une diversité écologique remarquable,
mais il est aujourd’hui confronté a une pression anthropique croissante. L’urbanisation cotiere
rapide, I’industrialisation désorganisée et I’insuffisance des infrastructures de traitement des eaux
usées ont contribué a la dégradation progressive de la qualité des eaux marines (Lakahal, F.
2010)
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En Algérie, comme en attestent les chiffres : environ 100 millions de tonnes d'hydrocarbures
passent a proximité des rivages algériens chaque année. De plus, les ports pétroliers du pays
chargent environ 50 millions de tonnes d'hydrocarbures, avec des pertes estimées a 10 000
tonnes inévitables (Ministere de I'Aménagement du Territoire et de I'Environnement, Algerie,
2000).

Les zones portuaires, qu'elles soient destinées a la plaisance ou a la péche, sont des
environnements protégés ou l'eau a tendance & stagner. Cette particularité conduit a une
accumulation de divers polluants, tels que les hydrocarbures rejetés lors des vidanges des
bateaux, les peintures antifouling utilisées sur les coques, ainsi que les métaux traces
emprisonnés dans les sédiments. Ces éléments polluants peuvent étre relachés dans
I'environnement lors des opérations de dragage des ports (Ministere de I'Aménagement du
Territoire et de I'Environnement, Algérie, 2000).

Des études récentes menees sur différents points du littoral — notamment a Alger, Annaba,
Skikda, Oran ou Béjaia — ont révelé des niveaux preoccupants de contamination par les métaux
lourds, les hydrocarbures, les pesticides et, plus récemment, les microplastiques. Ces polluants
s’accumulent dans les sédiments et les organismes marins, compromettant la santé des
écosystémes et posant un risque sanitaire pour les populations qui dépendent des ressources
halieutiques (Naouel, 2014).

5. La biosurveillance marine

5.1. Definition de la biosurveillance marine

La biosurveillance est devenue un domaine scientifique important dans les années 1970 en raison
de la découverte de la persistance environnementale des pesticides organochlorés et de leurs
effets nocifs sur des espéces non ciblées, déja révélés dans les années 1960 par Carson. Cette
discipline repose sur l'utilisation d'organismes vivants, appelés bioindicateurs, qui sont analysés
a différents niveaux d'organisation biologique (moléculaire, biochimique, cellulaire,
physiologique, tissulaire, morphologique et écologique). Son objectif est de détecter, prévoir et
surveiller les changements dans I'environnement causes par des perturbations (Garrec & Van
Haluwyn, 2002).
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5.2.Reglementation initiative de surveillance

L’Algérie a adopté plusieurs textes réglementaires pour limiter les rejets polluants, notamment
via la loi n° 03-10 relative a la protection de I’environnement dans le cadre du développement
durable. Toutefois, ’application de ces lois reste souvent insuffisante face a la réalité du terrain.

(Ministére de I’Environnement et des Energies Renouvelables, Algérie. 2010)

Par ailleurs, I’ Algérie est engagée dans plusieurs programmes de coopération régionale, comme
MED POL (Programme pour la protection de la mer Méditerranée contre la pollution), qui
encourage 1’utilisation d’organismes bioindicateurs pour évaluer la santé des écosystémes. Dans
ce contexte, Mytilusgalloprovincialis a été intégré a plusieurs campagnes de biosurveillance, en
raison de sa capacité a refléter la qualité de I’environnement marin a travers 1’analyse de
biomarqueurs biochimiques et génétiques. (Programme des Nations Unies pour I’Environnement
/ Plan d’ Action pour la Méditerranée (PNUE/PAM). 2012)

5.3.Zones les plus touchees

Des études de biosurveillance ont mis en eévidence des niveaux de contamination
particulierement ¢€levés dans les baies d’Alger, de Skikda, d’Annaba et d’Arzew. Ces zones, a
forte densité humaine et industrielle, présentent une accumulation importante de polluants dans
les sédiments et les organismes marins, dont Mytilus galloprovincialis (Michel, 2011 ; Naouel,
2014).

6. Approche basee sur les biomarqueurs

6.1. Definition et role des biomarqueurs

Les biomarqueurs sont apparus en écotoxicologie dans les années 1980. Ce sont des
modifications mesurables au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire ou physiologique qui
révelent I’exposition d’un organisme a des polluants (Lagadic et al., 1997). Ils permettent de
détecter précocement des effets sublétaux, souvent invisibles a I’ceil nu, avant qu’ils n’affectent
les populations ou les écosystemes (Gagné et al., 2008). Au fil des années 1990, cette approche a
évolué pour inclure des analyses multiniveaux, couvrant les réponses génétiques aux
perturbations physiologiques, de I’individu aux populations, renforcant ainsi leur pertinence

écologique (Huggett et al., 1992 ; Van der Oost et al., 2003).

Les biomarqueurs sont essentiels pour évaluer la biodisponibilité des contaminants et leurs

effets biologiques réels, contrairement aux seules analyses chimiques. Leur utilisation repose sur
10
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des criteres de sensibilité, specificité et reproductibilité, et nécessite une compréhension fine des
mécanismes physiologiques sous-jacents. Une approche multiparamétrique, combinant plusieurs
biomarqueurs et marqueurs physiologiques (reproduction, croissance, comportement), est

indispensable pour une évaluation compléte de I’état de santé des écosysteémes (Minier et al.,
2000).

Les biomarqueurs biochimiques incluent des enzymes telles que la catalase, la glutathion
peroxydase, 1’acétylcholinestérase, ainsi que des enzymes de détoxication telles que les
cytochromes P450 et les glutathion-S-transférases. Les protéines métallothionéines, induites par
les métaux lourds, sont également utilisées pour détecter la contamination métallique (Durou et
al., 2007 ; Damiens et al., 2006). Actuellement, il est possible de mesurer les effets biologiques

depuis le niveau cellulaire jusqu’aux peuplements et aux écosystémes (Adams, 2002). (Figure 2)

Le nombre de bio-indicateurs utilisé est le reflet de ’immense variabilité biologique des
¢cosystemes. Les indicateurs biologiques se situent au sein d’un ensemble de méthodes dont la
rapidité de réaction et la signification écologique sont inversement proportionnelles. Le choix
d’un bio-indicateur s’avere assez difficile vu leur grande diversité. Il n’existe pas de bio-
indicateur « universel ». Un bon indicateur doit remplir plusieurs criteres, incluant entre autres la
sensibilité, la reproductibilité et la pertinence écologique, pour bien représenter les phénomeénes
en cause (Amara, R. 2011).
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Figure 2: Diagramme illustrant les differentes approches liées a I’évaluation de la
qualité environnementale (Adams, 2002).
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5.2. Catégories et criteres des biomarqueurs
6.2.1. Catégories :
Table 1:Catégories principales des biomarqueurs (Amiard et al. 2008)

‘ Catégories ‘ Utilisation
Biomarqueurs d’exposition | IIs révelent les mécanismes de défense activés par un

organisme en réponse a un contaminant.

Biomarqueurs de dommage | lls refletent une altération directe et néfaste causée par un

ou d’effet contaminant sur 1’organisme.

6.2.2. Criteres de qualification

> Indices de stress généraux:
Ils traduisent une réponse globale de 1’organisme a un mélange de polluants, sans

identifier leur nature spécifique. (Figure 3)

> Indices de stress spécifiques:
Ils indiquent une réponse ciblée a une famille de contaminants particuliere (ex. métaux

lourds, pesticides). (Figure 3)

I biomarqueurs d’exposition I |blomarqueurs d’effet I

métabolisme endogéne

Ak b

enzy q

défenses non enzymatique|

Figure 3: Relation entre les principales catégories de polluants et les biomarqueurs
classiques (Narbonne & Michel, 1992)
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6.3. Types de biomarqueurs

Table 2: Types des biomarqueurs

Types de biomarqueurs

Utilisations

Biomarqueurs de stress oxydatif

Catalase (CAT) : dégrader le peroxyde d’hydrogéne (H20:) en eau et en

oxygene, évitant ainsi son accumulation toxique.

Superoxydedismutase (SOD) : convertit les ions superoxydes (O27) en

H-0:, préparant I’action de la catalase.

Glutathion peroxydase (GPXx) : agit en synergie avec la SOD et la CAT
pour éliminer les peroxydes lipidiques, protégeant les membranes

cellulaires.

Biomarqueurs de neurotoxicité

Acétylcholinestérase (AChE) : Son activité est essentielle pour la
régulation des impulsions nerveuses. De nombreux pesticides inhibent
cet enzyme, ce qui entraine une accumulation d’acétylcholine dans les

synapses, provoquant une hyperexcitation ou une paralysie.

Biomarqueurs de

métallique

stress

Métallothionéines (MTs) : Ce sont de petites protéines riches en
cysteine, capables de se lier aux métaux lourds. Elles jouent un réle de
détoxification intracellulaire. Une surexpression des MTs reflete une

exposition a des métaux comme le cadmium ou le zinc.

Tests de génotoxicité

Test des cometes : permet d’observer les cassures de I’ADN a I’échelle
cellulaire en électrophorése. Plus la « queue de comete » est longue, plus

I’ADN est endommagg.

Test du micronoyau : détecte les anomalies chromosomiques ou les
effets clastogénes par la formation de petits noyaux résiduels dans les

cellules.

13
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Ces biomarqueurs, combinés dans une approche multiparamétrique, offrent une vision intégrée et
sensible de I’état de pollution des milieux marins. Leur utilisation dans les moules Mytilus
galloprovincialis permet ainsi de détecter précocement les effets de la pollution cotiere en
Algérie (Benali, M., & Haddad, S. 2023)

7. Le stress oxydatif

7.1. Les eéspeces réactives de I’oxygenes (ERO)

Il'y a environ deux milliards d'années, I'atmosphere terrestre s'est enrichie en oxygene. Les
organismes aérobies ont alors di s'adapter en apprenant a utiliser I'oxygéne et a éliminer les
métabolites réduits produits. Les especes réactives de l'oxygéne (ERO), considérées comme
toxiques, sont produites en faibles quantités par la cellule, notamment dans la chaine respiratoire
mitochondriale. Environ 2% de l'oxygene consomme est transformé en radicaux superoxyde,

potentiellement toxiques (Delattre et al., 2007).

La réduction de l'oxygéne pour former du peroxyde d'hydrogéne se fait en plusieurs étapes.
(Delattre et al., 2007) :

1) Transformation de I'oxygéne en eau :
02 + 4e- + 4H+ — 2H20

2) Reduction partielle de I'oxygéne en radicalsuperoxyde :
02 +e-— 02

3) Dismutation du radical superoxyde en peroxyde d'hydrogene et oxygene :
2 02--+2H+ — H202 + 02

Bien que le peroxyde d’hydrogene ne soit pas un radical libre, il peut étre toxique en présence de
certains cations métalliques. En I'absence de stress, un équilibre est maintenu entre la production
d'ERO et leur détoxification par les mécanismes antioxydants cellulaires. (Gillis et al., 2014;
Winston & Di Giulio, 1991). Les ERO ont un r6le paradoxal, essentiel a la régulation cellulaire
mais pouvant devenir toxiques en cas de désequilibre (Figure 4) (Migdal& Serres, 2011,
Almeida et al., 2005).

Certains contaminants chimiques augmentent la production d'ERO, induisant un stress oxydatif
(Stegeman et al., 1992). Le systeme antioxydant cellulaire, comprenant des enzymes telles que la
catalase, la superoxydedismutase et la glutathion peroxydase, protége contre ce stress (Stegeman

et al., 1992; Filho, 1996). La variation de la catalase et de la peroxydation lipidique peut servir
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de biomarqueurs de stress oxydatif. La production d'ERO est une conséquence du métabolisme
aerobie, principalement au niveau des mitochondries. La gestion de ces espéces réactives par les
systemes antioxydants est cruciale pour prévenir les dommages oxydatifs et assurer la survie
cellulaire (Stegeman et al., 1992; Hageman et al., 1992; Winston et al., 1998; Regoli et al., 2000;
Chipman et al., 1998).

A Polluant
v X
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\\_ > o \
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' Espéces réactives Enzymes, Homeéastadle [pias
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* Dommages de I’ADN: mutation,
cancérogenése

* Dommages protéiques: Peroxydation
lipidique

Figure 4: Diagramme explicatif des sources entrainant une augmentation des especes
réactives de I’oxygeéne dans la cellule et les dommages cellulaires associés et
intervention du systeme antioxydant (Kamel, 2014)

7.2. Definition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est un phénomene complexe qui découle d'un déséquilibre entre la production
et l'accumulation de substances réactives a l'oxygéne (ROS) a l'intérieur de la cellule, et leur
élimination par des enzymes et d'autres molécules antioxydantes. Ce déséquilibre entraine une
augmentation des dommages oxydatifs affectant diverses cibles cellulaires selon une étude
menée par Pizzino et ses collegues en 2017. Ce phénomeéne peut se manifester dans différentes
circonstances, comme lors d'une exposition de l'organisme a I'hypoxie ou a lI'anoxie, suivie d'une

réoxygénation (Almeida et al. en 2005 et Hermes-Lima et al. en 1998).
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7.3.L’impact du stress oxydatif au niveau cellulaire

Lorsque le corps est soumis & des phénomeénes de stress oxydatif, il produit davantage d'especes
radicalaires et moléculaires qui endommagent les grandes molécules biologiques telles que les
acides nucléiques (ADN, ARN), les protéines et les lipides (Delattre et al., 2007). L'oxygéne
moléculaire (O2) peut méme désactiver directement des enzymes radicalaires a faible potentiel,
essentielles & certains métabolismes anaérobies. Cela entraine des conséquences telles que la
peroxydation lipidique, l'inactivation enzymatique, l'oxydation des bases de I'ADN et la
dégradation des protéines.

La mesure du degré de peroxydation lipidique, qui produit des composés secondaires comme le
malondialdéhyde (MDA), est souvent utilisée pour évaluer les dommages causés par les especes
réactives de l'oxygéne (ERO) chez divers organismes marins. De plus, les dommages oxydatifs a
I'ADN, caractérisés par la présence de 8-oxo-7,8-dihydro-2-désoxyguanosine (8-oxodGuo), sont
des indicateurs des altérations de I'ADN dues a la production cellulaire d'ERO (Pampanin et al.,
2005; Viarengo et al., 1997; Winston et Di Giulio, 1991).

Pour se protéger contre les ERO, les cellules possédent des enzymes antioxydantes telles que la
superoxydedismutase (SOD), la catalase (CAT) et le glutathion (Pampanin et al., 2005). Ces
antioxydants agissent comme un mécanisme de défense cellulaire qui neutralise la toxicité des
espéces réactives de I'oxygene, et sont considérés comme des biomarqueurs du stress oxydatif
(Almeida et al., 2005; Pampanin et al., 2005).

Cellule saine Cellule déficiente
o
La cellule perd la capacité La détérioration cellulaire Le f9nctionnement
a générer de I'énergie entrave le bon déficient de la cellule
pour le corps fonctionnement des organes  Produit des complications

métaboliques

Figure 5: deterioration de la cellule par le stress oxydatif (Charrade, 2016)
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8. La catalase :

La catalase est une enzyme présente dans la plupart des cellules qui joue un réle important dans
la protection contre les effets nocifs du peroxyde d'hydrogene, un produit du métabolisme. Cette
enzyme catalyse la conversion rapide du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygéne selon la
réaction suivante : 2 H202 — 2 H20 + O2.

Chaque unité de la catalase contient un groupement heme (fer) qui participe directement a la
réaction catalytique. Cette réaction se déroule en deux étapes successives, ou le fer change d'état
d'oxydation pour décomposer le peroxyde d'hydrogéne.

La catalase se trouve principalement dans les peroxysomes des cellules eucaryotes, qui sont des
organites spécialisés dans la detoxification de diverses molécules réactives. Elle agit en
collaboration avec d'autres enzymes antioxydantes, comme la glutathion peroxydase, pour
maintenir I'équilibre redox cellulaire et prévenir les dommages aux lipides, protéines et acides

nucléiques causés par le stress oxydatif.

En raison de son importance dans la defense antioxydante, la catalase est souvent utiliseée comme
biomarqueurs dans les études sur le stress oxydatif et les maladies telles que les maladies
neurodégénératives, cardiovasculaires et certains cancers. De plus, son activité peut étre
influencée par des facteurs environnementaux tels que I'exposition a des polluants ou a des
agents toxiques, ce qui en fait un indicateur sensible des conditions physiologiques et

environnementales. (Berg, J. M., et all 2019).

9. Mytilus galloprovincialis comme organisme bio-indicateur

9.1.Choix de I’espéce

Plusieurs raisons justifient son utilisation comme bio-indicateur. Tout dabord, La moule
méditerranéenne, Mytilusgalloprovincialis, est un excellent indicateur quantitatif pour les
radionucléides et les métaux traces. Sa large répartition le long du littoral du bassin
méditerranéen ainsi que de la mer Noire en fait un bioindicateur privilégié dans ces régions.
(Fisher et al., 1987).
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Ensuite, sa capacité de bioaccumulation est particulierement notable. Mytilus galloprovincialis a
la faculté d'absorber et de stocker dans ses tissus divers contaminants tels que les métaux lourds
(cadmium, plomb, mercure, cuivre, zinc), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP),
ainsi que des pesticides et des contaminants organiques persistants. Cette aptitude est bien
documentée dans la littérature scientifique, ce qui renforce son utilisation dans les études

écotoxicologiques (Naouel, 2014 ; Michel, 2011).

Comprendre comment les contaminants interagissent avec les barrieres biologiques est crucial
pour étudier les phénomenes écotoxicologiques tels que la bioconcentration, la bioaccumulation,
la variabilité spatiale et temporelle des contaminants et leurs transferts dans les chaines
alimentaires. (Goldberg, 1975).

De plus, Mytilus galloprovincialis présente une réactivité biologique significative. Elle
développe des reponses mesurables et reproductibles face a I'exposition aux polluants, ce qui
permet l'utilisation de biomarqueurs pour évaluer le stress oxydatif, la neurotoxicité ou la
génotoxicité. (Banni, M., Fabbri, R., &Viarengo, A. 2011).

En somme, Mytilusgallo provincialis n'est pas seulement un excellent modéle d’étude pour
I’écotoxicologie ; elle constitue également un outil opérationnel précieux pour la biosurveillance
environnementale. Son utilisation a été démontrée dans plusieurs programmes de suivi en
Méditerranée occidentale, soulignant son importance dans I'évaluation de la santé des

écosystémes marins (Butler et al., 1971 ; Rainbow et al., 2004).

Dans notre recherche, nous avons sélectionné ce mollusque bivalve, pour détecter la présence de

micropolluants en raison de ses nombreuses caractéristiques avantageuses. (Figure 6)
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Sessile et euryhalin, elle Large répartition
tolérare différents stress géographique et
et concentre dans un - — abondante, elle
facteur de 10’ a 10 par —7| permet

rapport a I’eau transplantation.

environnante, sans effet | Elle offre une quantité de tissus
letal. adéquate pour I’analyse chimique.

Figure 6: Qualités de bioindicateur Mytillus galloprovincialis (Butler et al. 1971; Rainbow et al.
2004 et Goldberg., 1975)

9.2.Presentationgenerale de I'espéce

Muytilus galloprovincialis, ou moule méditerranéenne, est un mollusque bivalve caractérisé par
une coquille équivalve, inéquilatérale et généralement ovale ou cylindrique. Sa coquille présente
une fente byssale ventrale fine et une surface externe lisse ou légerement sculptée, avec des
zones plus marquées pres des valves postéro-dorsales. Le périostracum est bien développé,
souvent lamelleux ou hérissé de soies. La charniére est sans dents, avec parfois de petites
crénelures. Le ligament sub-interne est fixé au bord dorsal postérieur par une bande calcifiée
blanchatre (Kamel, 2014).

La moule méditerranéenne, présente une coquille de couleur bleu foncé a brun presque noir. Les
deux valves sont égales et presque quadrangulaires, avec une surface externe noir-violet. Un coté
de la coquille se termine par un umbo pointu légérement plié, tandis que l'autre cdté est arrondi.
La forme de la coquille peut varier selon la région. Cette moule peut atteindre jusqu'a 15 cm de

longueur, bien que sa taille moyenne soit généralement comprise entre 5 et 8 cm (GISD, 2020).

Cette espece est largement répandue dans le bassin méditerranéen, I’ Atlantique Est et d’autres
régions tempérées. Elle vit fixée aux substrats rocheux, digues, coques de navires ou installations

portuaires, formant des colonies denses appelées "bancs de moules”.

19



CHAPITRE 1

Syntheése bibliographique

Coles Bay, TAS (E), coll. S. Grove.
molluscsoftasmania.org.au

Figure 7: Mytilus galloprovincialis (Grove, S. J., & de little, r. 2020)

8.3. Classification taxonomique

Table 3: taxonomie de la moule dans la régne animal (Martigues, 2020)

© Simon Grove

Embranchement Mollusques
Regne Animale
Embranchement Mollusques
Classe Bivalves
Sous-classe Autobranches
Infra-classe Pteriomorphes
Ordre Mytilidés
Superfamille Mytiloidés
Famille Mytilidés
Genre Mytilus
Espéce Mytilus galloprovincialis
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9.4. Anatomie de la moule

La moule, comme tous les lamellibranches, se distingue par une coquille bivalve allongée,
souvent noire, qui protege la masse viscerale. Voici une description détaillée de I'anatomie et de
la fonction physiologique des différents organes de Mytilus galloprovincialis :

Le pied et le byssus : le pied de la moule, en forme de langue, permet & I'animal de se déplacer
et de s'enfouir dans le sable. 1l peut se rétracter grace a deux muscles rétracteurs. A sa base se
trouve la glande du byssus (glande byssogene), qui produit des filaments (byssus) servant a fixer
la moule & son support. Ces filaments se solidifient au contact de I'eau de mer apres leur
sécrétion (Behloul, C. 2022).

Les branchies : constituent une caractéristique essentielle des lamellibranches. Ces organes en
feuillets jouent un double role : ils assurent la respiration et la filtration de la nourriture a partir
de I'eau. Deux paires de branchies sont situées de chaque cote du corps de la moule (Gosling, E.
2003).

La glande digestive : (ou hépatopancréas) clle assure la digestion et I’absorption des aliments
captés par les branchies. Cet organe est encore appelé hépatopancréas car il joue chez cet

invertébré un réle analogue au foie des vertébrés (Pagliassoti, 1994).

Le manteau : il enveloppe I’ensemble de la masse animale et assumant a la fois la sécrétion de

la coquille et le role de support des gonades (Behloul, C. 2022).

La cavité palléale : un espace interne délimité par les lobes du manteau, dans lequel circulent
l'eau et se trouvent les branchies. Elle joue un réle essentiel dans les échanges gazeux
(hématose), I'évacuation des déchets, ainsi que la libération des gametes et de l'urine. L'eau est
constamment renouvelée dans cette cavité grace aux battements des cils, ce qui permet un apport

continu en oxygene et I'élimination des déchets (Behloul, C. 2022).
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Manteau

Arriére

Figure 8: Anatomie interne de la moule Mytilus galloprovincialis (Dominique, 2021)

9.5.Physiologie de la moule
9.5.1. Mode respiratoire :

Les échanges d'oxygéne chez la moule se font principalement via les branchies. L'eau riche en
oxygene pénétre par le siphon inhalant dans la cavité palléale, puis est filtrée par les filaments
des branchies lamelleuses avant d'étre expulsee par le courant exhalant. L'oxygéne capté est
ensuite transporté par I'némolymphe vers les différentes parties de I'organisme. Lorsque la moule

est exposée a l'air, elle ferme sa coquille et passe a une respiration anaérobie (Cahen, 2006)

9.5.2. Cycle biologique

La moule présente une différenciation sexuelle. Lors de la reproduction, les ovules des femelles
sont relachés dans la cavité palléale, ou ils sont fécondés par les spermatozoides des males. Ces
spermatozoides sont libérés dans I'eau et transportés jusqu'a la cavité de la femelle par le courant,
ce qui rend la fécondation externe. Les ceufs, en grand nombre (environ 500 000), donnent
naissance a deux stades larvaires successifs : la trochophore et la véligere, en l'espace d'une
journée. Apres 2 a 3 semaines, la véligére se fixe sur un substrat, subit une métamorphose pour

devenir une jeune moule, et atteint maturité en environ deux ans (Cahen, 2006). (Figure 8)
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Figure 9: Cycle biologique des moules (Jahangard et al. 2010 et Ventura et al. 2016).

9.6. Alimentation

La Mytilus galloprovincialis est une espéce microphage, ce qui veut dire qu'elle se nourrit de
toutes petites particules présentes dans I'eau de mer. Pour se nourrir, cette moule filtre lI'eau a
travers ses branchies, ou elle retient les particules alimentaires. Son régime alimentaire est
principalement composé d'algues microscopiques (phytoplancton), de bactéries et de débris

organiques (Bouchard, 2004).

En élevage des coquillages, une activité qui représente actuellement un quart de la production
aquacole mondiale, le processus commence des la phase larvaire des animaux, a partir des ceufs
fécondes jusqu'a leur fixation (Helm et al., 2006). Les géniteurs sont principalement sélectionnés
parmi les populations sauvages, qui démontrent une grande diversité génétique en raison d'un
polymorphisme robuste. En revanche, les moules domestiquées subissent des contraintes liées a
leur élevage (Lubet et Mathieu, 1999). Dans les écloseries, la nutrition des larves repose en
grande partie sur des algues unicellulaires cultivées, et un contréle thermique est mis en place

pour favoriser des pontes plus précoces (Lubet et Mathieu, 1999).
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9.7.Ecologie

- Habitat : la moule Mytilusgalloprovincialis est une espéce bivalve qui se fixe sur des
surfaces dures, notamment dans la zone intertidale et jusqu'a une profondeur d'environ 10
meétres. Elle a tendance a former des colonies denses pour mieux résister aux vagues, grace a
ses filaments de byssus extrémement solides. Selon Dupont (2019), cette espéce est capable
de supporter des variations importantes de salinité, allant de 4%o a 35%o, mais sa croissance
est optimale dans des eaux dont la salinité se situe entre 25%o et 35%o0 (Dupont, 2019).

- Adaptations aux marées : cette espece est spécifiquement adaptée aux changements des
conditions dans la zone intertidale, en particulier lorsqu'elle est exposée a l'air pendant les
marées basses. Son ancrage solide au substrat grace au byssus lui permet de faire face a de
fortes forces hydrodynamiques, tandis que le regroupement dense limite a la fois la
dessiccation et I'impact des vagues (Dupont & Durant, 2020).

- Mortaliteé et prédation : la mortalité de Mytilus galloprovincialis, est affectée par plusieurs
facteurs tels que la température, la salinité et la prédation. En effet, les recherches menées par
Dupont et ses colléegues en 2020 ont montré que des temperatures supérieures a 20 °C
peuvent entrainer une augmentation de la mortalité de ces organismes. De plus, les
prédateurs principaux des moules bleues sont les étoiles de mer et les crabes, qui contribuent
a limiter leur densité et leur distribution dans leur environnement.

Bien que les moules bleues aient une capacité de reproduction importante, leur survie a I'état
larvaire est souvent compromise en raison du risque élevé de prédation. Les études récentes
menées par Dupont et son équipe ont mis en evidence ce phénomene, soulignant les défis
auxquels ces organismes doivent faire face pour assurer leur survie et leur maintien dans leur

écosysteme (Dupont et al., 2020).

9.8. Importance écologique et économique

Mytilus galloprovincialis joue un role écologique crucial dans la clarification des eaux cotiéres et
la structuration des communautés benthiques. En filtrant des particules, elle contribue a la
régulation de la biomasse planctonique. Par ailleurs, elle sert de nourriture a de nombreux

prédateurs (poissons, oiseaux, étoiles de mer).

D’un point de vue économique, cette espece est exploitée en aquaculture dans de nombreux pays,
dont I’ Algérie, ou elle représente une source de protéines a bas cofit. Sa valeur marchande et son
role écologique expliquent I’intérét croissant porté a sa protection et a son utilisation dans les
programmes de surveillance environnementale (Gosling, E. 2015).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

1. Zone d’echantillonnage et origine des echantillons
Cette étude a porté sur des moules (Mytilus galloprovincialis) issues du marché local de la

Pécherie d’ Alger.

Cette approche a été privilégiée pour sa praticité et la disponibilité immédiate du matériel
biologique. Les moules, destinées a la consommation humaine, étaient déja triées et calibrées,

malgré le fait que leur historique environnemental précis demeure inconnu.

Diagramme illustrant la préparation et les procédures de I'analyse des moules

Préparation des échantillions

U

Nettoyage (382 moules)
élimination des épibiontes et
Byssus

%

3 plus gra_ndees moules Autres moules nettoyees
(Conaélation a -22 °C) (Conservation au réfrigérateur)

U !

Extraction de la glande
digestive /fraction S9

U

Dosage protéines
(Kjeldahl)

U

Activité catalase

Mesures biométriaues
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2. Préparation des échantillons

Dé¢s qu’elles ont été acquises, 382 moules ont été minutieusement lavés dans le laboratoire dans
le but d’en éliminer les salissures, les épibiontes et les byssus. Cette mesure a pour objectif
d’exclure a chaque fois un éventuel contaminant externe lors des analyses a venir. Ensuite, elles

ont été triées par taille.

Figure 10: des moules nettoyées.

3. Tri et conservation des echantillons

Parmi les moules nettoyeées, trois individus de grande taille ont été retenus plutard pour des
analyses biochimiques. Ces dernieres ont été congelées par la suite a —22°C pour maintenir
I’intégrité des tissus biologiques. Les autres moules ont été placées a 4°C au réfrigérateur afin

que les mesures biométriques puissent étre effectuées rapidement apres le nettoyage.

4. Mesures biometriques

Les mesures biométriques ont éte réalisees sur les moules conservées au réfrigérateur, en suivant

les différentes étapes de relevé suivantes :
Longueur (L) : distance maximale séparant le bord antérieur et le bord postérieur de la coquille.
Largeur (H) : distance maximale séparant la charniére dorsale et le bord ventral.

Epaisseur (E) : largeur maximale des deux valves réunies au niveau de leur convexité.

28



Chapitre II Matériel et Méthodes

Figure 11: mesure de la longueur (L)

Figure 12: mesure de la largeur (E)

LAY

Figure 13: mesure de I’epaisseur (H)
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Les mesures des dimensions significatives ont été prises au moyen d’un pied a coulisse manuelle

pour un meilleur niveau de précision.

Apres les mesures effectuées en longueur, les moules ont été soigneusement agouties afin
d’éliminer le maximum d’eau résiduelle, puis pesées au moyen d’une balance électronique de

précision
Poids total (Pt) : correspond a la moule entiere, sans eau intervalvaire.

Poids de la chair (Ph) : correspond au poids des tissus mous extraits apres décoquillage,
également égoulttés.

Figure 15: mesure du poids de la chair (Ph)

Les données biométriques (L, H, E, Pt et Ph) sont toutes enregistrées et organisées dans un

tableau Excel pour une analyse ultérieure (calcul de I’indice de condition, étude allométrique)
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5. Etude de la croissance

5.1. Distribution des fréquences de taille

Afin de constituer la distribution fréquentielle de la taille, les moules ont été regroupées par

classes de 7 mm permettant ainsi de comptabiliser le nombre d’individus par classe de taille.

5.2. Etude de la croissance relative

L’investigation approfondie de la croissance relative de Mytilus galloprovincialis a été menée
selon une méthode biométrique permettant d’établir une relation taille-poids pour cet animal,

modélisée par une loi d’allométrie simple de la forme : Y=aX+b

Ou:

Y: poids total de la moule

X: taille totale (longueur)
e a: ordonnée a I’origine

b: coefficient d’allométrie

Pour faciliter cette analyse, cette relation peut d’ailleurs étre log transformée de la maniére

suivante : LogY=loga+blogX
Ce qui permet une exploration plus aisée de la relation entre ces deux variables.

Le coefficient d’allométrie (b) et la constante (a) ont été définis a partir du trace de la courbe de

puissance, illustrant une relation mesurée par le coefficient de détermination R2.

e b =3:il y’aune isométrie, le poids croit proportionnellement au cube de la longueur
e b>3: ’allométrie est dite majorante, le poids croit plus vite que le cube de la longueur

e b<3:I’allométrie est dite minorante, le poids croit moins vite que le cube de la longueur

La croissance d’un paramétre étant alors proportionnellement inferieure ou supérieure a la

croissance du parametre de référence.

Le rapport des parametres "a" et "b" est déterminer par la régression linéaire, tandis que le degré
de corrélation entre les variables a été établi par le calcul du coefficient de détermination Rz
(Froese, R. 2006)
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6. Indice de condition

L’Indice de condition, cet indicateur biométrique destiné a évaluer I’état physiologique général
de bivalves, y compris Mytilus galloprovincialis, et défini comme le rapport entre la masse des
tissus mous et le volume ou la taille de la coquille, qui fournit une estimation de la condition
corporelle, de 1’état nutritionnel et de la condition de I’individu, est influencé par de nombreux
facteurs : la saison, la disponibilité alimentaire, le cycle reproductif ou encore les pressions
environnementales avec, entre autres, la pollution chimique (Amiard-Triquet et al., 2013).

En écotoxicologie, une diminution de I’indice de condition est généralement interprétée comme
un symptome de stress chronique, révélateur d’un état de déséquilibre métabolique ou d’un
ralentissement de la croissance face a I’exposition (ou non) a des contaminants. Son utilisation
avec les biomarqueurs biochimiques comme complément permet ainsi de disposer d’un outil
simple, fiable et non-destructif pour évaluer le niveau de perturbation environnementale des

organismes marins (Bayne et al., 1979).

IC = (Poids des tissus mous sans I’eau palléale / Poids total) x 100

En toute rigueur, cet indicateur est juge fiable pour caractériser le statut physiologique des
bivalves (Bodoy et al., 1986) mais est tout particulierement adapté aux échantillons conservés
dans un état humide, essentiel pour les analyses chimiques et biochimiques a effectuer par la
suite (Amiard et al., 2004).

7. Etude de P’activite catalase

Les analyses ont été réalisées a partir d’un seul spécimen de Mytilus galloprovincialis. Les

étapes de la démarche expérimentale ont été les suivantes :

1. Prélevement de la glande digestive, organe cible pour les analyses biochimiques

2. Extraction de la fraction S9 a partir du tissu prélevé

3. Détermination de la concentration totale en protéines

4. Mesure de I’activité enzymatique de la catalase, utilisée comme biomarqueur du stress

oxydant
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7.1.Preparation de la fraction S9

1. Apres avoir décongelé la moule, des dissections ont été méticuleusement effectuées pour
déterminer I’emplacement de la glande digestive, laquelle a ensuite été isolée avec précaution
afin d’étre pesée ;

2. Un échantillon de glande digestive pesant 1,049 a été prélevé puis ajouté a 10mL de solution
tampon phosphate (pH 7,4) ;

3. Aprés avoir été d’abord écrasé manuellement avec un mortier pour garantir la dissociation
complete du tissu, I’échantillon a été ensuite homogeénéis¢ a 1’aide d’un broyeur afin
d’obtenir ’homogénat d’une consistance convenable ;

4. L’homogénat obtenu a été centrifugé a 9000 tr/min pendant 20 min a 4°C ;

5. Le surnageant ou se trouve la fraction S9 a été soigneusement isolé. Cette fraction, qui
comprend principalement le cytosol, le réticulum endoplasmique, I’appareil de Golgi et les
proteines cytosoliques, est utilisée pour le dosage des protéines totales et la détermination de
’activité enzymatique de la catalase ;

6. Le surnageant obtenu aprés centrifugation a été transféré dans des tubes eppendorf stériles,

puis stocké a —20°C jusqu’a la réalisation des analyses biochimiques.

Figure 16: preparation de la fraction S9

7.1.1. Preparation de la solution tampon phosphate (ph 7.4)

1. Peser 9,089 de dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO.) et les dissoudre dans 39ml
d’eau distillée ;

2. Peser 9,479 de phosphate disodique (Na2HPOa4) et les dissoudre séparément dans 161ml
d’eau distillée ;

3. Mélanger les deux solutions obtenues sous agitation jusqu’a dissolution compléte ;
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4. Vérifier le pH de la solution finale a ’aide d’un pH-métre et ajuster si nécessaire a pH 7,4 ;

5. Conserver la solution tampon a température ambiante ou a 4°C.

8. Dosage des proteines totales par la methode de kjeldahl

La technique de Kjeldahl correspond a une méthode classique pour évaluer la quantité d’azote
organique total dans un échantillon biologique de type organique. Elle sollicite une succession
d’étapes allant de la minéralisation du matériau organique par voie acide, la distillation de
I’ammoniac ainsi dégagé apres neutralisation et son évaluation par titrage. L’azote obtenu est
alors transformé en protéines totales a ’aide d’un facteur standard de conversion (en général
6.25). (AOAC, 2000)

Cette méthode est mise a profit dans cette étude pour mesurer la concentration en protéines de la
glande digestive de Mytilusgalloprovincialis. Cette concentration va permettre de normaliser
I’activité enzymatique de la catalase (CAT) et d’assurer, donc, la cohérence et la standardisation

dans la présentation des résultats d’enzyme. (AOAC, 2000)

Il est unanimement reconnu que cette méthode est fiable dans le contexte des analyses des tissus
biologiques (AOAC, 2000).

Le dosage des protéines a été réalisé selon la méthode de Kjeldahl, adaptée a un échantillon
liquide. Cette méthode repose sur la détermination de I’azote total, converti ensuite en protéines,

conformément aux recommandations de I’AFNOR (1985).

8.1. Mineralisation

1. Un volume de 4,5 ml d’homogénat de glande digestive a été introduit dans un matras de
250mL.

2. Ony a ajouté environ 2g de catalyseur (mélange de 25 g de K2SOa et 5g de CuSOs) ainsi que
20mL d’acide sulfurique concentré (H2SOs).

3. Le mélange a été chauffé jusqu’a obtention d’un liquide limpide et stable, indiquant la

conversion compléte de I’azote organique en ions ammonium (NHa4").
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Figure 17: minéralisation

8.2. Distillation

1. Aprés refroidissement, le contenu a été transféré dans un appareil de distillation (type Buchi).

2. Ony aajouté 50 mL de soude concentrée (NaOH, d = 1,33) pour libérer ’lammoniac, lequel
a été capté dans 20 mL d’acide borique contenant un mélange indicateur coloré (rouge de
méthyle et vert de bromocrésol).

3. Ladistillation a été poursuivie jusqu’a I’obtention d’un volume de distillat de 100 mL.

Figure 18: distillation
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8.3. Titrage

Le distillat a été titré par retour a 1’aide de ’acide sulfurique N/20, jusqu’au changement de
couleur de I’indicateur signalant la fin de la réaction.
La teneur en azote a été calculée a partir du volume d’acide utilisé, puis convertie en teneur en

protéines en utilisant le facteur de conversion 6,25, adapté aux tissus biologiques.
Imld’ H.SOs IN ———  0,014g d’Azote

Imld’ H.SOs N/20 —  0,0007g d’Azote

N=V1x 0,0007 x (100/Y) x (250/Vo)

* V1: Descente de burette (ml) : (volume de I’acide sulférique N/20)
* Y : poids de I’échantillon de départ

* Vo : Volume de la prise d’essai

Teneur en proteines (%)= Nx6,25

9. Dosage de P’activite catalase

Les catalases sont des enzymes essentielles qui jouent un r6le important dans la défense
cellulaire contre le stress oxydatif. Elles aident a ¢éliminer les especes réactives de 1’oxygéne,
souvent appelées ERO, en catalysant la réaction de dismutation du peroxyde d’hydrogene
(H202). Ce composé est toxique pour la cellule, mais la catalase le convertit rapidement en eau
(H20) et en dioxygene (O2), ce qui réduit la charge d’oxydation a I’intéricur de la cellule. La
méthode pour mesurer I’activité catalasique, décrite par (Clair borne en 1985), repose sur le suivi

de la dégradation du peroxyde d’hydrogene grace a cette réaction : (Clairborne.A.1985)

CATALASE
2H202 2H20 + Oz
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Suivie de ’activité enzymatique :

Dans les cuves en quartz, on introduit dans 1’ordre :

cuvel [Blanc - 800ul de tampon (100mM, pH7.4)

- 200pl H202

- Lire la DO a 240 nm et remettre le systéme du
spectrophotométre a zéro.

cuve 2 | Essai - 750ul de tampon (100mM, pH7.4)
- 200ul H202+ -50pl1 S9
- LirelaDO a 0S, 30S, 60S, 90S, 120s, 150S, 180S.

On suit la diminution de la densité optique par spectrophotometre a une longueur d’onde 240

nm.
Détermination de P’activité CAT :

L’activité spécifique de la catalase est exprimée en pmole.min-1.mg-1 de protéines et est

détermine a 1’aide de la formule suivante :

Activité CAT (nmole.min-1.mg-1) = (A DO/ mnx1000) / (ExV*P)

A DO/ min = DO a T0s -DO aT60s

* V:volume de I’échantillon en ml
« P :mg de protéines par ml de la fraction a doser

» & coefficient d’extinction molaire de peroxyde d’hydrogeéne 0.04 M.cm-1
Eau oxygénée 100Mm

300ul de H202 a 10 volumes concentré + 9700 pl de H20
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CHAPITRE Ill. RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Etude de croissance

1.1. Distribution de fréquence de taille

effectifs

20 —_—

— 11

20-27 27-34 34-41 = 55-62 62-69 69-76 76-83

Figure 19: Histogramme de distribution des frequences de tailles de Mytilus
galloprovincialis (moule du marché)

» La majorité des moules se trouve dans les classes 48-55 et 55-62, ce qui indique que la
plupart des individus proposés a la vente ont une taille conforme aux standards
commerciaux (entre 45mm et 70mm) et dépassent largement la taille minimale
réglementaire de 40 mm. (Commission européenne, 1996).

» Les moules de taille inférieure a 40mm sont peu nombreuses, ce qui témoigne d’un bon
respect de la réglementation visant a protéger la ressource et garantir la qualité des
produits.

» Les moules de taille supérieure a 62 mm sont présentes mais en proportion plus faible, ce
qui est habituel puisque les calibres plus gros sont souvent moins fréquents sur le marché

en raison des cycles de croissance et de la demande.

Cette distribution traduit un calibrage adapté des moules commercialisées, respectant a la fois les
exigences réglementaires et les attentes des consommateurs. La prédominance des tailles entre

48 et 62 mm est un indicateur positif de qualité et de durabilité de la ressource.
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1.2. Etude de croissance relative

Sériel Linéaire (Série1l)

Figure 20: Regression entre la taille et le poids total chez la moule Mytilus
galloprovincialis (moules du marché)

Le coefficient de détermination R? de 72.5% montre qu’une grande partie de la variation du
poids des moules est expliquée par leur taille, indiquant une relation positive significative entre
ces deux variables. Le coefficient “b” estimé a environ 2,017, révéle une croissance
allométriqgueminorante, ce qui signifie que le poids augmente moins rapidement que la taille.
Autrement dit, a mesure que les moules grandissent en longueur, leur prise de poids est
proportionnellement moindre, ce qui peut refléter des adaptations biologiques spécifiques ou des
conditions environnementales. Cette allométrieminorante a des implications importantes,
notamment sur 1’évaluation commerciale des moules, car les individus plus grands ne sont pas

nécessairement proportionnellement plus lourds.(Pechenik, 2015 ; Seed&Suchanek, 1992).

2. Indice de condition

Selon Ifremer, le taux de remplissage, exprimé en pourcentage de chair, est utilisé pour classer
les lots de moules destinées a la consommation en quatre catégories :

» Catégorie 1: 1>22%

» Catégorie 2: 22% >1>20%
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» Catégorie 3: 20% > 1> 18%
> Catégorie 4: 1 < 18%

Ce classement permet d’évaluer la qualité marchande des moules en fonction de leur taux de
chair, un critére important pour la certification de conformité produit dans I’¢levage des moules

de bouchot (Besse, T., &Mazuri¢, J. 2003)

59.16%

30.89%

20-22% 18-20% <18%

Figure 21: Histogramme des pourcentages des categories de I'indice de condition du lot
de la moule Mytilus galloprovincialis (moule du marche)

L’analyse de I’indice de condition des moules provenant du marché montre une repartition
hétérogene entre les différentes classes de taux de remplissage. Il en ressort que la majorité des
individus (59,16 %) possedent un indice de condition supérieur ou égal a 22 %, témoignant d’un
bon état physiologique et nutritionnel. Cette proportion eélevée indique une population
globalement saine, probablement issue d’un environnement favorable, avec une alimentation
adéquate et une faible exposition au stress. En revanche, une part non négligeable de moules
(30,89 %) présente un indice inférieur a 18 %, traduisant un état de santé déficient. Ces individus
pourraient étre affectés par des facteurs environnementaux défavorables, des carences
nutritionnelles ou un stress physiologique. Les catégories intermédiaires (20-22 % et 18-20 %)
ne regroupent qu’une faible proportion des individus (respectivement 5,24 % et 4,71 %), ce qui
souligne un écart marqué entre les moules en trés bonne condition et celles en mauvaise
condition. Cette distribution hétérogene met en évidence une variabilité au sein du lot, méritant

une attention particuliére quant aux causes possibles de cette disparité.

42



Chapitre TII Résultats et discussions

En comparaison, les moules issues de la station d’élevage de Kouali présentaient un profil trés
homogene, avec 92,2 % des individus dans la catégorie 1 (>22 %) (Figure 1l1-4). Cette forte
proportion témoigne d’une excellente qualité du lot, attribuée a I’absence de stress li¢ a
I’élevage, a une gestion maitrisée des conditions environnementales et a une récolte bien
programmée durant la période optimale de croissance (Mazurié et Besse, 2003 ; Peharda et al.,

2007).

Figure 22: Histogramme des pourcentages des categories de I'indice de condition du lot
de la moule Mytilus galloprovincialis (Latreche, H 2020)

En revanche, les moules issues du marché peuvent étre confrontées a plusieurs contraintes post-
récolte qui expliquent la présence d’individus dans les catégories inférieures (notamment la

catégorie 4), notamment :

» Des conditions de transport et de stockage inadaptées, susceptibles d’entrainer une perte

d’cau et une dégradation des tissus mous.

» Une origine inconnue ou variée des lots, avec des moules pouvant provenir de différentes
zones de collecte, voire de moules sauvages soumises a des stress environnementaux

(fluctuations de température, salinité, disponibilité de la nourriture).

» Un délai prolongé entre la récolte et la mise en marché, favorisant la perte de poids et

’altération de la qualité.
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D’un point de vue physiologique, la faible proportion d’individus dans les catégories moyennes
(20-22 % et 18-20 %) suggére une polarisation entre des individus en bon état et d’autres en état
dégradé, sans grande transition. Cela pourrait étre di a une mauvaise homogénéité du lot, ce qui

n’est pas le cas en élevage controlé ou les conditions sont standardisées.

Selon Schneider (1992) et Pantea et al. (2020), I’indice de condition est étroitement li¢ a la
température, a la salinité et a la nutrition, autant de facteurs instables dans un environnement
naturel ou non maitrisé. Ainsi, les moules du marché, bien que partiellement en bon état,
montrent une variabilité de qualité qui traduit une moindre maitrise des conditions de production

et de distribution, contrairement a celles issues d’un élevage encadré.

3. Biomarqueur du stress oxydatifs

3.1.Dosage des protéines (kjedhal)

3.1.1. Minéralisation

THAN AN AP ST s SRS B 4 - AR w5 A RS

‘ InKjel M

Figure 23: virement de couleur en vert transparent dans la partie mineralisation.

> Observation dans I’échantillon : le mélange a initialement pris une couleur verte, typique
de la présence du catalyseur. Cette couleur verte indique que la digestion était en cours.
Aprés chauffage prolongé, la solution est devenue claire et transparente, ce qui confirme une

digestion complete de la matiére organique.
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> Observation dans le blanc : (acide + catalyseur uniquement) : une coloration verte légére a
également été observée au début, due uniquement au catalyseur. A la fin de la minéralisation,

la solution est devenue claire, confirmant 1’absence de matiére organique.

» Conclusion : La digestion s’est bien déroulée dans les deux cas. Le passage du vert au
transparent est le signe que tout ’azote organique présent dans I’échantillon a été converti en

forme ammoniacale (NHa4"), préte a étre distillée

3.1.2. Distillation

Figure 24: changement de couleur au niveau de la distillation

» Observation dans le blanc : aucune variation de couleur n’a été observée, ce qui
confirme l'absence d’azote ammoniacal dans le blanc. Il n’y a donc pas de contamination

ni d’interférence.

> Observation dans I’échantillon: le récepteur a d’abord présenté une teinte rouge, puis a
viré au bleu. Ce changement de couleur du réactif de piégeage indique la présence
d’ammoniac distillé a partir de 1’échantillon, donc la présence d’azote organique dans

I’échantillon initial.

» Conclusion: la distillation a permis de libérer et capter I’ammoniac, preuve que

I’échantillon contenait de 1’azote d’origine organique.
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3.1.3. Titrage

e Volume équivalent (Ve) = 0,04 ml
e Azote total calculé = 0,07 mg
e Protéines totales = 0,07 x 6,25 = 0,4375 mg

» Conclusion : Le faible volume de soude nécessaire au titrage (0,04 mL) correspond a
une faible teneur en azote dans I’échantillon, ce qui donne, aprés conversion, une teneur
en protéines de 0,4375 mg. Ce résultat peut étre influencé par la nature de I’échantillon,

son origine (moules du marché), ou une faible quantité de matiére analysée.

4. Dosage de I'activite catalase

Table 4: Resultats du suivi de 1’activite cat en presence du peroxyde d’hydrogene
(H202) durant 3 min.

Temps(s) | TO T30 T60 T90 T120 T150 T180

Do (nm) 0,011 0,022 0,006 0,009 0,017 0,009 0,013

Activité catalase (hmole.min-1.mg-1) = (A DO/ mn x 1000) / (ExVxP)
A DO/ min=D0O aT0s - DO aT60s =0,011- 0,006 = 0,005
Activité catalase (hmole.min-1.mg-1) = 0,28 nmole.min-1.mg-1

L’¢évaluation de la qualité du milieu aquatique peut se faire a 1’aide de plusieurs biomarqueurs
écotoxicologiques. Dans notre étude, nous avons choisi de nous focaliser uniqguement sur un
biomarqueur : le stress oxydatif, mesuré a travers ’activité¢ de la catalase (CAT) chez la moule
Mytilus galloprovincialis. Cette espece est particulierement adaptée aux études
écotoxicologiques en raison de sa forte capacité a bioaccumuler les métaux lourds, qui sont
reconnus comme inducteurs de stress oxydatif (Dellali et al., 2004). Elle peut en outre moduler

sa réponse antioxydante face a la pollution (Aloisio Torres et al., 2002).
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Dans notre étude, ’analyse de I’activité de la catalase (CAT) dans la fraction S9 de la glande
digestive de Mytilusgalloprovincialis a révélé une valeur trés faible (0,28 nmol/min/mg de
protéines), ce qui traduit une réponse antioxydante limitée. Ce résultat contraste nettement avec
les données rapportées dans d'autres travaux. Par exemple, Regoli et Orlando (1998) ont observé
une activitt CAT nettement plus élevée dans les glandes digestives et les branchies de
Mytilusgalloprovincialisprélevées en zones portuaires polluées. De méme, Attig et al. (2010) ont
rapporté une induction significative de la CAT chez cette méme espéce, exposee
expérimentalement au nickel, mettant en évidence sa sensibilité au stress métallique. Par ailleurs,
Khessiba et al. (2005) ont montré que l’exposition combinée au lindane et a des facteurs
abiotiques (température et salinité) entrainait une forte augmentation de I’activité CAT,
confirmant que cette enzyme constitue un bon indicateur du stress oxydatif en conditions

environnementales complexes. (Table 5)

Table 5: Comparaison de la valeur de l'activite CAT chez Mytilus galloprovincialis
dans differentes conditions experimentales et environnementales.

Etude Conditions d’exposition Activité CAT (umol/min/mg
protéines)
Notre étude (2025) Moules  élevées  (origine | 2,8x10-*

marche), littoral algérien

Regoli& Orlando (1998) | Moules  sauvages, zone | ~150

portuaire polluée (Italie)

Attig et al. (2014) Exposition expérimentale au | 50-120
nickel (2,5-13 pM)

Khessiba et al. (2005) Exposition au lindane + | 80-200

stress thermique/salinité

La catalase est une enzyme clé impliquée dans la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H202),

un composé réactif produit en réponse a divers agents polluants.
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Une activité aussi réduite (0,28 nmol/min/mg de protéines) indique que les moules n’ont
probablement pas été exposées a des niveaux significatifs de stress environnemental (Kourdali et
al., 2020).

Dans la littérature, une augmentation marquée de Iactivité CAT est généralement rapportée en
conditions de pollution ou d’exposition a des métaux lourds, comme le montrent les travaux de

Regoli& Orlando (1998), Attig et al. (2010) et Khessiba et al. (2005).

Par contraste, notre résultat suggeére que les moules étudiées proviennent d’un environnement
aquatique relativement sain, avec une charge polluante faible, ce qui pourrait également favoriser

une meilleure nutrition et une stabilité physiologique.

Par ailleurs, I’échantillonnage ayant eu lieu en avril, période de transition entre I’hiver et les pics
d’activités touristiques ou industrielles estivales, il est possible que la pression anthropique sur le
milieu marin ait été encore modérée. Cela pourrait expliquer 1’absence d’activation marquée du
systéeme antioxydant chez les moules. Néanmoins, il est important de souligner que ce résultat
reste ponctuel et pourrait ne pas refléter 1’état général du milieu a d’autres périodes de ’année.
Une approche saisonniére ou annuelle serait nécessaire pour évaluer plus finement la variabilité

de l’activité CAT et son lien avec les conditions environnementales.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’analyse écotoxicologique menée sur Mytilus galloprovincialis issu du marché algérien a
permis de mettre en évidence plusieurs éléments révélateurs de la qualité environnementale et de

I’état physiologique des individus.

Les résultats biométriques indiquent que la majorité des moules respecte les normes
commerciales (classe 50-60 mm), ce qui témoigne d’un certain respect des critéres de taille
minimale de récolte. Toutefois, I’indice de condition a montré une hétérogénéité au sein du lot,
avec une proportion notable d’individus présentant un état de chair faible, traduisant une

possiblilité d’une dégradation post-capture.

Par ailleurs, I’activité catalase (CAT), un biomarqueur majeur du stress oxydatif, présente une
valeur tres basse (0,28 nmole.min'.mg™), bien inférieure aux niveaux attendus en cas
d’exposition a des stress environnementaux. Ces résultats peuvent traduire soit une faible
exposition aux polluants oxydants, soit une altération des tissus due a un long délai entre la

récolte et I’analyse, ou encore a des conditions de stockage inadaptées.

En I’absence de tragabilité précise des moules issues du marché, I’interprétation des résultats
reste limitée. Cette variabilité qualitative suggere une origine multiple des échantillons, avec une

exposition differenciée a divers facteurs environnementaux
Perspectives

» Renforcement de la tracabilité des moules commercialisées: Il est indispensable que
les pécheurs et distributeurs puissent garantir I’origine géographique et environnementale
des lots, afin de limiter la variabilité et de mieux interpréter les résultats
écotoxicologiques.

» Mise en place de contrbles sanitaires et biochimiques préalables a la vente : La
détection d’individus en mauvais état physiologique et de faibles teneurs protéiques
suggere la nécessité de soumettre les moules a des analyses de routine avant leur
exposition au marché, pour assurer la seécurit¢é du consommateur et la qualité
nutritionnelle des produits.

» Sensibilisation des pécheurs a la qualité des zones de préléevement : Ces derniers

devraient étre informés de I’importance d’éviter les zones polluées ou non surveillées, car
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elles peuvent affecter directement la physiologie des organismes et nuire a leur valeur
commerciale.

Perspectives de biosurveillance environnementale : L’utilisation de Mytilus
galloprovincialis comme bioindicateur reste pertinente. Cependant, pour affiner les
diagnostics écotoxicologiques, il serait opportun d’inclure d’autres biomarqueurs
(neurotoxicité, génotoxicité) et de travailler avec des échantillons d’origine connue

(zones littorales suivies, élevages controlés).
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ANNEXES
ECH | longeur | largeur | Epaisseur | Poids T Poids de la IC LoG LT | Log PT
chair
1 68 31 28 14.7 3.8 25.85 |1.83 1.17
2 67 35 21 13.4 5 37.31 |1.83 1.13
3 68 36 22 14.8 5.1 34.46 | 1.83 1.17
4 81 43 28 25.3 7.9 31.23 | 191 1.40
5 61 30 23 12.2 4 32.79 | 1.79 1.09
6 74 39 35 20.7 7 33.82 |1.87 1.32
7 73 40 26 19.5 5 25.64 | 1.86 1.29
8 62 34 23 13.1 4.3 32.82 | 1.79 1.12
9 58 38 22 8.4 2.7 32.14 | 1.76 0.92
10 65 32 24 9.7 2.2 2268 | 181 0.99
11 36 20 13 3.5 0.2 5.71 1.56 0.54
12 61 31 23 9.8 3.3 33.67 | 1.79 0.99
13 76 37 24 7.1 4.8 67.61 |1.88 0.85
14 59 32 19 10 3.2 32.00 |1.77 1.00
15 55 28 22 9.5 3 31.58 |1.74 0.98
16 55 30 20 7.6 2.2 2895 | 1.74 0.88
17 63 33 24 11 3.6 32.73 | 1.80 1.04
18 63 34 23 15.4 5.2 33.77 | 1.80 1.19
19 61 34 20 9.8 4.1 41.84 | 1.79 0.99
20 41 22 15 3.6 1 27.78 | 161 0.56
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21 62 31 24 11.1 3.3 29.73 | 1.79 1.05
22 60 31 22 10.9 2.6 23.85 | 1.78 1.04
23 75 35 28 19.6 6.7 34.18 | 1.88 1.29
24 57 30 20 8.9 3 33.71 | 1.76 0.95
25 65 32 18 14.3 4.9 3427 | 181 1.16
26 59 32 21 21.3 4.4 20.66 | 1.77 1.33
27 75 38 27 17.9 6 3352 |1.88 1.25
28 67 37 24 15.2 3.9 25.66 | 1.83 1.18
29 60 30 20 10 3 30.00 |1.78 1.00
30 68 37 26 12.6 4.2 3333 |1.83 1.10
31 53 32 17 8.1 2.5 30.86 |1.72 0.91
32 55 29 19 10.3 2.5 2427 | 1.74 1.01
33 65 33 21 12 3.9 3250 | 181 1.08
34 67 33 21 15.7 5 31.85 | 1.83 1.20
35 54 28 17 6.4 2.1 3281 | 1.73 0.81
36 63 40 23 131 4.8 36.64 | 1.80 1.12
37 62 28 22 10 3.3 33.00 |1.79 1.00
38 66 31 31 9.9 3.4 3434 |1.82 1.00
39 65 33 22 12.3 3.5 28.46 | 181 1.09
40 64 36 22 13.9 4.7 33.81 | 181 1.14
41 69 38 22 19.7 6.8 3452 | 184 1.29
42 66 31 23 10.1 3 29.70 |1.82 1.00
43 66 33 20 12.5 3.6 28.80 |1.82 1.10
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44 61 31 21 8.1 2.7 3333 | 1.79 0.91
45 59 27 24 9.5 1.9 20.00 |1.77 0.98
46 41 23 11 4.8 1 20.83 | 1.61 0.68
47 67 33 27 11.1 3.5 31.53 |1.83 1.05
48 64 32 20 12 4.4 36.67 | 1.81 1.08
49 62 33 21 11 3.8 3455 | 1.79 1.04
50 61 31 18 12 3.1 2583 | 1.79 1.08
51 60 31 21 11.8 5 42.37 | 1.78 1.07
52 61 31 18 11 3.5 31.82 | 1.79 1.04
53 65 32 26 11.7 4.6 39.32 | 181 1.07
54 62 31 19 10.8 3.9 36.11 | 1.79 1.03
55 70 34 23 12.5 3.7 29.60 |1.85 1.10
56 67 36 23 12.2 3.7 30.33 | 1.83 1.09
57 68 35 20 13.2 4.4 33.33 | 1.83 1.12
58 61 31 24 12.6 4.4 3492 | 1.79 1.10
59 62 35 18 7.9 2.5 31.65 | 1.79 0.90
60 57 29 22 12.1 2.9 23.97 | 1.76 1.08
61 61 30 20 12 2.6 21.67 | 1.79 1.08
62 64 31 26 10.8 3.8 3519 | 181 1.03
63 65 32 21 9.5 3.7 3895 | 181 0.98
64 61 33 21 11.9 3.9 32.77 | 1.79 1.08
65 61 30 20 10.6 3.5 33.02 | 1.79 1.03
66 65 36 22 24.3 9.2 37.86 | 181 1.39
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67 52 26 20 7.4 1.9 25.68 | 1.72 0.87
68 57 27 23 8 2.7 33.75 | 1.76 0.90
69 51 23 19 4.5 1.4 3111 | 171 0.65
70 71 40 24 13.2 4.7 35.61 |1.85 1.12
71 65 39 24 12.4 4.6 37.10 | 181 1.09
72 70 35 22 9.4 3.2 34.04 |1.85 0.97
73 41 23 13 3.4 1 2941 | 161 0.53
74 73 39 24 14.5 5 3448 | 1.86 1.16
75 58 28 20 6.8 2.6 38.24 | 1.76 0.83
76 61 30 23 12.3 4.3 3496 |1.79 1.09
77 51 27 23 6.3 1.4 2222 | 171 0.80
78 54 31 20 7.5 2.8 37.33 | 1.73 0.88
79 56 31 24 8.5 2.7 31.76 | 1.75 0.93
80 58 30 22 8.1 2.5 30.86 | 1.76 0.91
81 64 32 24 114 4 35.09 | 181 1.06
82 66 37 23 13.6 4.5 33.09 |1.82 1.13
83 74 39 28 17.1 5.1 29.82 | 1.87 1.23
84 64 33 24 11.6 3.7 3190 | 181 1.06
85 66 36 24 14.2 4.4 30.99 |1.82 1.15
86 59 30 25 114 3.4 29.82 | 177 1.06
87 65 33 23 115 3.6 31.30 | 181 1.06
88 52 27 20 7.4 2.1 28.38 | 1.72 0.87
89 55 35 25 12.3 4.1 3333 | 1.74 1.09
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90 66 31 24 12.9 4.2 3256 |1.82 1.11
91 57 30 23 9.9 3.3 33.33 | 1.76 1.00
92 65 31 25 18.9 5.1 26.98 | 181 1.28
93 66 38 23 12.9 4.7 36.43 |1.82 1.11
94 56 30 22 9.6 3 31.25 | 1.75 0.98
95 54 28 20 16.4 2.1 12.80 | 1.73 1.21
96 52 28 17 16.2 2.2 1358 |1.72 1.21
97 63 35 26 16.2 4.7 29.01 |1.80 1.21
98 59 27 22 8.1 2.6 3210 | 1.77 0.91
99 63 33 21 13.7 4.4 3212 |1.80 1.14
100 55 31 17 8.8 2.7 30.68 |1.74 0.94
101 71 36 29 14.9 4.8 3221 | 1.85 1.17
102 62 33 23 12.2 4.4 36.07 | 1.79 1.09
103 55 29 22 1.2 1.9 26.39 |1.74 0.86
104 62 27 23 6.6 2 30.30 | 1.79 0.82
105 37 19 13 3.3 1 30.30 | 1.57 0.52
106 32 18 12 2.7 0.5 1852 |1.51 0.43
107 36 223 14 2.9 0.8 27.59 | 1.56 0.46
108 34 21 13 2.7 0.8 29.63 | 1.53 0.43
109 43 23 15 4.7 1.1 23.40 |1.63 0.67
110 45 26 17 5.7 1.9 33.33 | 1.65 0.76
111 33 18 14 2.7 0.6 22.22 | 1.52 0.43
112 28 15 10 1.9 0.5 26.32 | 1.45 0.28




Annexes

113 51 28 20 10.8 2.4 2222 | 1.71 1.03
114 49 23 18 5.8 1.5 25.86 | 1.69 0.76
115 64 35 22 12.9 4 31.01 |181 1.11
116 61 31 22 12.2 4 32.79 | 1.79 1.09
117 59 29 29 8.7 3.1 35.63 | 1.77 0.94
118 56 26 20 16 2.4 15.00 |1.75 1.20
119 68 35 24 13 4.5 34.62 |1.83 1.11
120 63 32 22 11.6 4.7 40.52 |1.80 1.06
121 63 35 21 14.7 3.7 25.17 |1.80 1.17
122 65 32 22 9.9 3.6 36.36 | 1.81 1.00
123 59 31 20 114 3.6 3158 | 1.77 1.06
124 33 28 11 2.7 0.5 1852 | 1.52 0.43
125 48 26 15 5.7 1.7 29.82 | 1.68 0.76
126 69 35 23 145 4.7 3241 | 1.84 1.16
127 44 23 15 5.5 0.8 1455 |1.64 0.74
128 57 29 21 8.6 3 34.88 | 1.76 0.93
129 62 30 22 13.4 3.3 2463 | 1.79 1.13
130 49 25 20 6.1 2.1 34.43 | 1.69 0.79
131 67 38 24 13.9 4.2 30.22 | 1.83 1.14
132 65 33 21 11.8 4.1 3475 | 181 1.07
133 61 30 23 11.8 3.5 29.66 |1.79 1.07
134 54 30 23 8.6 1.8 20.93 | 1.73 0.93
135 79 31 36 13.4 3.6 26.87 | 1.90 1.13
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136 63 35 23 12.6 3.5 27.78 | 1.80 1.10
137 45 22 18 4.7 0.4 8.51 1.65 0.67
138 58 32 22 9.7 2.6 26.80 | 1.76 0.99
139 49 26 16 6.1 1.8 29.51 | 1.69 0.79
140 70 39 27 16.4 4.6 28.05 |1.85 1.21
141 54 29 21 9.4 2.7 28.72 | 1.73 0.97
142 67 33 25 16.4 4.1 25.00 |1.83 1.21
143 33 20 11 2.3 0.3 13.04 | 1.52 0.36
144 60 33 22 115 3.5 3043 |1.78 1.06
145 60 32 20 11 3.2 29.09 |1.78 1.04
146 39 20 17 4 1.2 30.00 |1.59 0.60
147 67 36 26 12.2 3.3 27.05 |1.83 1.09
148 20 12 6 0.5 0.1 20.00 |1.30 -0.30
149 42 22 17 4.2 0.9 21.43 | 1.62 0.62
150 31 16 10 1.2 0.1 8.33 1.49 0.08
151 36 18 16 3.4 1.9 55.88 | 1.56 0.53
152 58 30 24 1.2 2.8 38.89 | 1.76 0.86
153 61 31 23 8.9 2 22.47 | 1.79 0.95
154 52 27 21 8.6 2.2 2558 |1.72 0.93
155 36 20 18 2.2 0.2 9.09 1.56 0.34
156 31 17 11 1.6 0.2 1250 |1.49 0.20
157 27 14 12 1.6 0.1 6.25 1.43 0.20
158 55 28 22 8.7 2.2 2529 |1.74 0.94
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159 58 29 25 7.7 2 2597 | 1.76 0.89
160 41 23 16 4.3 0.9 20.93 |1.61 0.63
161 62 30 21 10.7 3.2 2991 | 1.79 1.03
162 59 31 22 11.3 3.8 33.63 | 1.77 1.05
163 31 15 11 1.6 2 125.00 | 1.49 0.20
164 28 14 11 1.8 0.4 22.22 | 145 0.26
165 53 28 21 8 2 25.00 |1.72 0.90
166 32 19 11 2.1 0.4 19.05 |1.51 0.32
167 53 27 18 5.7 1 1754 | 1.72 0.76
168 56 30 29 8.8 2.1 23.86 | 1.75 0.94
169 57 31 20 9.2 2.5 27.17 | 1.76 0.96
170 53 26 20 7.7 2.6 33.77 | 1.72 0.89
171 49 29 18 4.9 1.2 24.49 | 1.69 0.69
172 48 27 15 4.9 1.2 24.49 | 1.68 0.69
173 57 31 17 9.9 2.4 24.24 | 1.76 1.00
174 54 27 20 6.5 1.8 27.69 |1.73 0.81
175 64 31 23 10.6 2.5 2358 |1381 1.03
176 63 31 26 14.2 2.8 19.72 | 1.80 1.15
177 33 16 12 2.1 0.3 1429 | 1.52 0.32
178 52 29 17 6.6 2.1 31.82 | 1.72 0.82
179 69 37 28 12.3 3.3 26.83 | 1.84 1.09
180 35 19 13 3 0.6 20.00 |1.54 0.48
181 48 23 16 4.8 2.3 4792 |1.68 0.68
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182 58 31 19 11 3.8 3455 | 1.76 1.04
183 49 25 19 6.6 1.5 22.73 | 1.69 0.82
184 60 30 24 10.1 2.6 25.74 | 1.78 1.00
185 52 27 17 12.1 2.1 17.36 | 1.72 1.08
186 50 27 17 7.8 2 25.64 | 1.70 0.89
187 59 29 21 9.5 3.4 35.79 | 1.77 0.98
188 56 27 20 11.6 3.1 26.72 | 1.75 1.06
189 39 22 12 3.6 0.9 25.00 |1.59 0.56
190 64 29 24 12 4.2 35.00 |1.81 1.08
191 52 26 18 6.7 1.9 28.36 | 1.72 0.83
192 65 35 22 11.8 3.9 33.05 |181 1.07
193 57 32 22 8.7 2.4 27.59 |1.76 0.94
194 47 23 17 4.2 1 23.81 |1.67 0.62
195 58 27 22 1.2 1.7 23.61 |1.76 0.86
196 50 27 19 7 1.5 21.43 | 1.70 0.85
197 55 28 24 9.2 3.2 3478 | 1.74 0.96
198 54 31 20 8.5 2.6 30.59 | 1.73 0.93
199 48 23 17 3.8 0.9 23.68 | 1.68 0.58
200 66 31 26 12.1 3.8 31.40 |1.82 1.08
201 42 26 15 5.1 1.3 25.49 |1.62 0.71
202 58 27 22 7.4 2 27.03 |1.76 0.87
203 28 16 11 2.1 0.5 23.81 | 145 0.32
204 47 22 17 4 1 25.00 |1.67 0.60
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205 59 31 25 9.6 3.4 3542 | 1.77 0.98
206 26 14 10 1.2 0.3 25.00 |141 0.08
207 64 31 22 11.3 2.8 2478 | 181 1.05
208 65 29 25 9.8 3.2 32.65 | 181 0.99
209 67 34 21 15.3 3.6 2353 |1.83 1.18
210 51 24 16 6.8 2.2 3235 |1.71 0.83
211 65 32 24 15.5 4.9 3161 |181 1.19
212 47 24 18 5.3 1.1 20.75 | 1.67 0.72
213 59 30 19 8.1 2 2469 | 1.77 0.91
214 57 32 17 12.1 3.4 28.10 | 1.76 1.08
215 52 24 16 55 2.2 40.00 |1.72 0.74
216 59 32 20 111 3.4 30.63 | 1.77 1.05
217 63 31 22 12.1 3.6 29.75 | 1.80 1.08
218 52 29 19 8.9 2.5 28.09 |1.72 0.95
219 60 30 22 12.1 3.3 27.27 | 1.78 1.08
220 42 21 16 4.6 1.2 26.09 | 1.62 0.66
221 40 21 14 4.6 0.9 19.57 | 1.60 0.66
222 53 31 18 7.2 1.7 23.61 |1.72 0.86
223 65 34 25 115 2.6 2261 |181 1.06
224 60 33 22 10.2 2.6 2549 |1.78 1.01
225 41 22 14 4.1 1.1 26.83 | 1.61 0.61
226 56 29 20 7.7 2.4 31.17 | 1.75 0.89
227 55 30 20 9 2.6 28.89 |1.74 0.95
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228 57 30 20 9.7 3.3 34.02 |1.76 0.99
229 55 29 21 8.6 2.8 3256 |1.74 0.93
230 59 28 22 9.7 2.7 27.84 | 1.77 0.99
231 57 29 20 7 2.3 32.86 | 1.76 0.85
232 31 17 11 2 2.3 115.00 | 1.49 0.30
233 45 23 19 5.4 1 18.52 | 1.65 0.73
234 65 32 22 12.7 3 23.62 | 181 1.10
235 48 29 19 7.8 1.9 24.36 | 1.68 0.89
236 28 15 11 2.1 0.3 1429 | 1.45 0.32
237 62 30 24 9.1 2.8 30.77 | 1.79 0.96
238 64 30 26 11.3 2.8 2478 | 181 1.05
239 69 36 27 135 3.8 28.15 | 184 1.13
240 60 32 24 8.9 2.3 25.84 | 1.78 0.95
241 30 19 10 1.7 0.3 17.65 |1.48 0.23
242 45 26 19 4.9 1.5 30.61 | 1.65 0.69
243 49 27 18 5.1 1.6 31.37 | 1.69 0.71
244 30 16 11 1.8 0.2 1111 | 1.48 0.26
245 39 22 15 3.9 0.5 12.82 | 1.59 0.59
246 25 13 8 1.1 0.1 9.09 1.40 0.04
247 68 37 23 115 3.9 3391 |1.83 1.06
248 60 31 19 6.4 1.5 23.44 | 1.78 0.81
249 58 30 19 11.2 2.3 20.54 | 1.76 1.05
250 69 34 22 11.3 4.3 38.05 | 184 1.05
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251 73 37 27 14 4.4 3143 | 1.86 1.15
252 52 26 20 6.7 2.5 3731 | 1.72 0.83
253 60 30 18 111 3.8 3423 | 1.78 1.05
254 63 31 20 9.3 2.7 29.03 | 1.80 0.97
255 63 32 21 14.1 3.5 2482 |1.80 1.15
256 65 42 23 14.3 5.4 37.76 | 181 1.16
257 69 32 23 12.3 3.9 31.71 | 184 1.09
258 75 34 28 12.5 3.7 29.60 | 1.88 1.10
259 72 40 24 15.3 6 39.22 | 1.86 1.18
260 72 37 25 16.5 6.1 36.97 | 1.86 1.22
261 48 26 17 6.1 1.7 27.87 |1.68 0.79
262 68 34 24 11.6 3.6 31.03 | 1.83 1.06
263 57 22 19 7.5 2.2 29.33 | 1.76 0.88
264 60 30 20 11.8 4 33.90 |1.78 1.07
265 61 29 19 111 3.1 27.93 | 1.79 1.05
266 60 33 22 11.6 3.9 33.62 | 1.78 1.06
267 62 29 21 12.4 3.3 26.61 |1.79 1.09
268 62 31 21 11.9 4.4 36.97 | 1.79 1.08
269 47 24 16 5.8 1.8 31.03 | 1.67 0.76
270 51 42 27 18.8 6.2 3298 |1.71 1.27
271 54 26 17 7.6 1.7 22.37 | 1.73 0.88
272 57 30 20 10.1 3.5 3465 | 1.76 1.00
273 68 36 22 12.9 3.7 28.68 | 1.83 1.11
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274 70 35 23 16.9 5.4 31.95 |1.85 1.23
275 70 38 22 18.5 8.5 4595 |1.85 1.27
276 72 36 25 17.7 6.6 3729 |1.86 1.25
277 75 33 25 12.9 3.6 2791 |1.88 1.11
278 52 29 20 5.7 1.4 2456 | 1.72 0.76
279 70 35 27 12.9 3.2 2481 |1.85 1.11
280 50 30 17 7.8 2.5 32.05 |1.70 0.89
281 62 33 25 12.6 4.1 3254 | 1.79 1.10
282 61 35 26 12.4 3.4 2742 | 1.79 1.09
283 61 40 20 11.9 4 33.61 |1.79 1.08
284 59 31 17 9.1 3.2 35.16 | 1.77 0.96
285 69 34 27 13 4.2 3231 | 1.84 1.11
286 59 31 25 111 3.2 28.83 | 1.77 1.05
287 61 33 20 11.7 3.5 2991 |1.79 1.07
288 70 36 28 141 3.9 27.66 |1.85 1.15
289 68 33 32 15.4 3.8 24.68 | 1.83 1.19
290 58 29 20 7.9 2.4 30.38 | 1.76 0.90
291 79 39 29 19.2 6.3 32.81 | 1.90 1.28
292 68 34 26 12.1 4 33.06 |1.83 1.08
293 64 30 22 10.9 2.5 2294 | 181 1.04
294 69 31 24 12.6 3.3 26.19 | 184 1.10
295 73 42 27 16.7 5.1 30.54 | 1.86 1.22
296 59 29 21 9.3 3 32.26 | 1.77 0.97
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297 60 27 23 10.1 3 29.70 | 1.78 1.00
298 56 29 20 7.3 1.9 26.03 | 1.75 0.86
299 57 28 19 7.8 2.4 30.77 | 1.76 0.89
300 62 32 21 12.7 3.7 29.13 | 1.79 1.10
301 71 38 24 17.9 6.3 3520 |1.85 1.25
302 62 30 26 6.6 1.2 18.18 | 1.79 0.82
303 65 32 24 11.6 3.6 31.03 | 181 1.06
304 81 37 32 23.3 7.9 3391 | 191 1.37
305 68 34 23 15.6 4.4 28.21 |1.83 1.19
306 60 32 22 8.3 2.6 31.33 | 1.78 0.92
307 67 32 26 10.7 3.3 30.84 |1.83 1.03
308 56 22 23 9.5 2.2 23.16 | 1.75 0.98
309 60 28 23 8.2 2.4 29.27 | 1.78 0.91
310 60 31 22 10.1 2.9 28.71 | 1.78 1.00
311 64 30 24 10.7 2.2 20.56 | 181 1.03
312 66 34 26 141 3.8 26.95 |1.82 1.15
313 56 29 22 7.8 2.3 29.49 | 1.75 0.89
314 65 30 26 10.9 2.9 26.61 | 181 1.04
315 55 29 20 9.6 2.2 2292 | 1.74 0.98
316 70 35 26 13.7 3.8 27.74 | 1.85 1.14
317 73 39 30 14.4 4.4 30.56 | 1.86 1.16
318 65 31 22 9.8 2.2 2245 | 181 0.99
319 63 27 26 10 3.4 34.00 |1.80 1.00
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320 55 30 20 8.1 2.6 3210 |1.74 0.91
321 59 30 22 9.7 2.9 29.90 | 1.77 0.99
322 70 33 26 14.1 4.2 29.79 | 1.85 1.15
323 54 30 24 8.4 1.9 22.62 | 1.73 0.92
324 72 39 26 14.8 4.3 29.05 | 1.86 1.17
325 59 27 24 9.2 3.2 34.78 | 1.77 0.96
326 55 30 20 8.5 2.9 3412 |1.74 0.93
327 68 33 26 10.3 2.6 2524 |1.83 1.01
328 60 30 23 9.9 4.1 41.41 |1.78 1.00
329 61 31 23 10.6 3.6 33.96 |1.79 1.03
330 60 26 23 7.7 2.6 33.77 | 1.78 0.89
331 58 30 22 7.3 2.4 32.88 | 1.76 0.86
332 55 26 33 7.3 2 27.40 |1.74 0.86
333 70 32 27 151 4.8 31.79 | 1.85 1.18
334 70 37 30 155 4.5 29.03 |1.85 1.19
335 55 25 22 10.2 2.1 2059 |1.74 1.01
336 52 23 20 8 2 25.00 |1.72 0.90
337 55 27 22 8 2.3 28.75 | 1.74 0.90
338 48 23 21 6 1 16.67 | 1.68 0.78
339 60 30 22 8.9 2.7 30.34 | 1.78 0.95
340 53 27 20 7.2 1.2 16.67 | 1.72 0.86
341 62 27 30 8.6 2.2 2558 | 1.79 0.93
342 46 25 19 6.5 1.4 21.54 | 1.66 0.81
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343 51 25 21 7.5 1.6 2133 |1.71 0.88
344 55 27 20 8 2.7 33.75 | 1.74 0.90
345 60 27 23 7.6 2.5 3289 | 1.78 0.88
346 69 33 26 12.5 4.6 36.80 | 1.84 1.10
347 55 27 20 7.5 2 26.67 |1.74 0.88
348 61 31 25 10.5 3.2 3048 | 1.79 1.02
349 50 26 20 6.3 11 17.46 | 1.70 0.80
350 51 25 20 6 0.8 1333 | 1.71 0.78
351 45 26 17 6.4 1.9 29.69 | 1.65 0.81
352 43 22 14 5.9 0.8 13.56 | 1.63 0.77
353 50 26 20 6.6 2.1 31.82 |1.70 0.82
354 45 23 17 4.1 0.8 1951 |1.65 0.61
355 59 26 24 8.5 1.9 22.35 | 177 0.93
356 551 25 20 7 2 28.57 |2.74 0.85
357 44 23 16 4.5 0.8 17.78 | 1.64 0.65
358 46 27 19 4.7 1.2 25.53 | 1.66 0.67
359 45 22 16 4.1 0.5 1220 | 1.65 0.61
360 42 20 19 5.1 1 19.61 |1.62 0.71
361 47 23 19 5.5 2 36.36 | 1.67 0.74
362 35 20 16 3.7 1 27.03 |1.54 0.57
363 33 19 15 2.2 0.4 18.18 | 1.52 0.34
364 39 21 13 3.2 0.8 25.00 |1.59 0.51
365 37 17 11 2.3 0.6 26.09 | 1.57 0.36
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366 46 21 14 4 1.1 27.50 | 1.66 0.60
367 38 20 13 2.9 0.7 24.14 | 1.58 0.46
368 32 18 12 2.2 0.3 13.64 | 151 0.34
369 40 19 16 3.1 0.5 16.13 | 1.60 0.49
370 38 20 12 2.6 0.6 23.08 | 1.58 0.41
371 38 21 15 3.6 0.9 25.00 |1.58 0.56
372 34 17 13 1.7 0.2 11.76 | 1.53 0.23
373 35 19 13 2.8 0.6 2143 | 154 0.45
374 27 15 11 0.8 0.2 25.00 | 143 -0.10
375 28 14 11 1.2 0.2 16.67 | 1.45 0.08
376 30 16 12 1.7 0.5 2941 | 148 0.23
377 35 18 13 1.2 0.4 33.33 | 154 0.08
378 40 22 14 3 0.8 26.67 | 1.60 0.48
379 22 13 8 0.6 0.1 16.67 |1.34 -0.22
380 38 22 14 2.8 0.5 17.86 | 1.58 0.45
381 34 18 14 2.1 0.4 19.05 | 1.53 0.32
382 26 15 11 1.2 0.2 16.67 | 141 0.08
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